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RESUMEN

Las cepas de Escherichia coli diarreogénicas (ECD) son importantes agentes etiologicos de
diarrea en nifilos menores de 5 afos. La capacidad de las cepas de ECD para colonizar el
epitelio intestinal se relaciona con la expresion de factores de virulencia en el sitio de
infeccion, un proceso altamente regulado y dependiente de la interaccion del patdégeno con su
ambiente en el hospedero. A nivel intestinal, estos patdgenos se encuentran con las bacterias
de la microbiota y los metabolitos que éstas producen, que en condiciones de una microbiota
saludable, son responsables de generar un ambiente que previene la colonizacion por
patdgenos entéricos. Sin embargo, estudios recientes demuestran que ciertas especies
bacterianas de la microbiota intestinal pueden inducir un aumento en la expresion de genes de
virulencia en cepas de ECD vy favorecer el proceso infeccioso. Considerando estos
antecedentes, en este trabajo se propuso como hipotesis que “Bacterias de la microbiota
intestinal de nifios con infecciones por E. coli diarreogénicas, inducen un aumento de la
expresion de factores de virulencia de cepas de EAEC y STEC y la respuesta inflamatoria
generada por estos patdgenos sobre células intestinales en cultivo”. Para responder a esta
hipétesis, se determind la composicion de la microbiota intestinal de nifios entre 1 y 5 afios
agrupados en tres poblaciones: nifios sanos (grupo Control), nifios que presentan infecciones
por ECD (grupo ECD) y nifios que presentan infecciones por virus entéricos (grupo Virus).
Para esto, se extrajo el ADN de muestras de deposicién de nifios pertenecientes a estos grupos
y luego se amplificd y secuencid la region R1-R4 del gen que codifica el ARN ribosomal 16S.
Con estas secuencias, se realizd un estudio bioinformatico que permitié caracterizar la
microbiota asociada a cada grupo de estudio. Este analisis mostré que en el grupo ECD existe
un aumento de las bacterias pertenecientes al phylum Proteobacteria y una disminucion de
aquellas pertenecientes al phylum Firmicutes. Adicionalmente, un andlisis de redundancia
mostré gque las muestras de este estudio se agrupan en comunidades de acuerdo al grupo al
que pertenecen (Control, ECD o Virus), obteniendo diferencias significativas entre ellos.

Finalmente, se identificaron 8 especies bacterianas, denominadas cepas indicadores, que se

encuentraron significativamente asociadas al grupo ECD en relacion a los otros grupos. Se
seleccionaron las 2 especies indicadoras cultivables con mayor significancia estadistica,
Escherichia albertii (E. albertii) y Citrobacter werkmanii (C. werkmanii), para estudiar el

efecto que tienen sobre la virulencia de 2 patotipos de ECD: E. coli productor de toxina Shiga



(STEC) y E. coli enteroagregativa (EAEC). Al evaluar la induccion de la secrecién de IL-8 de
las especies indicadoras, se encontrd que E. albertii, a diferencia de C. werkmanii, no induce
la secrecion de IL-8 sobre células intestinales, mostrando niveles similares a los observados
en células sin infectar, de manera que se continud trabajando sélo con E. albertii. Se evaluo
el efecto de E. albertii y del sobrenadante obtenido luego del cultivo de esta bacteria en (i) el
crecimiento de STEC y EAEC, (ii) la adhesion de las 2 cepas ECD a células en cultivo y (iii)
en la induccidn de secrecion de 1L-8 de las cepas ECD sobre células intestinales. Se encontro
que la infeccion de células intestinales con STEC o EAEC en presencia del sobrenadante de
E. albertii, produce un aumento significativo en la secrecion de IL-8 comparado a la condicion
control. En vista de estos resultados, se analizaron los cambios en la expresion génica de las
cepas de ECD luego de ser incubadas con el sobrenadante de E. albertii, mediante la técnica
de secuenciacion de ARN (RNA-Seq), observando cambios en la expresion de factores de
virulencia para EAEC y STEC. Los principales resultados en EAEC, muestran un aumento en
la expresion del gen que codifica la toxina Pet (pet) y una menor expresion del gen que codifica
para Flagelina (fliC). Para STEC se observo una mayor expresion del regulador maestro Ler
(gen ler) y en los genes que codifican la fimbria Lpf. Considerando que la fimbria Lpf participa
en la respuesta inflamatoria inducida por STEC, se realizaron experimentos con la cepa
mutante en la fimbria Lpf, observando la participacion de este factor de virulencia en el
aumento de secrecion de IL-8 mediado por E. albertii. Posteriormente, se evaluo el uso de un
modelo celular 3D organotipico de la mucosa intestinal para el estudio de la respuesta
inflamatoria de las cepas ECD, encontrando que la infeccion por ECD produce un aumento
en la secrecion de IL-8, GRO, IP10, GM-CSF y TNF-a. La infeccién de este modelo con
STEC, en presencia del sobrenadante de E. albertii, confirmé el aumento en la secrecién de
IL-8. Finalmente, se realizaron experimentos con un modelo in vivo de virulencia, la larva
Galleria mellonella, observando que las larvas co-infectadas con la cepa ECD vy E. albertii
muestran una menor supervivencia que la condicidn control, lo que se correlaciona con una
mayor virulencia de la cepa ECD en presencia de E. albertii. En conjunto nuestros resultados
muestran que metabolitos secretados por una bacteria de la microbiota intestinal asociada a la
infeccion por ECD, inducen un aumento en la expresion de factores de virulencia en cepas de
EAEC y STEC, lo que conlleva a una mayor induccion de secrecion de IL-8 sobre células en

cultivo y una mayor virulencia de las cepas ECD en un modelo in vivo.
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ABSTRACT

Diarrheagenic E. coli (DEC) are an important cause of diarrhea in children under five years old.
The ability of DEC strains to colonize intestinal epithelium is related to the expression of
virulence factors at the infection site. This process is highly regulated and relies on the
interaction of pathogenic bacteria with environmental factors in the host. In the human gut, DEC
strains interact with the host’s resident microbiota and its metabolites, which are responsible for
producing an environment that prevents colonization by enteric pathogens in healthy conditions.
However, previous studies have shown that some components of the gut microbiota can
modulate the expression of virulence factors in DEC strains and promote the infectious process.
Considering the above, in this thesis we hypothesize that “Bacteria from the gut microbiota of
children with DEC-positive diarrhea induce a higher expression of virulence factors in EAEC
and STEC strains and a higher inflammatory response induced by these DEC pathotypes on
intestinal cells”. First, we determined the composition of the gut microbiota in children between
1 and 5 years old distributed in 3 groups: healthy children (Control group), children with DEC-
positive diarrhea (DEC group) and children with diarrhea caused by an enteric virus (Viral
group). DNA from the stool samples of children in these groups was obtained and the 16S rRNA
gene was amplified and sequenced by pyrosequencing. To determine the gut microbiota
composition associated with each group, sequences were processed by bioinformatics and
phylogenetic analyses. These analyses showed an increase in sequences belonging to phylum
Proteobacteria and a decrease in those belonging to phylum Firmicutes in the DEC group
compared to the Viral and Control groups. Also, samples were grouped in statistically different
communities by a redundancy analysis. Finally, eight indicative species mainly associated with
the DEC group were identified. Two indicative species that showed the highest significance,
Escherichia albertii (E. albertii) and Citrobacter werkmanii (C. werkmanii), were selected to
study their effect on the virulence of two DEC pathotypes: Shiga toxin-producing E. coli (STEC)
and enteroaggregative E. coli (EAEC). When the induction of IL-8 secretion by the indicative
species on epithelial cells was evaluated, it was found that E. albertii, unlike C. werkmanii, does
not induce the secretion of IL-8 on intestinal cells. Based on this result, E. albertii was chosen
for further experiments. We examined the effect of E. albertii and the supernatant obtained after
overnight culture on (i) EAEC and STEC growth, (ii) DEC adherence to intestinal cells and (iii)

IL-8 secretion induced by DEC strains on intestinal cells. A significant increase in IL-8 secretion
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was found when cells were infected with STEC or EAEC in the presence of E. albertii
supernatant. Then, changes in the gene expression of DEC strains incubated with E. albertii
supernatant were analyzed by RNA sequencing (RNA-seq), observing changes in the expression
of virulence factors for EAEC and STEC. For EAEC a higher expression in the Pet toxin-
encoding gene (pet) and a lower expression in the Flagellin protein-encoding gene (fliC gene)
were found compared to the control condition. For STEC, we found a higher expression of the
global virulence regulator Ler-encoding gene (ler) and the genes encoding Lpf fimbriae, with a
decrease in the expression of the Shiga toxin-encoding gene (stx). Considering the participation
of Lpf fimbriae in the STEC inflammatory response, using an Lpf mutant strain we confirmed
the participation of this virulence factor in the induction of IL-8 secretion mediated by E. albertii
supernatant. Additionally, an organotypic 3D model of intestinal mucosa was evaluated to study
the inflammatory response induced by DEC strains. Using this model, we found an increase in
IL-8, GRO, IP10, GM-CSF and TNF-a after infection with EAEC or STEC. Finally, in vivo
experiments using the Galleria mellonella larvae model showed that larval co-infection with a
DEC strain and E. albertii had a lower survival rate than the control condition, suggesting a
higher virulence of STEC and EAEC strains in the presence of E. albertii. In summary, these
results show that metabolites secreted by an indicative species of DEC-positive diarrhea induce
a higher expression of virulence factors in EAEC and STEC strains, which produces a higher

secretion of IL-8 on intestinal cells and a higher virulence in an in vivo model.
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INTRODUCCION

Escherichia coli (E. coli) es el anaerobio facultativo predominante de la microbiota intestinal
humana. Este microorganismo coloniza el tracto gastrointestinal humano dentro de las primeras
horas de vida y permanece en una relacion de mutualismo con su hospedero (Blount, 2015;
Nataro y Kaper, 1998). Las cepas de E. coli usualmente permanecen en el lumen intestinal sin
causar dafo, excepto en un hospedero inmunosuprimido o cuando las barreras gastrointestinales
son alteradas (Nataro y Kaper, 1998). Sin embargo, hay varios clones de E. coli que producen
factores de virulencia especificos, que le confieren una mayor capacidad para adaptarse a nuevos
nichos y les permite causar un amplio espectro de enfermedades en individuos sanos (Kaper y
cols., 2004). Estas cepas son clasificadas en grupos, llamados patotipos, dependiendo de donde
y como causan enfermedad (Blount, 2015). Tres sindromes clinicos pueden resultar de la
infeccion con uno de estos patotipos: enfermedades entéricas, infecciones del tracto urinario y

sepsis/meningitis (Kaper y cols., 2004).

Las cepas de E. coli causantes de enfermedades entéricas, denominadas cepas de E. coli
diarreogénicas (ECD), son una causa importante de diarrea de origen bacteriano en el mundo y
afectan principalmente a la poblacion pediatrica menor a 5 afios (World Health Organization,
2014). De acuerdo a los factores de virulencia expresados por las cepas de ECD, se han
identificado seis patotipos: E. coli productor de toxina Shiga (STEC), E. coli enteroagregativa
(EAEC), E. coli de adherencia difusa (DAEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli
enteropatogénica (EPEC) y E. coli enterotoxigénica (ETEC) (Fernandez-Prada y cols., 1998;
Nataro y Kaper, 1998). Estudios recientes han mostrado una alta prevalencia de estos patotipos
en muestras de diarrea, siendo los mas prevalentes EPEC (22%), EAEC (7%) y ETEC (2%)
(Buss y cols., 2015). De manera similar, un estudio realizado en Chile ha mostrado la presencia
de patotipos de ECD en el 49% de muestras de deposicion de pacientes con diarrea (Farfan y
cols., 2016). Por otra parte, las cepas de ECD son responsables de importantes brotes de diarrea,
como el reportado en el afio 2011 en Europa, que afecté a mas de 4.000 personas. El analisis de
la cepa causante del brote determind que ésta corresponde a una cepa hibrida que presenta
caracteristicas gendémicas asociadas a EAEC y STEC, y se denomind E. coli enteroagregativa

productora de toxina Shiga (ST-EAEC) (Rasko y cols., 2011). Estos antecedentes muestran que
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las cepas de ECD contintian siendo un problema de salud publica, razén por la cual es importante

estudiar sus mecanismos de patogenicidad.

Mecanismo de patogenicidad en cepas de ECD

Cada uno de los patotipos de ECD tienen una manera especifica de interactuar con la célula
hospedera (Figura 1), como también su propia epidemiologia y manifestaciones clinicas, sin
embargo, comparten varias estrategias de virulencia (Kaper y cols., 2004). En la mayoria de
ellos, el proceso infeccioso involucra 3 pasos: (i) Adherencia y colonizacién de la superficie
intestinal, (ii) Produccion y secrecion de factores de virulencia y (iii) Produccion de diarrea (con

o sin sangre) e inflamacion (Croxen y cols., 2013).

EPEC

Eiofim formation

Crytotoudns and enteroboxins

including SNET1, Pic, EASTI.Pef

EAEC DAEC

Figura 1. Interaccion de patotipos de ECD con la célula hospedera. (A) Escherichia coli enteropatogénica
(EPEC), caracterizada por la formacion de microcolonias que se adhieren a la superficie y promueven la
reorganizacion de los filamentos de actina que deforman la superficie celular asociado a la formacion de pedestales
en un proceso de adherencia y borrado de las vellosidades intestinales (lesion A/E por sus siglas en inglés). (B)
Escherichia coli productora de shiga-toxina (STEC) también puede formar una lesién de adherencia y borrado, y
lo que caracteriza a este grupo es la secrecion de la toxina shiga (Stx). (C) Escherichia coli enterotoxigénica
(ETEC), presenta una gran variedad de adhesinas fimbriales y no fimbriales y se caracteriza por la secrecién de
una toxina termo estable (ST) y/o una toxina termolabil (LT), que promueven el desarrollo de una diarrea acuosa.
(D) Escherichia coli enteroagregativa (EAEC), se adhiere la superficie epitelial y entre ellas formando una bio-
pelicula sobre el epitelio. (E) Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC) es reconocida por invadir las célula intestinal
y moverse lateralmente a través del epitelio (F) Escherichia coli de adherencia difusa (DAEC), induce una cascada
de sefializacion que favorece la formacion de prolongaciones de la membrana celular que rodean la bacteria. Imagen
modificado desde (Kaper y cols., 2004).
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Debido a la importancia clinica de STEC y EAEC y la prevalencia de estos patotipos en
muestras de diarrea, es que los estudios realizados en el laboratorio y en este trabajo de tesis se

han enfocado en ellos.

El patotipo EAEC se describio en el afio 1985, y se ha considerado como causa de diarrea
persistente en nifios y como la segunda causa mas comun de diarrea del viajero (Croxen y Finlay,
2010). La diarrea causada por EAEC es generalmente acuosa y suele estar acompafiada de
sangre y/o mucus (Croxen y Finlay, 2010). Estudios en explantes intestinales humanos indican
que EAEC se adhiere a tejido de ileon y colon e induce significativos dafios en la mucosa
intestinal, siendo més severos en la seccion del colon (Hicks y cols., 1996; Nataro y cols., 1996).

El proceso de adherencia al epitelio intestinal es un paso critico en la infeccion por cepas de
EAEC vy en el resto de las ECD. Este proceso es llevado a cabo a través de estructuras de
superficie, conocidas como adhesinas, capaces de interactuar con receptores celulares presentes
en la superficie epitelial (Torres y cols., 2005). Las cepas de EAEC son reconocidas por
adherirse a células HEp-2 en un patrén conocido como autoagregativo, en el cual las bacterias
se adhieren una a la otra en una configuracioén de “ladrillos apilados”. Este proceso esta dado
por estructuras fimbriales conocidas como Fimbrias de Adherencia Agregativa (AAFS)
(Czeczulin y cols., 1997). Trabajos previos en el laboratorio se enfocaron en la busqueda de
receptores celulares para la fimbria AAF encontrando que esta fimbria tiene la habilidad de
reconocer la proteina de matriz extracelular fibronectina, la que produce un aumento en la
adhesion de EAEC a células intestinales en cultivo (Farfan y cols., 2011; Farfan y cols., 2008).
Posteriormente, se determind que el complejo EAEC-fibronectina se puede unir al receptor

celular integrina-a5p1 (Izquierdo y cols., 2014).

Luego del proceso de colonizacién, la bacteria secreta varias toxinas y proteinas efectoras
que intervienen en diversos procesos, como por ejemplo, en la evasion de la respuesta inmune,
la induccion de citotoxicidad y en el desarrollo de diarrea y una respuesta inflamatoria (Kaper
y cols., 2004). Las cepas de EAEC causan dafio en la mucosa intestinal a través de la secrecion
de las toxinas Pet, ShET1y EAST1, que globalmente contribuyen a la induccién de una diarrea

acuosa y a la exfoliacion celular (Kaper y cols., 2004).
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Finalmente, el proceso de inflamacion esté caracterizado por la secrecion de altos niveles de
mediadores pro-inflamatorios. Estudios previos han demostrado que EAEC, a través de las
fimbrias AAF, inducen un proceso inflamatorio que esta asociado con la activacion de las vias
de sefializacion del factor nuclear kappa B (NF-kB) y las proteinas quinasas activadas por
mitégeno (MAPK), promoviendo asi la secrecion de quimioatractantes como Interleuquina-8
(IL-8) y derivados eicosanoides que inducen la transmigracion de neutréfilos al sitio de
infeccion (Boll y cols., 2012b; Dahan y cols., 2002; Harrington y cols., 2005; Vergara y cols.,

2014). Un esquema del mecanismo de patogenicidad de EAEC se muestra en la Figura 2.

Biofilm

Figura 2. Mecanismo de patogenicidad de EAEC.

l EAEC se adhiere a la superficie epitelial del intestino

a-Fodrin grueso e intestino delgado a través de la fimbria de

adherencia agregativa (AAF), promoviendo la formacién

de una bio-pelicula en la superficie celular. La

Exfoliation interaccion de EAEC con la célula hospedera promueve

\ una fuerte respuesta inflamatoria, que se caracteriza por

/’ la secrecion de interleuquina-8 (IL-8). La toxina

A \ codificada en plasmido (Pet), es un autotrasportador con

actividad serin-proteasa, cuyo blanco es la proteina a-

fodrin, por lo que promueve una disrupcion del

citoesqueleto de actina y la exfoliacion celular. Imagen
modificada de (Croxen y Finlay, 2010).
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La infeccion por cepas de STEC, un patdgeno zoonético, es una de las principales causas de
diarrea sanguinolenta y colitis hemorrégica. En algunos casos, producto de complicaciones
sistémicas de la enfermedad se puede desarrollar Sindrome Hemolitico Urémico (SHU),

caracterizado por trombocitopenia, anemia hemolitica y falla renal aguda (Barnett Foster, 2013).

La adherencia inicial de STEC al epitelio intestinal estaria dado por estructuras fimbriales,
como por ejemplo, la fimbria polar larga (Lpf) (Torres y cols., 2002). Al igual que para EAEC,
estudios previos realizados en el laboratorio han demostrado que la cepa de referencia de STEC,
a través de la fimbria Lpf, interactda con la proteina fibronectina, promoviendo un aumento en
la adhesion a células epiteliales (Farfan y cols., 2011). Junto con lo anterior, la mayoria de las
cepas de STEC asociadas a infeccion en humanos presentan en su genoma la isla de
patogenicidad LEE, que codifica para un sistema de secrecion tipo 111 (SST3), a través del cual
se produce la inyeccion de Tir al citoplasma de la célula hospedera, proteina que estara
posteriormente disponible en la superficie celular para actuar como receptor para la proteina de
superficie bacteriana intimina, promoviendo asi la adherencia de STEC a las células del epitelio
intestinal. Ademas, el SST3 permite inyectar en el citoplasma de la célula hospedera proteinas
efectoras que modulan distintas funciones celulares causando por ejemplo, reordenamiento del
citoesqueleto y disrupcidn de uniones estrechas, activacion de la respuesta inmune y produccion
de diarrea (Hueck, 1998; Ugalde-Silva y cols., 2016). Luego de producirse la colonizacion del
epitelio intestinal, se produce la liberacién de la toxina Shiga (Stx), el principal factor de
virulencia de STEC y responsable del desarrollo de una colitis hemorragica y del SHU (Nataro
y Kaper, 1998). Esta toxina tiene la capacidad de atravesar la barrera epitelial y llegar a sus
organos blancos, como el rifion y el cerebro, donde es endocitada y una vez que alcanza el
citoplasma puede inhibir la sintesis de proteinas al interactuar con la subunidad ribosomal 60S
(Jubeliny cols., 2018).

La infeccion por STEC induce una respuesta inflamatoria caracterizada por la activacion de
las cascadas de sefializacion intracelular MAPK, NF-kB y AP-1, llevando a la secrecién de
marcadores pro-inflamatorios como IL-8 (Dahan y cols., 2002; Miyamoto y cols., 2006).
Estudios realizados en el laboratorio proponen que la fimbria Lpf participa en la induccién de

la secrecion de IL-8 por ceélulas intestinales en cultivo y como consecuencia, favorece la
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migracion de polimorfonucleares a través de la monocapa de células epiteliales (Vergaray cols.,
2014). Un esquema del mecanismo de patogenicidad de STEC se muestra en la Figura 3.

Tir -
Adapter
Proteins
v '
ecu U Ti;l Nucleolin
Actin

Polymerization
Human intestinal *Inhibits immune responses
epithelium *Prevents protein synthesis

Figura 3. Mecanismo de patogenicidad de STEC. La adhesion inicial de STEC se produce por la interaccion a
través de estructuras fimbriales, como la fimbria Lpf, a la célula epitelial. Posteriormente, se produce la
deformacion de la superficie celular producto de la reorganizacion de los filamentos de actina, llevando a la
formacidén de pedestales que favorecen la intima adherencia de STEC, mediante la interaccion de la proteina
intimina con el receptor translocado Tir. La produccion de la toxina Shiga, ocurre en el tracto gastrointestinal, y es
translocada a través del epitelio intestinal al torrente sanguineo, donde puede alcanzar los 6rganos blancos, como
por ejemplo el rifién o el cerebro. Imagen modificada de (Farfan y Torres, 2012).

La capacidad de las cepas de ECD para colonizar el epitelio intestinal esta relacionada
con la expresion de factores de virulencia en el sitio de infeccion, un proceso que se encuentra
altamente regulado y que depende de la interaccion del patégeno con su ambiente en el
hospedero (Vayssier-Taussat y cols., 2014). Al llegar al colon, estos patdgenos se encuentra con
las bacterias que componen la microbiota y los metabolitos que éstas producen para beneficiar
al hospedero y protegerlo de la infeccidn (Barnett Foster, 2013), por lo tanto, necesita interactuar
y competir con las bacterias de la microbiota intestinal para encontrar un nicho de colonizacion.
Respecto a este punto, estudios recientes sugieren que componentes de la microbiota intestinal
pueden regular la virulencia de patogenos entericos y el desarrollo de la enfermedad (Curtis y
cols., 2014; Iversen y cols., 2015), sin embargo, el impacto que tiene la bacteria comensal en la
patogénesis por ECD y en el desarrollo de enfermedades entéricas, aln no esta definido. De esta
forma, elucidar los procesos involucrados en la interaccion entre hospedero, microbiota y

patogenos es de gran importancia para el desarrollo de nuevas intervenciones terapéuticas.
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Microbiota intestinal

La microbiota intestinal humana es un ecosistema muy diverso que esta localizado en el
tracto gastrointestinal y que esta compuesto por mas de 400 especies bacterianas diferentes que
tienen una relacion simbidtica con el hospedero (Steinhoff, 2005). La colonizacién del tracto
gastrointestinal comienza inmediatamente después del nacimiento por organismos anaerobio-
facultativos, como E. coli. Estos microorganismos consumen los niveles iniciales de oxigeno de
manera que el intestino se llega a ser un ambiente anaerobio que favorece el crecimiento de
anaerobios estrictos como Bifidobacterium, Clostridium y Bacteroides, siendo Bifidobacterium
el género bacteriano dominante en la microbiota intestinal infantil (Matamoros y cols., 2013).
En los primeros afios de vida la composicion de la microbiota intestinal incrementa en diversidad
y riqueza hasta alcanzar un estado similar al de adulto alrededor de los 3 afios, dominado por
especies bacterianas que pertenecen a los phyla Bacteroidetes y Firmicutes (Matamoros y cols.,
2013).

La microbiota juega un rol importante en la salud humana al influenciar el estado
fisiolégico, nutricional e inmunolégico del hospedero (Silva y cols., 2015), ya que participa en
la fermentacion de sustratos no digeribles de la dieta, en la proteccién contra bacterias patdgenas
al funcionar como barrera para la adherencia de patdgenos al epitelio intestinal, y en el desarrollo
de un sistema inmune competente producto de la interaccion de la microbiota con el hospedero
(Guarner y Malagelada, 2003). De esta manera, el conocimiento de las especies que componen
la microbiota intestinal nos permite entender como las bacterias comensales interacttan con el
hospedero y como los cambios a nivel de composicién de la microbiota intestinal se relacionan
con el desarrollo de enfermedad. Respecto a esto, varios grupos de estudios se han enfocado en
determinar los cambios en la composicion de la microbiota asociados a episodios de diarrea

mediante andlisis bioinformaticos basados en la secuenciacién del gen 16S ribosomal. A modo

general, estos estudios muestran que las modificaciones en la abundancia relativa de ciertas
especies varian de acuerdo a la poblacion en estudio. La mayoria de estos estudios ha mostrado
un incremento de las bacterias pertenecientes al phylum Proteobacteria y una disminucién de
los géneros bacterianos Bifidobacterium y Lactobacillus durante episodios de diarrea (Becker-

Dreps y cols., 2015). De la misma manera, mediante anlisis bioinformaticos se podria

determinar aguellas especies de la microbiota intestinal que estan asociadas significativamente
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a grupos con diarrea v que podrian ser utilizadas como especies indicadoras de los cambios en

la composicion de la microbiota (De Céceres y cols., 2010). Junto con esto, se ha observado que

la infeccion por cepas patdgenas genera una respuesta inflamatoria por parte del hospedero, y
bajo estas condiciones de inflamacion, se favorece el crecimiento de microorganismos
anaerobios facultativos mientras que disminuyen los miembros anaerobios de la microbiota
(Stecher, 2015).

Considerando que la expresion de factores de virulencia en bacterias patdgenas esta
fuertemente regulada por las condiciones ambientales presentes en el sitio de infeccion, se
postula que la composicién de la microbiota tenga un rol en la regulacién de los mecanismos
patogénicos (Pacheco y Sperandio, 2015). Respecto a este punto, se ha observado que cepas de
Lactobacillus y Bifidobacterium disminuyen la adhesion de enteropatégenos como Salmonella
Typhimurium y ETEC en células Caco-2. Ademas, se demostrd que estas cepas protegen a los
enterocitos de una respuesta inflamatoria aguda, al disminuir los niveles de IL-8 secretados por
células HT-29, luego de incubarlas con moléculas proinflamatorias (Candela y cols., 2008).
También existen evidencias que componentes de la microbiota intestinal pueden inducir la
expresion de factores de virulencia, promoviendo asi la infeccion por patégenos entéricos. En
un estudio donde se realizaron experimentos de co-incubacion entre un componente de la
microbiota intestinal, Bacteroides thetaiotaomicron (Bt), y una cepa prototipo de STEC (cepa
86-24), se observd un aumento en la expresion del 20% de los genes de STEC, incluyendo
aquellos involucrados en el proceso patogénico, lo que produjo un aumento en el nimero de
bacterias adheridas a células en cultivo. Adicionalmente, se realizaron ensayos con un modelo
murino, en el cual se elimind la microbiota y posteriormente, se reconstituyd con Bt o buffer
PBS. Luego, se realiz6 una infeccion con Citrobacter rodentium, patégeno murino homélogo a
STEC, obteniendo que aquellos ratones en los que se reconstituyd la microbiota con Bt
presentaron mayor mortalidad y dafio al hospedero con respecto a los ratones control (Curtis y
cols., 2014). Un estudio similar evalud la co-incubacion de Bt con otra cepa STEC, obteniendo
qgue la expresion de genes involucrados en metabolismo, colonizacién y virulencia son
modulados en respuesta al contacto directo con Bt como a los factores solubles producidos por

esta bacteria de la microbiota (Iversen y cols., 2015).
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En relacion a estos resultados, se ha planteado que la capacidad de las bacterias de la
microbiota de metabolizar carbohidratos afectaria la colonizacidn por patégenos, ya que actuaria
como una fuente generadora de nutrientes promoviendo un ambiente en el que se favorece el
crecimiento de otras bacterias como E. coli, y aumenta la posibilidad de encontrar un nicho en
el hospedero (Baumler y Sperandio, 2016). Ademas, se ha observado que la presencia
diferencial de carbohidratos en el intestino puede ser utilizado, por cepas de STEC, como sefial
para regular la expresion de factores de virulencia (Pacheco y Sperandio, 2015). Otro producto
de la fermentacion de carbohidratos son los acidos grasos de cadena corta, producidos por el
metabolismo de bacterias anaerobias de la microbiota intestinal. Estos &cidos grasos,
contribuyen al funcionamiento normal del intestino y la prevencion de enfermedad, sin
embargo, se ha observado que alteraciones en la concentracion de acidos grasos pueden modular
la expresion de genes de motilidad y virulencia en enteropatogenos (Nakanishi y cols., 2009;
Tobe y cols., 2011). Lo anterior, sugiere que las bacterias de la microbiota pueden generar un
ambiente que favorece la colonizacién por patégenos y de esta forma, pueden modular la

expresion de factores de virulencia en enterobacterias.

A partir de los antecedentes planteados, se puede establecer que la virulencia de
patdgenos esta regulada por las condiciones de infeccion, que existen cambios en la microbiota
intestinal en episodios de diarrea y finalmente, que ciertas bacterias de la microbiota intestinal
pueden modular la virulencia de cepas de ECD. Debido a esto, se plantearon las siguientes
preguntas de investigacion: ¢Existen componentes de la microbiota intestinal asociada a
infecciones por ECD? ¢Bacterias intestinales de la microbiota asociada a ECD pueden inducir
la expresion de factores de virulencia en cepas ECD?

De esta forma, en este trabajo se evalud la composicion de la microbiota en la infeccidn
por cepas de ECD vy el rol de bacterias de esta microbiota en el proceso patogénico de STEC y
EAEC, lo que nos permite comprender en mayor profundidad como estan interactuando las
cepas ECD con el hospedero para el desarrollo de enfermedad.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
Hipotesis

“Bacterias de la microbiota intestinal de nifios con infecciones por E. coli diarreogénicas,
inducen un aumento de la expresion de factores de virulencia de cepas de EAEC y STEC y la

respuesta inflamatoria generada por estos patogenos sobre células intestinales en cultivo”

Objetivo general

Determinar la participacion de bacterias de la microbiota intestinal de nifios con infecciones por
E. coli diarreogénicas en la expresion de factores de virulencia de cepas de STEC y EAEC y en

la respuesta inflamatoria inducida sobre células intestinales en cultivo

Objetivos Especificos

1. Identificar especies indicadoras de la microbiota intestinal asociada a nifios con
infecciones por E. coli diarreogénicas

2. Evaluar el efecto de bacterias indicadoras de la microbiota intestinal asociada a nifios
con infecciones por E. coli diarreogénicas en la expresion de factores de virulencia de
cepas de STEC y EAEC.

3. Establecer el efecto de bacterias indicadoras de la microbiota intestinal asociada a nifios
con infecciones por E. coli diarreogénicas en la respuesta inflamatoria causada por las

cepas de STEC y EAEC en modelos celulares intestinales.
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METODOLOGIA

Objetivo Especifico 1. Identificar especies indicadoras de la microbiota intestinal asociada
a nifios con infecciones por E. coli diarreogénicas

Para cumplir con este objetivo, se utilizaron muestras de deposicion de nifios agrupados en
3 poblaciones: nifios con diarrea positiva para cepas de E. coli diarreogénicas, nifios con diarrea
positiva para patdgenos virales y nifios sanos negativos para patdgenos intestinales. A cada una de
las muestras, se les realizd extraccion de ADN y la amplificacion por PCR de la region R1-R4 del
gen que codifica el ARN ribosomal 16S (16S rRNA). Estos amplificados se enviaron a secuenciar
mediante pirosecuenciacion (Macrogen, Corea) y en el laboratorio se realizd el analisis
bioinformatico que permitid analizar la composicion de la microbiota asociada a cada uno de los
grupos. A partir de este andlisis, se realizo la identificacion de especies indicadoras asociadas al
grupo de muestras con infeccion por ECD, seleccionando 2 bacterias cultivables de este grupo para

su utilizacion en los siguientes objetivos.

Calculo tamafio muestral

Para determinar el nimero de muestras requeridas para este trabajo de tesis, se utilizo el
programa G-Power (Faul y cols., 2007) considerando los siguientes valores estadisticos: (i) un
error tipo | igual a 0,05, indicando que se acepta una probabilidad del 5% de rechazar
incorrectamente la hipotesis nula y (ii) una potencia de 0,8, lo que indica que hay un 20% de
probabilidad de aceptar la hipotesis nula siendo ésta incorrecta. EI uso de ambos valores ha sido
establecido convencionalmente para el célculo de tamafio muestral (Bono y Arnaur, 1995).
Finalmente, se utilizé un valor de tamafio de efecto de 0,4176, que representa la magnitud de la
diferencia entre los diferentes grupos de estudio. Este valor se obtuvo a partir de un estudio
piloto realizado previamente en el laboratorio, en el cual se compararon los mismos 3 grupos de
este estudio, pero con s6lo 10 muestras en cada uno de ellos. Con estos antecedentes, se obtuvo
que para el presente trabajo se requiere de 60 muestras, es decir, un minimo de 20 muestras en

cada grupo de estudio.
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Muestras

Se utilizaron 63 muestras de deposicion de nifios entre 1 y 5 afios con diarrea aguda, que
se atendieron en la Clinica Las Condes. Estas muestras se analizaron por la plataforma
Filmarray®, utilizando el panel Gastrointestinal (Filmarray-GI®), un test aprobado por la FDA
que permite, a través la realizacion de un PCR mudltiple, la deteccion cualitativa de 22 patégenos
gastrointestinales entre virus (Adenovirus F40/41; Astrovirus; Norovirus GI/Gll; Rotavirus A;
y Sapovirus I/11/1VIV), paréasitos (Cryptosporidium; C. cayetanensis; E. histolyticay G. lamblia)
y bacterias (C. jejuni; C. coli; C. upsaliensis; C. difficile; P. shigelloides; Salmonella; Yersinia
enterocolitica; V. parahaemolyticus; V. vulnificus; V. cholera; Shigella y los patotipos ECD,
EAEC, EPEC, ETEC, STEC, y EIEC). De esta forma, se clasificaron las muestras de acuerdo
con el patdgeno presente y se continud trabajando con los siguientes 2 grupos: Grupo ECD (32
muestras positivas exclusivamente para patotipos ECD) y Grupo Virus (31 muestras positivas
para virus entéricos). Adicionalmente, se utilizaron 30 muestras de deposicion de nifios sanos
entre 1 y 5 afios, sin patdgenos entéricos detectados (Grupo Control). Estas muestras se
obtuvieron de un estudio de cohorte de nifios sanos de la ciudad de Colina, realizado por el Dr.
Miguel O’Ryan (O'Ryany cols., 2013). El uso de todas estas muestras cuenta con la aprobacion

del comité de ética de la Clinica Las Condes y de la Universidad de Chile (Anexo).

Extraccion de ADN y amplificacion del gen 16S rRNA

Se realizd la extraccion de ADN total de las muestras de este estudio utilizando el kit
QlAamp Fast DNA Stool Mini kit (Qiagen) y se cuantificaron con el espectrofotdmetro
Synergy-HT (Biotek™). Posteriormente, se llevo a cabo la amplificacion del gen 16S rRNA en
un proceso de 2 pasos. En primer lugar, se realiz6 la amplificacion de un fragmento de ~ 1.400
pb con los partidores GM3 y 1492R, seguido de un PCR anidado que permitié la amplificacion
de un fragmento de ~900 pb del gen 16S rRNA (regiones R1-R4), utilizando el partidor GM3-
PS y un partidor 907-PS diferente para cada muestra. Ambos partidores presentan las secuencias
necesarias para llevar a cabo el proceso de secuenciacion, y el partidor 907-PS presenta
adicionalmente una secuencia identificadora que permite el reconocimiento de cada muestra.
Los amplificados de cada reaccion se purificaron a partir de un gel de agarosa con el kit
comercial E.Z.N.A. Gel Extraction kit (Omega) y se cuantifico el ADN del producto purificado.

Se realizaron mezclas equimolares de los amplicones purificados (10-12 muestras por grupo) y
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se enviaron a la empresa Macrogen Inc. en Corea, para la secuenciacion del gen 16S rRNA
mediante pirosecuenciacion, utilizando la plataforma Roche 454- GS-FLX+ Titanium. Las
secuencias de los partidores utilizados en esta parte del trabajo se encuentran descritos en la
Tabla 1.

Anélisis Bioinformatico
El andlisis realizado incluye varias etapas detalladas a continuacion y un esquema

general del procedimiento se presenta en la Figura 4.

Trimado de secuencias y Obtencion de OTUs: Con la informacion entregada por Macrogen, se
realizé el procesamiento inicial y trimado de las secuencias utilizando el programa Mothur
(Schloss y cols., 2009). Este proceso consistid, en primer lugar, en la agrupaciéon de las
secuencias correspondientes a cada muestra, de acuerdo al codigo presente en el partidor 907-
PS. Posteriormente, se realizo la eliminacion de las secuencias de baja calidad, es decir, aquellas
secuencias menores de 300 pb, con méas de 8 homopolimeros, secuencias ambiguas y aquellas
que presentaron diferencias respecto a las secuencias de los partidores usados. Posteriormente,
se realiz6 la agrupacion de las secuencias trimadas con 99% de identidad en Unidades
Taxondmicas Operacionales (OTUs) utilizando el programa MacQiiME (Caporaso y cols.,
2010). La secuencia mas larga de cada grupo se seleccioné como la secuencia representativa de
cada OTU.

Obtencion de OPUs: Las secuencias representativas de cada OTU se alinearon utilizando la base
de datos SILVA Ref 123 junto con la herramienta de alineamiento SINA del programa ARB 6.0
(Ludwig y cols., 2004; Pruesse y cols., 2012; Quast y cols., 2013) y las secuencias alineadas se
insertaron en el arbol filogenético NJ 30, generado previamente en el laboratorio.
Posteriormente, las secuencias insertadas en el arbol se agruparon en Unidades Filogenéticas
Operacionales (OPUs), donde cada OPU corresponde a la agrupacion filogenética mas pequefia
que incluye secuencias representativas y al menos una secuencia de referencia (Yarza y cols.,
2014). Mediante esta técnica, se realizan identificaciones taxonémicas mas confiables y menos
sobreestimadas, ya que se realiza una revision manual de la identidad de las secuencias en

relacion a la secuencia de referencia con un origen monofilético (Yarza y cols., 2014). Cuando
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la identidad entre las secuencias representativas con la secuencia de referencia era mayor del
98,7%, se considerd que correspondia a la misma especie, mientras que si el valor de identidad
estaba entre 98.7% y 94,5%, se considero que pertenecian al mismo género pero se clasificaron

como especies diferentes.

Analisis de la composicion de la microbiota: A partir del procesamiento bioinformatico
realizado, se obtuvo una matriz con los datos de presencia/ausencia y abundancia de cada uno
de los OPUs presentes en las diferentes muestras de este estudio, junto con la taxonomia de cada
uno de los OPUs identificados. Esta informacion se utilizé en primer lugar para evaluar la
riqueza de especies mediante curvas de rarefaccion, graficos que relacionan el nimero de
unidades operacionales (OTU u OPU) identificadas con respecto al nimero de secuencias
analizadas para cada muestra.

Posteriormente, se compar6 la composicion de la microbiota de cada uno de los grupos a
diferentes niveles taxonémicos. Todos los organismos vivos pueden ser clasificados de acuerdo
a 8 niveles taxondmicos principales, los que corresponden a Dominio, Reino, Phylum, Clase,
Orden, Familia, Género y Especie, siendo Dominio el nivel mas general y especie el méas
especifico (Tyler y cols., 2014). En este trabajo se estudié la composicién de la microbiota a
nivel de Phylum, Familia y Género.

Finalmente, mediante la realizacion de un analisis de redundancia (RDA), se analizaron las
comunidades microbianas de cada uno de los grupos. Esta herramienta bioinformética nos
permite visualizar graficamente la organizacion de las muestras en estudio de acuerdo a la
similitud que presentan en la composicion de la microbiota en funcion de la composicion de
OPUs y del grupo al que pertenecen, y para determinar si estos grupos son significativamente
diferentes se realiza un test estadistico como ANOVA (Zuur y cols., 2007). Estas
determinaciones se llevaron a cabo con el paquete vegan del programa estadistico R-Studio
(version 1.0.136).

Identificacién de especies indicadoras: En este trabajo se utilizé la definicion de especie

indicadora publicada por (De Caceres y Legendre, 2009; De Caceres y cols., 2010). En estos

articulos se define como una especie indicadora a aquella especie que se encuentra limitada a

un habitat en particular y debido a su nicho de preferencia, pueden ser usadas como un indicador
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ecologico de comunidades bacterianas, condiciones de habitat o cambios ambientales. La
determinacion de especies indicadoras se realiza estadisticamente de acuerdo a su presencia y
abundancia tanto en las muestras como en los grupos estudiados (De Caceres y Legendre, 2009;
De Céceres y cols., 2010). En relacion a este trabajo, una especie indicadora del grupo ECD
corresponde a aquella bacteria que, mediante una aproximacion estadistica, se encuentra
asociada significativamente al grupo ECD, respecto a los grupos Control y Virus. Por esta razén,
las especies indicadoras se encontraran con mayor frecuencia asociadas al grupo ECD y pueden
estar ausentes o en una proporcion significativamente menor en los otros 2 grupos de estudio,
de manera que su identificacion en muestras de deposicion podria eventualmente ser indicativa

de la dishiosis intestinal producto de una infeccion por cepas de ECD.

Para la identificacion de especies indicadoras se utilizé el paquete indicespecies del programa
estadistico RStudio, siguiendo un protocolo publicado previamente (De Caceres y Legendre,
2009). Este anélisis se llevd a cabo con la matriz con los datos de presencia/ausencia y
abundancia de cada uno de los OPUs y permiti0 la identificacion de aquellos grupos bacterianos
gue se encuentran mayormente asociados a las muestras del grupo ECD.

La seleccion de las especies indicadoras a utilizar en los siguientes objetivos se basé en 2
pardmetros: En primer lugar, se seleccionaron aquellos OPUs en los que se logr6 la
identificacion hasta nivel de especie, de manera que la bacteria seleccionada pueda ser adquirida
comercialmente y cultivada en el laboratorio. Luego, se evaluaron 2 parametros estadisticos, el
valor IndVal, que nos indican el nivel de asociacién de las especies indicadoras a un grupo
determinado y el valor p, que nos indica que corresponde a una asignacion estadisticamente
significativa (p< 0,05) en relacion a los otros 2 grupos de estudio (Control y Virus). De esta
manera, se seleccionaron aquellas bacterias cultivables que presentan el mayor valor IndVal y

menor valor p.
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Tabla 1. Partidores utilizados para la amplificacién del gen que codifica para la subunidad ribosomal 16S
(16S rRNA)

Paso 1: Amplificacion fragmento ~1400 pb
Partidor Secuencia 5’ - 3’
GM3 AGAGTTTGATCMTGGC (Nossa y cols., 2010; Weisburg y cols., 1991)
1492R GGTTACCTTGTTACGACTT (Weisburg y cols., 1991)
Paso 2: Amplificacién fragmento ~900 pb / 454® pirosecuenciacion
Partidor Secuencia 5’ - 3’
GM3-PS Adaptador B- AGAGTTTGATCMTGGC
907-PS R1 Adaptador A- CCGTCAATTCMTTTGAGTTT
907-PS R2 Adaptador A- CCGTCAATTCMTTTGAGTTT
907-PS R3 Adaptador A- CCGTCAATTCMTTTGAGTTT
907-PS R4 Adaptador A- CCGTCAATTCMTTTGAGTTT
907-PS R5 Adaptador A- CCGTCAATTCMTTTGAGTTT
907-PS R6 Adaptador A- CCGTCAATTCMTTTGAGTTT
907-PS R7 Adaptador A- CCGTCAATTCMTTTGAGTTT
907-PS R8 Adaptador A- CCGTCAATTCMTTTGAGTTT
907-PS R9 Adaptador A- CCGTCAATTCMTTTGAGTTT
907-PS R10 Adaptador A- CCGTCAATTCMTTTGAGTTT
907-PS R11 Adaptador A- CCGTCAATTCMTTTGAGTTT
907-PS R12 Adaptador A- CCGTCAATTCMTTTGAGTTT
907-PS R13 Adaptador A- CCGTCAATTCMTTTGAGTTT
907-PS R14 Adaptador A- CCGTCAATTCMTTTGAGTTT
907-PS R15 Adaptador A- CCGTCAATTCMTTTGAGTTT
907-PS R16 Adaptador A- CCGTCAATTCMTTTGAGTTT
907-PS R17 Adaptador A- CCGTCAATTCMTTTGAGTTT
907-PS R18 Adaptador A- CCGTCAATTCMTTTGAGTTT
907-PS R19 Adaptador A- CCGTCAATTCMTTTGAGTTT
907-PS R20 Adaptador A- CCGTCAATTCMTTTGAGTTT
907-PS R21 Adaptador A- CCGTCAATTCMTTTGAGTTT
907-PS R22 Adaptador A- CCGTCAATTCMTTTGAGTTT
907-PS R23 Adaptador A- CCGTCAATTCMTTTGAGTTT
Adaptador B: CCTATCCCCTGTGTGCCTTGGCAGTC
Adaptador A: CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC
Secuencia identificacion muestra
AGAGTTTGATCMTGGC / CCGTCAATTCMTTTGAGTTT: Partidores 16S rRNA
(Nossa y cols., 2010; Weisburg y cols., 1991)
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Figura 4. Esquema de analisis bioinformatico realizado en este estudio. Etapas realizadas para determinar la
composicion de la microbiota en los grupos de estudio de este trabajo a partir de las secuencias obtenidas de la
empresa Macrogen. Estas incluyen: el trimado de secuencias, eliminando aquellas de baja calidad, y la agrupacién
de las secuencias con 99% de identidad en Unidades Taxondmicas Operacionales (OTUs). Las secuencias
representativas de cada OTU se insertaron en el arbol filogenético NJ_30 y se realiz6 la identificacion manual de
OPUs. Esta informacion, se utilizé para analizar la composicidn de la microbiota e identificar especies indicadoras
asociadas al grupo ECD.
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Objetivo Especifico 2. Evaluar el efecto de bacterias indicadoras de la microbiota
intestinal asociadas a nifios con infecciones por E. coli diarreogénicas en la expresion de
factores de virulencia de cepas de EAEC y STEC

En este objetivo se estudio la participacion de las bacterias indicadoras del grupo ECD
seleccionadas en el objetivo anterior y del sobrenadante producido luego de ~18 h de crecimiento
de estas bacterias indicadoras, en la virulencia de 2 cepas de referencia de ECD, EAEC 042y STEC
86-24. Para ello, se evaluaron los efectos de la interaccion ECD-bacteria y ECD-sobrenadante
sobre el crecimiento, adherencia e induccion de secrecion de IL-8 sobre células intestinales en
cultivo de las cepas ECD. Finalmente, se evaluaron los cambios en la expresion génica de las cepas
de EAEC y STEC luego de la interaccion ECD-sobrenadante, mediante la secuenciacion de ARN
(RNA-seq). Este andlisis se centrd en los cambios de expresion de los principales factores de
virulencia de ambas cepas ECD, como el regulador de virulencia Ler, la fimbria Lpf y la toxina

shiga en STEC, y para EAEC el regulador de virulencia AggR, la fimbria AAF y la toxina Pet.

Cultivo celular

Se utilizo la linea celular intestinal T84 (American Type Culture Collection (ATCC®)
CCL-24), procedente de cancer de colon humano. Este modelo celular ha sido descrito como
modelo de estudio de la patogénesis por ECD (Nataro y cols., 1996). Las células se mantuvieron
en medio de cultivo DMEM/F-12 (HyClone), suplementado con 10 % de Suero Fetal Bovino
(SFB, Sigma), 2 mM L-Glutamina (Gibco) y 1% Penicilina/Estreptomicina (Sigma), a 37 °C en
5% COa.

Cepas bacterianas

Se utilizaron las cepas de referencia de ECD, STEC 86-24 y EAEC 042; y la cepa de
STEC 86-24 mutante en la fimbria Lpf (STEC AGT210 (Torres y cols., 2004)), las cuales
pertenecen al cepario del Laboratorio de Biologia Molecular del Hospital Dr. Luis Calvo
Mackenna. Las cepas se cultivaron en medio Luria-Bertani (LB), a 37 °C y en agitacion (180
rpm). Por otra parte, se utilizaron las bacterias E. albertii (DSM-17582) y C. werkmanii (DSM-
17579), adquiridas en la empresa DSMZ y cultivadas de acuerdo con el protocolo indicado por
el fabricante. Para recuperar el sobrenadante del cultivo, las bacterias de la microbiota, E.

albertii y C. werkmanii, se crecieron durante toda la noche en medio minimo M9 suplementado
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con 0,4 % de glucosa y 1 mM de sulfato de magnesio. Al dia siguiente, los cultivos se
centrifugaron a 5.000 rpm x 10 min, y el sobrenadante se filtré utilizando un filtro de 0,2 pum.
Estos sobrenadantes se utilizaron para evaluar la interaccion ECD - sobrenadante. Al mismo
tiempo, el pellet de E. albertii y C. werkmanii se resuspendid en el mismo volumen de medio
MO fresco y esta bacteria se utilizd para evaluar la interaccién ECD - Bacteria. Ambas cepas de
ECD presentan resistencia al antibidtico estreptomicina, mientras que E. albertii y C. werkmanii
son sensibles a este antibidtico, lo que permitid la diferenciacion y estudio de las cepas ECD en

la interaccion con la bacterias indicadoras de la microbiota.

Curvas de crecimiento

Para evaluar el crecimiento de las cepas de ECD en presencia del sobrenadante de E.
albertii se realizé un cultivo de STEC y EAEC en medio LB durante toda la noche. Al dia
siguiente, se realizé una dilucion 1:50 de estos cultivos en medio DMEM-HG en presencia de
diferentes concentraciones de sobrenadante de E. albertii (0,25X, 0,5X y 1X). Estos cultivos se
incubaron a 37 °C en agitacion por 6 h y se midio la densidad 6ptica a 600 nm (DOsoonm) cada
30 min utilizando el equipo Synergy-HT. De manera similar, para evaluar el crecimiento de las
cepas ECD en presencia de la bacteria E. albertii, se realiz6 una dilucion 1:50 del cultivo de
toda la noche en medio DMEM-HG en presencia de E. albertii en distintas proporciones
respecto a la cepa ECD (1:10; 1:1 y 10:1). Estos cultivos se incubaron a 37°C en agitacién (180
rpm) por 6 h'y se recolecté muestra cada 1 h, para la realizacion de diluciones seriadas que se
sembraron en placas de agar LB suplementadas con estreptomicina 100 pug/ml, donde se observa
solo el crecimiento de las cepas de ECD. Luego de incubarlas toda la noche a 37 °C, se realiz6
el conteo de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) para cada condicion. En cada
experimento, se verific que E. albertii no presenta crecimiento en el medio LB suplementado

con estreptomicina.

Ensayos de infeccién

Para evaluar la adherencia de las cepas ECD e induccién de secrecion de IL-8 sobre
células en cultivo, se utilizaron células T84 crecidas en placas de 24 pocillos con un 100% de
confluencia (aproximadamente 6 x 10° células por pocillo). Estas células se lavaron tres veces
con PBS (Sigma) y luego se agregaron 500 pl/pocillo de medio DMEM/F-12 sin suplementos

y se incubd por 30 min a 37 °C. Luego se infectd con la cepa de STEC o EAEC utilizando una
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multiplicidad de infeccién (MOI) igual a 10 bacterias/célula y se incubd la placa a 37 °C por 3
h. Para evaluar el comportamiento de la cepa ECD en presencia del sobrenadante de E. albertii
al mismo tiempo de la infeccion, se agreg6 sobrenadante de E. albertii en concentracién 1X o
medio M9 como control, mientras que para evaluar la interaccion ECD-bacteria indicadora, se
co-infecto la cepa de ECD con la cepa E. albertii en una proporcion 1:1. Posterior a la infeccion,
se evaluo la adherencia de las cepas ECD y la induccion de la secrecién de IL-8. Para los ensayos
de adherencia, las células infectadas se lavaron tres veces con PBS 1X y se agregaron 500
pl/pocillo de Triton X-100 al 0,5 % v/v. Después de homogenizar cada pocillo se realizaron
diluciones seriadas que se sembraron en triplicado en placas con agar LB suplementado con
estreptomicina 100 pg/ml. Las placas se incubaron toda la noche a 37 °C, para luego determinar
el nimero de UFC asociadas a cada pocillo. En los experimentos de co-infeccion se verifico que
E. albertii no presenta crecimiento en medio LB suplementado con estreptomicina. Para evaluar
los niveles de secrecion de IL-8 inducido por las cepas de ECD sobre las células epiteliales, una
vez terminada la infeccion, las células se lavaron 3 veces con PBS 1X y se agregaron 500
ul/pocillo de medio DMEM-F12 suplementado con 50 pg/ml de gentamicina (Gibco). Se
recupero el sobrenadante luego de 3 h post-infeccion, contadas desde el momento que se agregd
el medio suplementado con gentamicina. Se cuantificd el nivel de IL-8 presente en estos
sobrenadantes mediante un ensayo de ELISA, siguiendo un protocolo reportado previamente

(Harrington y cols., 2005). En cada ensayo se incluy6 una curva estandar de 1L-8, que consiste

en diluciones seriadas 1:2 de una solucién estandar de IL-8 recombinante (Sigma). Esta curva

presenta un rango lineal para la cuantificacion de IL-8 entre los 30 y 2.000 pg/ml.

Analisis de expresion géenica mediante secuenciacion de ARN mensajero

Para evaluar los cambios en la expresion génica de las cepas ECD en presencia del
sobrenadante de E. albertii, se realiz6 un cultivo de STEC o EAEC en medio LB durante toda la
noche. Al dia siguiente, se realiz6 una dilucion 1:50 de estos cultivos en medio DMEM-HG y
se crecieron por aproximadamente 3 h a 37 °C en agitacion (180 r.p.m.), hasta alcanzar una
DOsoonm = 0.3. Luego, se centrifugaron los cultivos a 5.000 rpm por 10 min y se eliminé el
sobrenadante. El pellet se resuspendi6 en el sobrenadante de E. albertii o en medio M9 como
control y se incubd por 3 h a 37 °C en agitacion (180 rpm). Se centrifugaron los cultivos a 5000
rpm por 10 min y el pellet se resuspendio en Trizol (Invitrogen) y se guardd a -80 °C.
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Posteriormente, se realizo la extraccion de ARN utilizando un protocolo descrito previamente
(Yanezy cols., 2016) y las muestras se trataron con Dnasa | (Qiagen) para eliminar el contenido
de ADN. Se confirmé la ausencia de ADN en las muestras mediante PCR y se evalud la
integridad del ARN en un gel de agarosa al 2% p/v. Las muestras se enviaron a la empresa
Macrogen Inc, en Corea, para la secuenciacion del ARN utilizando la plataforma Illumina y
para el posterior analisis de las secuencias obtenidas. Este analisis incluye el perfil de expresion,
para lo cual se utilizo el paquete HTseq Python y se compararon los valores obtenidos en las
muestras incubadas con el sobrenadante de E. albertii con respecto al crecimiento de la bacteria
en presencia de medio M9 (control). Se considerd un cambio significativo en la expresion en
aquellos genes que presentaron un valor absoluto de veces de cambio mayor o igual a 2.

Para confirmar los resultados obtenidos por RNA-seq, se llevaron a cabo ensayos de PCR en
tiempo real para los principales factores de virulencia de EAEC y STEC. Para esto, a las mismas
muestras de ARN se les realiz6 la retrotranscripcion de ARN mensajero (MRNA) a ADN
complementario (cDNA) con el kit Transcriptor First Strand cDNA Synthesis kit, siguiendo las
instrucciones del fabricante y luego se realizo la amplificacion de los genes ler, IpfAy stx2 para
STEC y aggR, aafA y pet para EAEC utilizando los partidores sefialados en la Tabla 2. Los
niveles de expresion de los genes en estudio se normalizaron respecto a la expresion de los genes
que codifican para la subunidad ribosomal 16S y para la RNA Polimerasa (rpoA), utilizando el
promedio del Cq obtenido para ambos genes de referencia. Finalmente, para obtener los niveles
de expresion relativa, se compar6 el Cq de las muestras incubadas con el sobrenadante de E.

albertii con respecto al observado en la condicion control.

Anélisis Estadistico

Los resultados obtenidos se graficaron como el promedio méas desviacién estandar para
un experimento representativo realizado en triplicado. Para evaluar la significancia estadistica,
se realizé andlisis de varianza (ANOVA), seguido por un test de maltiples comparaciones de
Bonferroni en el programa Graphpad Prism version 6.0. Se consider6 una diferencia

estadisticamente significativa cuando p < 0.05.
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Tabla 2. Partidores utilizados para la confirmacién de resultados obtenidos mediante RNA-seq

Gen
ler
STEC IpfA
stx2
aggR
aafA
EAEC
pet
rpoA
Genes de
f .
referencia 165

Secuencia
F:5-CGACCAGGTCTGCCCTTCT-3
R:5°- GCG CGG AAC TCA TCG AAA -3°
(Walters y Sperandio, 2006)
F:5- GGC ACG GTT AAATTT ACA GGC -3
R:5- TGA CCC AACACAACTTCCTG-3
F:5-GCT GGAATC TGC AACCGTTACT -3
R: 5°-CAC GAA TCA GGT TAT GCC TCA GT -3°
F:5°- CAG AAT CGT CAG CAT CAG CTAA -3
R: 5°- AAG GAT GCC CTG ATG ATAATATACG -3’
F:5-ATT CAC TCT GGC CTC TCC TAG GT -3
R: 5°-ACT TCA TAT AGG CCT GGT CGT A -3’
(Hinthong y cols., 2015)
F:5-GTG GTG CCT ATG CCG TAA CC-3°
R:5-CAG CCCCTC TTG TTT CCA CG-3°
(Betancourt-Sanchez y Navarro-Garcia, 2009)
F:5-GCG CTCATCTTCTTC CGA AT -3
R:5°- CGC GGT CGT GGT TAT GTG -3°
(Walters y Sperandio, 2006)
F:5- AAT AAATCA TAA ACT CCT ACG GGA GGC AGC AGT -3°
R:5- AAT AAATCA TAA CCT AGC TAT TACCGC GGC TGC T-3°
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Objetivo Especifico 3. Establecer el efecto de bacterias indicadoras de la microbiota
intestinal asociada a nifios con infecciones por E. coli diarreogénicas en la respuesta
inflamatoria causada por las cepas de EAEC y STEC en modelos celulares intestinales.

Para evaluar el efecto de las bacterias de la microbiota en la respuesta inflamatoria inducida
por EAEC y STEC, se utilizaron 2 nuevos modelos de estudio. El primero de ellos consiste en un
modelo 3D organotipico de la mucosa intestinal humana, que imita la diversidad fenotipica del
intestino de manera que recrea la arquitectura celular y reproduce la funcion del microambiente
intestinal. Por otra parte, se utiliz6 un modelo de virulencia in vivo, la larva Galleria mellonella,
que permite relacionar la virulencia de bacterias patogenas con el nivel de supervivencia de las

larvas, como consecuencia de la respuesta inmunoldgica de la larva hacia el patgeno.

Construccion del modelo 3D

Este modelo incluye los siguientes grupos celulares: Linea celular epitelial intestinal
(células HCT-8, ATCC CCL-244); células endoteliales (Células HUVEC, ATCC CRL-1730);
fibroblastos (Células CCD-18Co, ATCC CRL-1459) y linfocitos/monocitos aislados desde sangre
humana. Las células epiteliales, endoteliales y fibroblastos se cultivaron en medio RPMI, EBM-2
y DMEM HG respectivamente, suplementado con 10 % Suero Fetal Bovino (Sigma), 2 mM L-
Glutamina (Gibco), 1% Penicilina /Estreptomicina (Sigma), 10 mM HEPES (Gibco), 1 mM
Piruvato de Sodio (Gibco), 100 uM Aminoécidos no esenciales (NEAA) (Gibco) y Gentamicina
50 pg/ml (Gibco). Una vez alcanzado el 100 % de confluencia, estas células se utilizaron para la
construccién del modelo 3D. Para aprender y construir este modelo se realiz6 una pasantia en el
laboratorio de la Dra. Rosangela Mezghanni, quien desarroll6 este modelo en el afio 2011 (Salerno-
Goncalvesy cols., 2011; Salerno-Goncalves y cols., 2016b), en el Center for Vaccine Development
School of Medicine, en la ciudad de Baltimore, Maryland, Estados Unidos. Para la construccién de
este modelo, se tripsinizaron las células endoteliales y los fibroblastos, y se colocaron en una matriz
de colageno tipo | (Invitrogen), enriquecida con las proteinas de la membrana basal laminina
(Sigma), fibronectina (Sigma), colageno tipo IV (Sigma) y heparan sulfato (Sigma) y se incubaron
por 2 h hasta obtener un gel. Esta mezcla que contiene proteinas de matriz, células endoteliales y
fibroblastos se cortd en cuadrados de 5 mm? aproximadamente (denominados constructos), los
cuales se agregaron a unas vasijas rotatorias (Rotating wall vessels, Synthecon) junto con las

células epiteliales. Estos constructos se cultivaron por 18 dias en condiciones de microgravedad,
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condicién generada producto de la rotacién de las vasijas en un biorreactor a una velocidad

aproximada de 14 rotaciones por minuto. En los dias 7 y 13 de cultivo, se agregaron

linfocitos/monocitos previamente aislados desde voluntarios sanos. Se utilizé el modelo para los
experimentos de esta tesis luego de 18 dias de cultivo. En la Figura 5 se muestra un esquema de la

construccion de este modelo.

Paso 1. Crecer células hasta 100 %
confluencia en botellas de cultivo

Endothelial cells Fibroblasts

Epithelial cells

Paso 3. Mezcla de proteinas de matriz
con células endoteliales y fibroblastos.
Formacion de gel

EE— Paso 5. Poner constructos y

T células epltelllales en vessels
¥
Paso 4. Corte de gel en

cuadrados de 5mm? aprox

Paso 2. Preparacion mix
proteinas de matriz extracelular

Laminina

Fibronectina
Heparan sulfato
Colégeno IV
Colageno |

cultivar células por 18 dias

Epithelial cells /1
lPaso 6. Colocar vessels en bioreactor y

2 O CE

Paso 7. Al dia 6 y dia 13
de cultivo a%regar PBMC

\
a cada vesse Rotating-Wall Vessel "§,

(RWV) system

Esquema Modelo dia 18

Figura 5. Esquema construccion modelo 3D organotipico de la mucosa intestinal humana. Pasos realizados para
la construccion del modelo 3D incluyen el crecimiento de las células endoteliales, fibroblastos y células epiteliales hasta
que alcancen un 100% de confluencia, la preparacién de una solucién que contiene una mezcla de proteinas de matriz
extracelular, enriquecida en colageno | y la mezcla con las células endoteliales y fibroblastos previamente tripsinizados
que se incubaron hasta la formacion de un gel. Se realiz6 un corte del gel en cubos de ~5 mm?, denominados constructos.
Los constructos y células epiteliales se agregaron a vasijas rotatorias (vessels), las cuales se colocaron en un biorreactor
y se cultivaron por 18 dias a 37 °C. A los dias 7 y 13 de cultivo se agregaron PBMC, previamente aislados de sangre
humana.
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Infeccion del modelo 3D

A los 18 dias de cultivo, los constructos del modelo 3D se lavaron con medio RPMI y se
infectaron con las cepas de ECD utilizando un MOI de 100. De acuerdo a estudios previos
realizados con este modelo, se determind mediante ensayos de citometria de flujo que los
constructos presentes en cada vessel contienen en total 20 x 10° de células HCT-8
aproximadamente (Salerno-Goncalves y cols., 2016b), de manera que se infectd cada condicién
con 20 x 108 bacterias aproximadamente. Para evaluar la interaccion ECD - sobrenadante, se agregd
al momento de la infeccion con la cepa ECD, el sobrenadante de E. albertii o0 medio M9 como
control y se incubaron las células por 3h a 37 °C y 5% CO.. Luego del tiempo de infeccion, las
células se lavaron 3 veces con medio RPMI y se incubaron con medio RPMI suplementado con
gentamicina 1:1000 por 18 h a 37 °C y 5% de COx. Se recolectaron muestras de sobrenadante al
término de las 3 h de infeccion y luego de 3y 18 h post-infeccion, referido al tiempo transcurrido
después de agregar el medio suplementado con gentamicina. Se cuantificaron los niveles de 38
citoquinas, quimioquinas y factores de crecimiento en las muestras de sobrenadante a los 3 tiempos
de estudio, en un equipo Luminex 200, utilizando el kit HCYTOMAG-60K multiplex assay

(Merck) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Infeccion del modelo in vivo larva Galleria mellonella

Los ensayos de virulencia se realizaron siguiendo los protocolos previamente descritos para
el estudio de la virulencia de STEC y EAEC (De la Cruz y cols., 2016; Jonsson y cols., 2017). Se
cultivaron las cepas de STEC, EAEC, E. albertii, E. coli HB101 en medio LB toda la noche. Al
dia siguiente se centrifugaron a 5.000 rpm x 10 min y el pellet bacteriano se resuspendié en PBS
de manera de tener 10* UFC en 10 pl. Para verificar el nimero de colonias presentes en la
suspension, se realizaron diluciones seriadas y se inocularon en placas de LB agar.
Grupos de 10 larvas se infectaron con 10 pl de la suspension bacteriana que contenia 10* UFC de
las siguientes condiciones: (1) E. coli HB101, (2) E. albertii, (3) STEC & E. coli HB101, (4) STEC
& E. albertii, (5) EAEC & E. coli HB101, (6) EAEC & E. albertii. La infeccion se realizd por
inyeccion en la hemolinfa de la larva a través de la Gltima pro-pata derecha. Como control de la
infeccion o vehiculo, un grupo de larvas se inyectd con 10 pl de PBS estéril. Las larvas inoculadas
se colocaron en placas Petri y se incubaron a 37 °C por 5 dias. Para evaluar la virulencia de cada

condicion, se determind cada 24 h el porcentaje de supervivencia de las larvas, identificando una
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larva como viva si es que ésta responde al tacto (De la Cruz y cols., 2016; Jonsson y cols., 2017;

Morgan y cols., 2014).

Anélisis de metabolémica

Las muestras de sobrenadante de E. albertii se enviaron a la empresa MS-Omics para la
identificacion y cuantificacion de cidos grasos de cadena corta (SCFA) mediante cromatografia
de gases acoplado a espectrometria de masas (GC-MS), utilizando un protocolo especializado
para SCFA que incluye una columna de alta polaridad. Los datos obtenidos en la GC-MS se
procesaron y analizaron en la misma empresa utilizando un software desarrollado por MS-

Omics y colaboradores.
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RESULTADOS

Objetivo Especifico 1. Identificar especies indicadoras de la microbiota intestinal asociada
a nifos con infecciones por E. coli diarreogénicas

Muestras en estudio y analisis bioinformatico

En este trabajo se utilizaron 93 muestras de deposicion: 32 muestras provenientes de
nifios con diarrea positiva para algun patotipo de ECD (grupo ECD), 31 muestras de nifios con
diarrea positiva para patogenos virales (grupo Virus) y 30 muestras de nifios sanos, negativas
para patdgenos entericos (grupo Control). Informacion relacionada a las muestras utilizadas en
este trabajo como los principales datos obtenidos luego del procesamiento bioinformatico se
encuentran descritos en la Tabla 3. A modo general, de la secuenciacion se obtuvo un promedio
de 12.500 secuencias por muestra, el cual se redujo a 6.900 secuencias luego del proceso de
trimado (55% de las secuencias). Este nimero de secuencias permitié obtener un promedio de
220 OTUs por muestra, que corresponden a 85 OPUs en promedio para cada una de las muestras

de este estudio.

Con la informacion obtenida del procesamiento bioinformatico, se procedio a analizar la
riqueza de especies para cada una de las muestras mediante curvas de rarefaccion. En este
analisis, se observo que al utilizar OPUs como unidad operacional (Figura 6B), las curvas
obtenidas para la mayoria de las muestras alcanzan un punto de saturacién méas temprano que
aquellas obtenidas al utilizar la identificacion de OTUs (Figura 6A). Estos resultados sugieren
que el uso de OTUs como unidad operacional podria estar sobreestimando el nimero de especies
presente en cada una de las muestras, y apoyan el uso de OPUs respecto al uso de OTUs. Por
esta razén, los andlisis de microbiota realizados en este trabajo se llevaron a cabo mediante la
identificacion de OPUs.
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Tabla 3. Caracteristicas de las muestras utilizadas en este estudio e informacion obtenida luego de
procesamiento bioinformatico.

Caracteristicas

Grupo ECD Grupo Virus Grupo control
Ndmero de muestras 32 31 30
Bredana 16D 19 [15-37,5] 29 [20-39] 42 [18-50]

EAEC (7) Adenovirus (2)

EAEC - EPEC (3) Adenovirus, Norovirus (1)

EIEC (1) Astrovirus (2)
Patégenos detectados EPEC (14) Astrovirus, Norovirus (1)
(nimero de muestras) ETEC (4) Norovirus (8)

STEC (3) Norovirus, Sapovirus (2)

Rotavirus (9)
Sapovirus (6)

Numero de secuencias

Promedio « DE) 12.014 + 4.978 12.101 + 7.850 13.255 + 4,637
Secue?;:i;‘:gisopiégé;imado 6.386 + 3.628 6.435 + 3.816 7.745+3.116
(Prom%gigsi DE) 174 + 147 266 +198 238 +159
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Figura 6. Curvas de rarefaccion para OTUs y OPUs. Analisis del nimero de (A) OTUsy (B) OPUs identificados
respecto al nimero de secuencias analizadas. Cada curva presentada en el grafico representa una muestra
independiente, y posee un color determinado dependiendo si pertenece al grupo Control (azul), ECD (rojo) o Virus
(verde).
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Comunidades microbianas identificadas taxonémicamente para cada grupo de estudio

En este trabajo, se identificaron en total 852 OPUs y se logré la identificacion
taxondmica hasta nivel de especie en 340 OPUs, junto con 58 OPUs que se identificaron con
mas de una especie asociada. De los OPUs restantes, 300 se asociaron a un género caracterizado,
mientras que s6lo en 154 OPUs no se logro la identificacion taxondmica hasta el nivel de género.
Con la informacion obtenida a partir de la identificacion taxondmica de cada uno de los OPUs
junto con los datos de presencia relativa y abundancia de cada OPU en las diferentes muestras,
se realizd la comparacion de las comunidades microbianas de los tres grupos de estudio a
diferentes niveles taxondmicos (Figura 7). A nivel de phylum (Figura 7A), se observé una menor
proporcién de Firmicutes en el grupo ECD, comparado con el grupo Virus (36% vs 51%, p <
0,001) y el grupo Control (36% vs 86%, p < 0,001). Adicionalmente, se observé que el grupo
ECD tiene una mayor proporcion de Proteobacterias comparado a los grupos Control (40% vs
3%, p <0,001) y Virus (40% vs 26%, p < 0,001); y una mayor proporcion de Bacteroidetes en
relacion con el grupo Control (23% vs 6%, p < 0,001). Por otra parte, se observé que las familias
predominantes en el grupo ECD son Enterobacteriaceae (36%), Bacteroidaceae y
Ruminococcaceae, siendo las Enterobacterias mas abundantes en el grupo ECD comparado a
los grupos Control (36% vs 1%, p < 0,001) y Virus (36% vs 25%, p = 0,0067) (Figura 7B). A
nivel de género (Figura 7C), se encontrd que las muestras del grupo ECD, en comparacion al
grupo Control, tienen mayor abundancia de Pseudocitrobacter (19.3% vs 1%, p < 0.001),
Bacteroides (17% vs 4.7%, p = 0,008) y Escherichia-Shigella (12% vs 0,1%, p = 0,001),
mientras que comparado con el grupo Virus, tiene mayor abundancia de Escherichia-Shigella
(12% vs 0,6%, p = 0,0016).
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Figura 7. Comunidad microbiana en diferentes niveles taxonémicos. Representacién de la abundancia relativa
de diferentes unidades taxondmicas, para los 3 grupos de este estudio, a nivel de (A) Phylum, (B) Familia 'y (C)
Género. Para cada grafico se representaron las 8 unidades taxonémicas mas abundantes, mientras que aquellas
menos abundantes se agruparon como Otros. Las secuencias en las que no se logré la identificacion taxondmica a
nivel de familia o género respectivamente, se clasificaron en el grupo No asignados.
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Evaluacion de las comunidades microbianas a través de analisis de redundancia

Para evaluar como se distribuyen en un plano las muestras de este estudio en funcién de
la composicion de la microbiota y del grupo al que pertenecen, se realizd un analisis de
redundancia (RDA). A partir de este analisis, se observo que las 93 muestras de este trabajo se
organizan de acuerdo al grupo de estudio del cual provienen (Control, Virus o ECD), y se
encontrd que existe una diferencia significativa entre estas comunidades (ANOVA p<0,001)
(Figura 8). De manera adicional, se realizé un andlisis de RDA utilizando solo las muestras del
grupo ECD, encontrando que éstas se agrupan de acuerdo al patotipo de ECD presente, sin

embargo, no se encontraron diferencias significativas entre estas comunidades (ANOVA

p=0,436) (Figura 9).

Control

RDA2 (17.55%)

RDA1 (82.45%)

Figura 8. Analisis de Redundancia (RDA). Anélisis de correlacion entre las diferentes muestras de este estudio
que permiten observar la distribucion de las comunidades microbianas y su organizacién de acuerdo al grupo al
que pertenecen. El anélisis estadistico de la agrupacion de las muestras se determiné mediante ANOVA utilizando

el programa estadistico R Studio.
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RDA2 (34.24%)

EAEC

-2

RDA1 (40.14%)

Figura 9. Analisis de Redundancia (RDA) muestras grupo ECD. Analisis de correlacion entre las muestras
pertenecientes al grupo ECD que permiten observar la distribucion de las comunidades microbianas y su
organizacion de acuerdo patotipo presente en la muestra. El andlisis estadistico de la agrupacion de las muestras se
determin6 mediante ANOVA utilizando el programa estadistico R Studio.

Identificacion de especies indicadoras

Con el objetivo de identificar las especies bacterianas principalmente asociadas al grupo
ECD se realiz6 un analisis estadistico de especies indicadoras siguiendo un protocolo publicado
previamente (De Caceres y Legendre, 2009). Con este procedimiento se identificaron 8 OPUs
indicadores del grupo ECD, los cuales han sido asociados a las siguientes bacterias mas
cercanas: bacteria no cultivable del género Escherichia, bacteria no cultivable del género
Escherichia-Shigella, Escherichia albertii (E. albertii), Citrobacter werkmanii (C. werkmanii),
bacteria no cultivable del género Klebsiella, Enterobacter sp., Haemophilus sputorum vy
Yersinia enterocolitica. Todas las bacterias indicadoras pertenecen al phylum Proteobacteria y
7 de ellas comparten taxonomia hasta el nivel de familia (Proteobacteria, Gammaproteobacteria,
Enterobacteriales, Enterobacteriaceae). En la Figura 10, se presenta un heatmap de las especies
indicadoras, observando que estas bacterias estan presentes mayormente en las muestras del
grupo ECD. De estas especies indicadoras, se decidid continuar trabajando en los siguientes
objetivos con 2 de ellas, E. albertii y C. werkmanii. La seleccion de estas bacterias se debe a
que son las 2 especies cultivables con mayor valor estadistico IndVal y menor valor p (Figura
10). De esta forma, los siguientes experimentos se enfocaron en evaluar el efecto de E. albertii
y C. werkmanii indicadoras en la virulencia de las cepas de ECD, en cuanto a expresion de

factores de virulencia e induccion de una respuesta inflamatoria.
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Figura 10. Heatmap de especies indicadoras del grupo ECD. Lista de OPUs indicadores del grupo ECD, indicando su taxonomia, especie de referencia asociada
aese OPU y el nimero de referencia para esta especie. Adicionalmente se presentan los valores estadisticos IndVal y p-value obtenidos luego del anélisis de especies
indicadoras. La abundancia relativa de las especies indicadoras, en relacion al nimero total de secuencias de la muestra, se indican en nimero en la figura ademas
de estar coloreados de acuerdo al porcentaje de abundancia. Las diferentes muestras de este estudio se encuentran organizadas dependiendo si pertenecen al grupo

Control (azul), ECD (rojo) y Virus (haranjo).
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Objetivo Especifico 2. Evaluar el efecto de bacterias indicadoras de la microbiota
intestinal asociadas a nifios con infecciones por E. coli diarreogénicas en la expresion de
factores de virulencia de cepas de EAEC y STEC.

Adherencia e induccion de secrecién de IL-8 por bacterias utilizadas en este estudio
Como primer paso para el estudio del efecto que presentan las bacterias de la microbiota
en la virulencia de las cepas ECD, se evaluo la adherencia a células epiteliales intestinales y la
induccion de secrecion de IL-8 a las 3 h post-infeccion de las 2 cepas de referencia de ECD,
STEC y EAEC, y de las bacterias de la microbiota E. albertii y C. werkmanii (Figura 11). A
partir de este estudio preliminar, se obtuvo que E. albertii como C. werkmanii tienen la
capacidad de adherirse a células intestinales de manera similar a lo observado por las cepas
ECD. Ademas, se observo que tanto la cepa E. albertii, como el sobrenadante de esta misma
bacteria, no inducen la secrecion de IL-8 de parte de las células epiteliales intestinales,
mostrando niveles de IL-8 similares a los observados en células sin infectar. En cambio, para C.
werkmanii se observd que la incubacion de células intestinales con la bacteria o con el
sobrenadante de C. werkmanii inducen la secrecion de altos niveles de IL-8, similares a los
observados por la cepa de STEC. A partir de estos resultados, se seleccioné la cepa de E. albertii
para los ensayos posteriores ya que no induce la secrecion de 1L-8, de manera de observar el
efecto producido sobre la virulencia de las cepas ECD e interpretar adecuadamente los

resultados.
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Figura 11. Adhesion e induccion de secrecion de IL-8 por bacterias utilizadas en este estudio. (A) Se
infectaron células T84 con las bacterias STEC, EAEC, E. albertii y C. werkmanii. Luego de 3 h de infeccién, se
determind el nimero de bacterias adheridas mediante el conteo de unidades formadoras de colonias (UFC) en
placas de LB. (B) Se incubaron células T84 con las bacterias STEC, EAEC, E. albertii y C. werkmanii, como
también con los sobrenadantes del crecimiento de E. albertii y C. werkmanii. Se utiliz6 como control células sin
infectar (DMEM) y células incubadas con M9, medio utilizado para la preparacion de los sobrenadantes. Se evalud
el nivel de IL-8 secretado por células T84 mediante un test de ELISA para IL-8. Los datos graficados corresponden
al promedio més desviacion estandar para un experimento realizado en triplicado. * p < 0.05 en comparacion a la
condicidn control correspondiente.

Efecto de E. albertii en el crecimiento de STEC y EAEC

Para determinar la participacion de E. albertii en el crecimiento de las cepas de referencia
de STEC y EAEC, se realizaron ensayos de co-cultivo entre la cepa ECD y E. albertii en
distintas proporciones, como también una co-incubacion entre la cepa ECD vy diluciones del
sobrenadante de E. albertii. En estos experimentos, se observé que el co-cultivo de las cepas
ECD con E. albertii no afecta el crecimiento de STEC y EAEC en las proporciones 10:1y 1:1,
sin embargo, al co-cultivarlas en proporcién 1:10 se observé una leve disminucion en la tasa de
crecimiento de las 2 cepas ECD (Figuras 12A y 13A). Adicionalmente, se observo que la
incubacion de STEC y EAEC con el sobrenadante E. albertii no afecta el crecimiento de las

cepas ECD en las distintas condiciones estudiadas (Figuras 12B y 13B).
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Figura 12. Curva de crecimiento de STEC en presencia de E. albertii. (A) Crecimiento de STEC en co-cultivo
con E. albertii (Ea) en las proporciones 10:1, 1:1 y 1:10 en relacion al inéculo inicial de STEC. Se monitoreo el
crecimiento de STEC cada 1 h realizando el conteo de unidades formadoras de colonias (UFC) de STEC en placas
de LB con estreptomicina 100 pg/ml. (B) Crecimiento de STEC en presencia del sobrenadante de E. albertii (SN
Ea) en las diluciones 1X, 0,5X y 0,25X, monitoreado mediante la lectura de densidad 6ptica a 600 nm (DOsoonm)
cada 30 min. Los datos graficados corresponden al promedio + desviacion estandar de un experimento
representativo realizado en duplicado.
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Figura 13. Curva de crecimiento de EAEC en presencia de E. albertii. (A) Crecimiento de EAEC en co-cultivo
con E. albertii (Ea) en las proporciones 10:1, 1:1y 1:10 en relacién con el in6culo inicial de EAEC. Se monitored
el crecimiento de EAEC realizando cada 1 h el conteo de unidades formadoras de colonias (UFC) de EAEC en
placas de LB con estreptomicina 100 ug/ml. (B) Crecimiento de EAEC en presencia del sobrenadante de E. albertii
(SN Ea) en las diluciones 1X, 0,5X y 0,25X, monitoreado mediante la lectura de densidad dptica a 600 nm
(DOsoonm) cada 30 min. Los datos graficados corresponden al promedio + desviacién estdndar de un experimento
representativo realizado en duplicado.
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Efecto de E. albertii en la adhesion e induccion de secrecion de 1L-8 de STEC y EAEC

Se evaluo la participacion de E. albertii en la adherencia a células intestinales en cultivo
y en la secrecion de la citoquina IL-8 inducida por las cepas STEC y EAEC sobre células
intestinales, luego de 3 h post-infeccion. Al estudiar la interaccion ECD-bacteria, no se
observaron cambios en la adhesion a células intestinales de STEC y EAEC en presencia de E.
albertii (Figura 14A). Al evaluar la induccion de secrecion de IL-8, se observé un aumento
significativo en los niveles de IL-8 para EAEC en presencia de E. albertii, en comparacion con
la infeccidn sélo con EAEC, mientras que no se observaron cambios en la infeccion por STEC
(Figura 14B). En los experimentos realizados para evaluar la interaccién ECD-sobrenadante, se
encontro que el sobrenadante de E. albertii no produce cambios en la adhesion de ambas cepas
de ECD a células intestinales en cultivo (Figura 15A), sin embargo, se observé en STEC y
EAEC un aumento significativo en los niveles de IL-8 secretados en presencia del sobrenadante
de E. albertii (Figura 15B). Considerando que el sobrenadante de E. albertii no induce la
secreciéon de IL-8 por si solo, estos resultados sugieren que componentes presentes en este
sobrenadante podrian promover que las cepas de ECD induzcan una mayor secrecion de IL-8

en células intestinales.
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Figura 14. Adhesion de STEC y EAEC a células en cultivo y secrecion de IL-8 por células T84 inducida por
ambos patotipos en presencia de E. albertii. Se co-infectaron células T84 con las cepas de referencia de STEC o
EAEC y la bacteria E. albertii (Ea) en proporcion 1:1 en relacion con la cepa ECD. Luego de 3 h de infeccion, se
determin6 el nimero de bacterias ECD adheridas mediante el conteo de unidades formadoras de colonias (UFC)
en placas de LB agar suplementado con estreptomicina 100 pg/ml (A) y se evalud el nivel de IL-8 secretado por
células T84 luego de 3h post-infeccion mediante un test de ELISA para IL-8 (B). Como control de inflamacién, se
utilizé células sin infectar (DMEM) y células infectadas con E. albertii. Los datos graficados corresponden al
promedio mas desviacién estandar para un experimento representativo realizado en triplicado. * diferencias
significativas (p< 0.05), entre las condiciones sefialadas en el grafico, analizado por ANOVA vy test de multiples
comparaciones.
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Figura 15. Adhesion de STEC y EAEC a células en cultivo y secrecion de IL-8 por células T84 inducida por
ambos patotipos en presencia de sobrenadante de E. albertii. Se infectaron células T84 con las cepas de
referencia de STEC o EAEC en presencia del sobrenadante de E. albertii (SN Ea) en concentracion 1X. Luego de
3 h de infecciodn, se determind el nimero de bacterias ECD adheridas mediante el conteo de unidades formadoras
de colonias (UFC) en placas de LB agar (A) y se evalud el nivel de IL-8 secretado por células T84 a las 3h post-
infeccion, mediante un test de ELISA para IL-8 (B). Se utilizd como control de inflamacion, células sin infectar
(DMEM) y células infectadas con el sobrenadante de E. albertii. Los datos graficados corresponden al promedio
mas desviacion estandar para un experimento representativo realizado en triplicado. * diferencias significativas (p<
0.05), entre las condiciones sefialadas en el grafico, analizado por ANOVA y test de multiples comparaciones.

51



Efecto del sobrenadante de E. albertii en la expresion factores de virulencia

Para evaluar si el sobrenadante de E. albertii produce cambios en la expresion de factores
de virulencia de las cepas de ECD, se incubaron las cepas de referencia de STEC y EAEC con
el sobrenadante de E. albertii y se realizd la extraccion de ARN de estas muestras, las cuales se
analizaron mediante RNA-seq. Los niveles de expresion relativa se compararon con los
obtenidos para la situacion control que corresponde a la incubacion de STEC y EAEC con medio
minimo M9, el mismo utilizado para la preparacion del sobrenadante de E. albertii. A partir de
este analisis, se obtuvo que la incubacion de STEC y EAEC con el sobrenadante de E. albertii
produce un cambio en la expresion en el 30 % y 18 % de los genes, respectivamente (Figura
16). Posteriormente, se evaluaron los cambios en la expresion génica considerando su
participacion en determinadas categorias de virulencia como adherencia, sistemas de secrecion,
toxinas y motilidad. A partir de estos resultados se puede destacar que la incubacion de EAEC
con el sobrenadante de E. albertii disminuye la expresion del 50% de las proteinas asociadas a
flagelo, mientras que la incubacion de STEC con este mismo sobrenadante produce un aumento
en la expresion de proteinas de adherencia (34%), sistemas de secrecion (26.9%), reguladores
transcripcionales (30%) y toxinas (56%) (Figura 17). Adicionalmente, se analizaron los cambios
en la expresion de los factores de virulencia caracteristicos de una infecciéon por ECD. Para
STEC, se encontrd un aumento de 17,6 veces en la expresion del gen que codifica la subunidad
mayor de la fimbria Lpf (IpfA) junto con un aumento entre 2,6 y 4,1 veces para otros genes
pertenecientes a este mismo operén (IpfB,D,E). Ademas, se observd un aumento de 3,9, 3,3y
2,4 veces de los genes codificantes del regulador de virulencia de STEC Ler, la metaloproteasa
StcE y la enterohemolisina EhxA, respectivamente. Por ultimo, se identificé una disminucion
en los niveles de RNA que codifican la toxina Shiga (stx2) (Figura 18A, Tabla 4). Para EAEC,
se encontro que la incubacion con el sobrenadante de E. albertii disminuyé 8,7 veces los niveles
de RNA mensajero de fliC, involucrado en la motilidad de la bacteria y aumentd 2 veces el gen
que codifica la toxina Pet. Los niveles de expresion de los demas factores de virulencia
caracteristicos de esta bacteria, como por ejemplo el regulador AggR, la subunidad mayor de la
fimbria AAF (aafA), proteinas de la fimbria tipo I (fimC,F,H,l), la mucinasa Pic o el
transportador de dispersina (aat), no presentaron cambios significativos en la expresion (Figura
18B, Tabla 5). Como control de los resultados obtenidos, se analizo la expresion de algunos

genes de expresion constitutiva en E. coli, encontrando que no hubo cambios en los niveles de
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expresion de los genes que codifican para el factor RpoD de la RNA Polimerasa (rpoD), las
proteinas de union al ADN ArcA (arcA), Tus (tus) y la enzima 6-fosfofructokinasa (pfkA).

Finalmente, y como manera de confirmar los resultados presentados, se analiz6 mediante
RT-PCR en la misma muestra de RNA, el nivel de expresion del regulador Ler, la subunidad
mayor de la fimbria Lpf y la toxina Shiga en STEC, mientras que para EAEC, se analiz6 el nivel
de expresion de los genes que codifican para el regulador AggR, la subunidad mayor de la
fimbria AafA y la toxina Pet (Tabla 6). En estos experimentos, se confirmo el aumento en la
expresion de los genes que codifican Ler y LpfA en STEC y, se corrobord la mayor expresion
del gen que codifica la toxina Pet en EAEC en presencia del sobrenadante de E. albertii.

A B

Expresiéon de STEC & SNEa
Expresion de EAEC & SNEa

0 5 10 15
Expresion de STEC Expresion de EAEC

Figura 16. Cambios en la expresion génica para cepas ECD crecidas en presencia de sobrenadante de E.
albertii. Las cepas de referencia de STEC (A) y EAEC (B) se incubaron con el sobrenadante de E. albertii (SNEa)
0 con medio M9 (Control) y luego se realizé la extraccién de ARN y anélisis mediante RNA-Seq. El nivel de
expresion de cada gen de la cepa ECD se encuentra representado en el grafico con un patron coloreado dependiendo
si esta sobreexpresado (azul), sin cambio (gris), o subexpresado (rojo) en comparacion con el control.
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Figura 17. Cambios en la expresion génica para cepas ECD crecidas en presencia de sobrenadante de E.
albertii agrupados por categoria. Porcentaje de genes de STEC (A) y EAEC (B) en los que se observaron cambios
en los niveles de expresion luego de ser incubadas en presencia del sobrenadante de E. albertii con respecto a la
incubacién con medio M9. Se muestran los cambios observados en el total de genes y clasificados de acuerdo a su
participacién dentro del proceso patogénico de las cepas ECD.
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Figura 18. Expresion de los principales factores de virulencia para STEC y EAEC en presencia del
sobrenadante de E. albertii. Se incubaron las cepas de ECD con el sobrenadante de E. albertii o con medio M9
(control) y se analiz6 la expresion de los principales factores de adherencia asociados a la infeccidn por STEC (A)
y EAEC (B). El nivel de expresion de cada factor de virulencia es representado con un punto en el gréfico, que se
encuentra coloreado dependiendo de si esta sobreexpresado (azul), sin cambio (gris), o subexpresado (rojo)
respecto a la condicion control.
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Tabla 4. Cambios de expresion génica en los principales factores de Virulencia de STEC. Nivel de expresion,
representado como veces de cambio respecto al control, de diferentes genes que codifican para factores de
virulencia caracteristicos de STEC, luego de incubar esta bacteria en presencia del sobrenadante de E. albertii. Los
genes que presentan un valor de veces de cambio igual o0 mayor a dos veces se muestran en azul mientras que
aquellos que presentan una disminucion igual o mayor a dos veces se representan en rojo.

Gen Producto / Factor de Virulencia Funcién Veces de cambio
ler Ler Regulador maestro isla LEE 3.9
eae Intimina Adhesina -1.2
tir Tir Receptor para Intimina 1.1
IpfA LpfA - Fimbria Lpf Subunidad fimbrial 17.7
IpfB LpfB - Fimbria Lpf Chaperona 4.1
IpfD LpfD - Fimbria Lpf Subunidad fimbrial 2.7
IpfE LpfE - Fimbria Lpf Subunidad fimbrial 2.9
fliC FliC o flagelina - Flagelo Subunidad flagelar 1.8
toxB Toxina B Contribuye a la expresion y 1.7
secrecién proteinas SST3
stx2a Stx2 subunidad A - Toxina Shiga 2 Inhibe proceso de traduccién -4.0
stx2b Stx2 subunidad B - Toxina Shiga 2 Unién a receptor celular -2.6
fimA FimA - Fimbria tipo | Subunidad fimbrial 1.0
fimF FimF - Fimbria tipo | Subunidad fimbrial 2.7
fimH FimH - Fimbria tipo | Subunidad fimbrial - adhesina 2.6
espA EspA — Sistema secrecién tipo 111 Subunidad fimbrial -2.1
espP EspP Serin-proteasa 1.3
hcp Hcp — Sistema secrecion tipo VI Subunidad estructural 1.3
ehxA EhxA Enterohemolisina 24
StcE StcE Metaloproteasa 3.4

Tabla 5. Cambios de expresion génica en los principales factores de Virulencia de EAEC. Nivel de expresion,
representado como veces de cambio respecto al control, de diferentes genes que codifican para factores de
virulencia caracteristicos de EAEC, luego de incubar esta bacteria en presencia del sobrenadante de E. albertii. Los
genes que presentan un valor de veces de cambio igual o mayor a dos veces se muestran en azul mientras que
aquellos que presentan una disminucion igual o mayor a dos veces se representan en rojo.

Gen Producto - Factor de Virulencia Funcién Veces de cambio
aggR AggR Regulador transcripcional 1.4
aafA AafA - Fimbria AAF Adhesina -1.5
fliC FliC - Flagelo Subunidad flagelar -8.7
pet Pet: Plasmid encoded toxin Toxina serin-proteasa 2.0
pic Pic: Protein involved in colonization Mucinasa 1.2
aat Sistema transportador ABC Transportador dispersina 11
ag43 Antigeno 43 Adhesina 1.1
fimC FimC - Fimbria tipo | Chaperona 1.3
fimF FimF - Fimbria tipo | Subunidad fimbrial -1.1
fimH FimH - Fimbria tipo | Subunidad fimbrial - 1.3
Adhesina
hlyE HIyE Hemolisina -1.3
hilA HilA Regulador transcripcional -1.1
irp-1 IRP-1: Iron regulatory protein Regulacidn traduccion -1.5
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Tabla 6. Expresién principales factores de virulencia de STEC y EAEC mediante RT-PCR.

Gen Factor de Virulencia Veces de cambio Veces de cambio
RT-PCR RNA-Seq
ler Regulador transcripcional Ler 6.3 3.8
STEC IpfA Subunidad LpfA, fimbria Lpf 38.3 17.7
stx2 Toxina Shiga -1.7 -4.0
aggR Regulador transcripcional AggR 1.3 1.4
EAEC aafA Subunidad AafA, fimbria AAF -1.2 -1.5
pet Toxina serin-proteasa Pet 13.0 2.0

Participacion de la fimbria Lpf en la secrecion de IL-8 inducida por STEC en presencia
del sobrenadante de E. albertii

Considerando que la fimbria Lpf participa en la induccion de una respuesta inflamatoria
de STEC sobre células intestinales en cultivo (Vergaray cols., 2014), se evaluo la participacién
de la fimbria Lpf en el aumento de secrecidn de IL-8 mediado por el sobrenadante de E. albertii.
Para esto, se realizaron experimentos de infeccion de células T84, con la cepa de referencia de
STEC como control y una cepa doble mutante en las fimbrias Lpf (STEC AGT210), en presencia
del sobrenadante de E. albertii. En este experimento se obtuvo que, a diferencia de lo observado
para la cepa de referencia, la cepa de STEC AGT210 no presenta cambios en la induccién de
secrecién de IL-8 en presencia del sobrenadante de E. albertii (Figura 19). De esta forma, estos
resultados sugieren que Lpf podria estar participando en el aumento de secrecién de IL-8

mediado por el sobrenadante de E. albertii.
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Figura 19. Nivel de secrecion de IL-8 inducido por STEC 86-24 y STEC AGT210 en presencia del
sobrenadante de E. albertii. Se infectaron células T84 con la cepa de referencia STEC 86-24 y la cepa STEC
AGT210, doble mutante en la fimbria Lpf, en presencia del sobrenadante de E. albertii (SN Ea) o medio LB
(control) durante 3 h. Se evalud el nivel de I1L-8 secretado por células T84 después de 3h post-infeccién mediante
un test de ELISA para IL-8. Los datos graficados corresponden al promedio mas desviacion estandar para un
experimento representativo realizado en triplicado. *Diferencias significativas (p< 0.05) entre las condiciones
sefialadas en el grafico.
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Objetivo Especifico 3. Establecer el efecto de bacterias indicadoras de la microbiota
intestinal asociadas nifios con infecciones por E. coli diarreogénicas en la respuesta
inflamatoria causada por las cepas de EAEC y STEC en modelos celulares intestinales.

Efecto de diluciones del sobrenadante de E. albertii en la secrecién de IL-8 inducida por
STECy EAEC

Para caracterizar en mayor detalle la respuesta observada en presencia del sobrenadante
de E. albertii, se evalud la adhesion de STEC y EAEC como la induccion de secrecion de IL-8
sobre células epiteliales intestinales en cultivo en presencia de distintas diluciones del
sobrenadante de E. albertii. En estos experimentos, no se encontraron diferencias en la adhesién
de STEC respecto a la condicion control, y se observé un aumento significativo en la secrecion
de IL-8 al infectar con STEC en presencia del sobrenadante en concentracion 1X, mientras que
este efecto no fue observado al utilizar diluciones del sobrenadante (Figura 20). De manera
similar, para la cepa de EAEC, se encontrd que la incubacion con el sobrenadante no produce
cambios en la adhesion respecto a la condicion control, mientras que el aumento en la secrecion
de IL-8 se observo solo al utilizar el sobrenadante mas concentrado (Figura 21).
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Figura 20. Adhesidn a células en cultivo y secrecion de 1L-8 por células T84 inducida por STEC en presencia
de diluciones del sobrenadante de E. albertii. Se infectaron células T84 con la cepa de referencia de STEC en
presencia del sobrenadante de E. albertii (SN Ea) en concentraciones 0,25X, 0,5X y 1X durante 3 h. Se evalué la
adherencia de STEC mediante el conteo de unidades formadoras de colonias (UFC) en placas de LB-agar (A) y el
nivel de I1L-8 secretado luego de 3 h post-infeccion mediante un test de ELISA para IL-8 (B). Los datos graficados
corresponden al promedio mas desviacion estandar para un experimento representativo realizado en triplicado.
*Diferencias significativas (p< 0.05) entre las condiciones sefialadas en el gréfico.
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Figura 21. Adhesion a células en cultivo y secrecion de 1L-8 por células T84 inducida por EAEC en presencia
de diluciones del sobrenadante de E. albertii. Se infectaron células T84 con la cepa de referencia de EAEC en
presencia del sobrenadante de E. albertii (SN Ea) en concentraciones 0,25X, 0,5X y 1X durante 3 h. Se evalué la
adherencia de EAEC mediante el conteo de unidades formadoras de colonias (UFC) en placas de LB-agar (A) y el
nivel de IL-8 secretado luego de 3 h post-infeccion mediante un test de ELISA para IL-8 (B). Los datos graficados
corresponden al promedio mas desviacion estandar para un experimento representativo realizado en triplicado. *
Diferencias significativas (p< 0.05) entre las condiciones sefialadas en el grafico.

Analisis secrecion citoquinas pro-inflamatorias utilizando un modelo intestinal 3D

Para evaluar el efecto del sobrenadante de E. albertii sobre la respuesta inflamatoria
inducida por cepas de referencia de ECD en un ambiente similar al encontrado a nivel intestinal,
se utilizd6 un modelo 3D organotipico de la mucosa intestinal humana. En primer lugar, se
estudio la factibilidad del uso de este modelo organotipico en el estudio de la respuesta
inflamatoria inducida por cepas de ECD, y para ello se evaluaron los niveles de citoquinas,
quimioquinas y factores de crecimiento que podrian ser producidos en respuesta a la infeccion
por ECD y se comparé con los resultados obtenidos en la linea celular T84 (Figura 22).

En células T84, se observo que la infeccion con STEC y EAEC induce la secrecion de
las siguientes 7 citoquinas, en comparacion a las células sin infectar: TGF-alfa, GM-CSF, GRO,
MDC, IL-8, IP10y VEGF. De la misma manera, se identificé en el modelo 3D, que la infeccion
por cepas de ECD también induce la secrecién de GM-CSF, GRO, IL-8, IP10, TNF-alpha y

VEGF, de manera que se obtiene una respuesta similar a la encontrada en el actual modelo de
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estudio de la patogenicidad de ECD. Adicionalmente, se observé que la infeccidn por cepas de
ECD puede inducir en el modelo 3D la secrecién de las citoquinas MCP-3, IL-4, IL6, MCP-1,
MIP-1a, MIP-1b, las cuales son observadas en distintos niveles dependiendo del tiempo de
infeccion estudiado (Figura 22). Sin embargo, a diferencia de lo observado en células T84, en
el modelo 3D no se observé la secrecion de las citoquinas TGF-alfa y MDC, presentes en el
sobrenadante obtenido luego de 18h post-infeccion en la monocapa de células epiteliales.
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Figura 22. Heatmap de las citoquinas secretadas por células intestinales en cultivo infectadas por ECD. Se infectaron células T84 y células del modelo 3D
con las cepas de referencia de EAEC 042 y STEC 84-24 durante 3 h, mientras que se utilizé como control células no infectadas. Se recuperd el sobrenadante luego
de 3y 18 h post-infeccion y se cuantificd la secrecién de 38 citoquinas en estos sobrenadantes, mediante la utilizacién de la plataforma luminex. La concentracién
de las diferentes citoquinas analizadas se indica en la figura utilizando un patrén coloreado de acuerdo a la grafica mostrada a la derecha.
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Para evaluar la organizacion de las células en el modelo 3D, se recuperaron constructos
de la condicion control (sin infectar) y se realizé la tincién con hematoxilina/eosina (Figura 23).
En esta imagen es posible observar la formacion de una monocapa de células epiteliales en la
superficie del gel que contiene proteinas de matriz, y ademas se puede distinguir la presencia de

monocitos bajo la superficie epitelial.
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Figura 23. Tincién hematoxilina/eosina de constructo obtenido luego de 18 dias de cultivo del modelo 3D.

Participacion sobrenadante E. albertii en infeccion de modelo 3D

Se utiliz6 el modelo 3D para evaluar el cambio en la respuesta inflamatoria de STEC y
EAEC en presencia del sobrenadante de E. albertii. Para esto, se infectaron las células del
modelo 3D con STEC y EAEC en presencia de M9 (control) o el sobrenadante de E. albertii y
se recuperaron muestras de sobrenadante a las 3 h de infeccion, y luego de 3 y 18 h post-
infeccion. Se cuantificaron los niveles de 1L-8 en los 3 tiempos mencionados, observando que
la presencia del medio M9 o el sobrenadante de E. albertii por si solos no inducen la secrecion
de IL-8 en este modelo. Para ambas cepas de ECD, se observ6 un aumento en los niveles de IL-
8 en el tiempo del experimento, alcanzando el mayor nivel luego de 18 h post-infeccion. Al
realizar la infeccién con la cepa de STEC en presencia del sobrenadante de E. albertii, se
observo una tendencia de mayor secrecion de IL-8 a las 18 h post-infeccién en comparacion al
control, mientras que no se observaron cambios a las 3 h post-infeccion. Por otra parte, para
EAEC se observd en los 3 tiempos de estudio una menor secrecion de IL-8 en relacion con el

control (Figura 24).
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Figura 24. Secrecion de IL-8 inducido por STEC y EAEC en el modelo intestinal 3D. Se infectaron células
del modelo 3D con las cepas de referencia de STEC (A) o EAEC (B) en presencia del sobrenadante de E. albertii
(SN Ea) en concentracion 1X o medio M9. Se evalud el nivel de I1L-8 secretado por las células de este modelo al
término de las 3h de infeccion y luego de 3 y 18h post-infeccion. Los datos graficados corresponden a los datos
obtenidos para un experimento.
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Ensayos de virulencia cepas ECD utilizando modelo in vivo Galleria mellonella

Para evaluar el efecto E. albertii en la virulencia de las cepas ECD en un modelo in vivo,
se utilizd la larva G. mellonella. Para este trabajo, se infectaron grupos de 10 larvas de manera
de evaluar las siguientes condiciones: la virulencia de la cepa ECD (STEC o EAEC) co-
infectada con la bacteria E. albertii (condicion 1), la cual se compar6 con la virulencia observada
producto de la infeccion con la cepa ECD y la cepa E. coli HB101 (condicion 2). Como control,
se realizd la infeccion con E. albertii (condicion 3) o E. coli HB101 (condicion 4) de manera
individual. Finalmente, como control del proceso de infeccion, un grupo de larvas se inyectd
con PBS (condicidn 5), utilizado como vehiculo para la preparacion de las muestras. A partir de
estos experimentos, se observo para STEC y EAEC, que al realizar la co-infeccion con HB101,
la supervivencia de las larvas es de un 80-90% mientras que la co-infeccion con E. albertii
disminuye la supervivencia de las larvas en un 50%. En ambos experimentos se observo que la
inyeccion con E. albertii o E. coli HB101 por si solas no produjo la muerte de las larvas en las
concentraciones utilizadas (Figura 25).
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Figura 25. Infeccion modelo de virulencia larva G. mellonella. Grupos de 10 larvas se infectaron con 10 pl de la
suspension bacteriana que contenfa 10* UFC de las siguientes condiciones: (A) E. coli HB101, E. albertii, STEC & E.
coliHB101y STEC & E. albertii. (B) E. coli HB101, E. albertii, EAEC & E. coli HB101 y EAEC & E. albertii. En
ambos experimentos, se utiliz6 como control de la infeccion o vehiculo, la inyeccion de 10 pl de PBS estéril. Se
determind cada 24 h, durante 5 dias, el porcentaje de sobrevida de las larvas, identificando una larva como viva si es
que ésta responde al tacto.
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Identificacién de acidos grasos de cadena corta en el sobrenadante de E. albertii

Con el objetivo de identificar los componentes en el sobrenadante de E. albertii que
pueden ser responsables de los cambios observados en las cepas de ECD, se realiz un estudio
de metabolomica con la empresa MS-Omics, mediante el cual se identificaron diversos
metabolitos, dentro de los que destacan la identificacion &cidos grasos de cadena corta (SCFA).
A partir de este analisis, se identifico en el sobrenadante de E. albertii la presencia de los SCFA
acido aceético y acido férmico, mientras que los demas acidos grasos como acido propanoico,
acido isobutirico, acido butanoico, &cido pentanoico, acido hexanoico y &cido heptanoico se

encontraron en cantidades inferiores al limite de deteccion del equipo (Tabla 7).

Tabla 7. Identificacion de acidos grasos presentes en el sobrenadante de E. albertii.

SCFA Concentracion (mM)
Acido acético 3.61
Acido formico 2.67
Acido propanoico <LOD
Acido 2-metil-propanoico <LOD
Acido butanoico <LOD
Acido 3-metil-butanoico <LOD
Acido pentanoico <LOD
Acido 4-metil-pentanoico <LOD
Acido hexanoico <LOD
Acido heptanoico <LOD

<LOD: Bajo el limite de deteccion (0,01 — 0,3 mM)
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DISCUSION

En los ultimos afios, se ha propuesto que la composicion de la microbiota intestinal puede
determinar la susceptibilidad a la infeccion por patdgenos. Se ha reportado, que la microbiota
intestinal puede promover la resistencia a la colonizacion por especies patogénicas mientras que
también hay evidencia de como algunas especies de la microbiota pueden llevar a la expansion
o0 al aumento de la virulencia de enteropatdégenos (Baumler y Sperandio, 2016). En este trabajo,
se identific6 una microbiota asociada a nifios con infecciones por ECD significativamente
diferente a la microbiota presente en nifios con infecciones virales y nifios sanos. Ademas, se
encontraron especies indicadoras asociadas significativamente al grupo ECD que podrian tener

un rol en la respuesta inflamatoria inducida por ECD sobre células epiteliales intestinales.

Para los analisis de microbiota, de forma general, se utiliza una estrategia basada en la
identificacion de OTUs, ya que permite una identificacion rapida de los grupos bacterianos
presentes en la muestra, mediante la comparacion de la secuencia representativa de cada OTU
con una base de datos de referencia. Para la identificacion taxondmica de OTUs hasta nivel de
especie, se considera un porcentaje de similitud de las secuencias de un 97% (Tyler y cols.,
2014), sin embargo, se ha reportado que para propdésitos taxondémicos se requiere de un
porcentaje de identidad minimo entre las 2 secuencias del 98,7% para ser consideradas una
misma especie (Yarzay cols., 2014). De esta forma, al realizar la agrupacion de secuencias en
OTU podriamos tener multiples taxas dentro de un mismo grupo o bien, realizar una
identificacion apropiada sélo hasta el nivel de género. En este trabajo se utilizé la identificacion
de OPUs, una estrategia metodoldgica que resulta en una identificacion taxonomica mas clara 'y
confiable que aquella derivada del analisis de OTUs, debido a que se realiza la revision manual
de la identidad entre las secuencias representativas de cada OTU con las secuencias de referencia
presentes en el arbol filogenético utilizado (Yarzay cols., 2014). Esta revision manual favorece
la identificacion taxonomica hasta el nivel de especie, considerando para ello un porcentaje de
identidad minimo entre las 2 secuencias del 98,7%. Al realizar el andlisis mediante la
identificacion de OPUs, las curvas de rarefaccion presentan una saturaciébn mas temprana para
la mayoria de las muestras de este estudio que cuando se realiza este mismo analisis con OTUs

(Figura 6). Cuando la curva de rarefaccion de una muestra alcanza un punto de saturacion, indica
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gue con el nimero de secuencias analizadas se logro la identificacion de la mayoria de OTUs u
OPUs, y si aumentamos el numero de secuencias disponibles es probable que no cambie
significativamente el nimero de unidades taxondmicas identificadas. Resultados similares se
han reportado en un trabajo realizado previamente con esta misma metodologia (Vidal y cols.,
2015), validando asi los resultados obtenidos y proponiendo una sobreestimacion en el numero
de especies al utilizar la identificacion de OTUSs. En este estudio, se identificaron en promedio
220 OTU por muestra, lo cual es cercano al promedio de 160 especies por organismo, reportado
en la literatura (Qin y cols., 2010). Este valor se redujo a un promedio de 85 OPUs por muestra,
lo que est& en concordancia con los valores reportados previamente para analisis de microbiota

utilizando esta metodologia (Vidal y cols., 2015).

A través del uso de un analisis de redundancia, se observo la separacion significativa de
las 93 muestras de este estudio de acuerdo al grupo que pertenecen (Figura 8). Esto nos indicaria
que existen diferencias significativas en la composicion de la microbiota entre nifios sanos,
nifios con infecciones virales y nifios con infecciones por ECD, proponiendo que existe una
microbiota intestinal caracteristica asociada a nifios con infecciones por ECD y ademas sugiere
que la composicién de la microbiota intestinal en episodios de diarrea dependera probablemente
del tipo de patégeno causante de enfermedad. Por lo tanto, seria interesante evaluar qué ocurre
con la composicidn de la microbiota en muestras de nifios con diarrea asociada a otros patégenos
bacterianos, parasitos o bien, muestras de diarrea negativas para patégenos entéricos. En este
sentido, mediante este mismo andlisis, se observaron diferencias en la composicion de la
microbiota de las muestras del grupo ECD, las cuales se agruparon de acuerdo al patotipo ECD
presente (Figura 9). Sin embargo, para corroborar esta distribucion y validar esta diferencia seria
necesario en primer lugar que exista un namero similar de muestras en los diferentes grupos y
probablemente se necesitaria aumentar el nimero de muestras en cada uno de ellos. Un analisis
de tamafo muestral para las muestras del grupo ECD sefiala que serian necesarias 24 muestras

en cada grupo para poder aplicar test estadisticos adecuadamente.
La microbiota intestinal de individuos sanos se caracteriza por estar compuesta

principalmente de bacterias pertenecientes al phylum Firmicutes y en menor medida de bacterias
del phylum Bacteroidetes y Proteobacterias (Palmer y cols., 2007; Tojo y cols., 2014). Ademas,
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en los nifios menores de 3 afios existe un gran porcentaje (aproximadamente 40%) de bacterias
asociadas al phylum Actinobacteria, que va disminuyendo gradualmente a lo largo de la vida de
un individuo. Durante episodios de diarrea, se ha observado un aumento en los niveles de
Proteobacteria y Bacteroidetes y la disminucion en los niveles de Firmicutes (Braun y cols.,
2017). En relacion a esto, la microbiota intestinal de los grupos analizados en este trabajo se
comporta de acuerdo a la informacion descrita en la literatura, destacando un aumento en el
nivel de Proteobacterias y disminucion de Firmicutes en las muestras de nifios con diarrea en
relacién al grupo control (Figura 7). Seria importante realizar un estudio que permita evaluar la
composicion de la microbiota de nifios una vez terminado los episodios de diarrea y realizar un
seguimiento que permita determinar el tiempo que transcurre hasta que la microbiota muestre

una distribucion similar a la observada en nifios sanos.

Adicionalmente, se ha observado que durante infecciones intestinales, hay un aumento
en el porcentaje de bacterias pertenecientes a la familia Enterobactericiaeae (Hill y Artis, 2010;
Stecher y cols., 2007). Esta situacion se observé para el grupo ECD al realizar el analisis a nivel
de Familia (Figura 7), encontrando que Enterobactericiae es la familia mas abundante dentro
de este grupo, lo cual puede ser atribuido en parte a la presencia de enteropatdégenos
pertenecientes a esta familia en las muestras del grupo ECD. Es importante mencionar que
mediante la obtencién de OPUs podemos llegar a la identificacidn de especie, pero no podemos
discriminar si el aumento observado en las bacterias de la familia Enterobactericiae o género
Escherichia se debe a la presencia de cepas de E. coli patdgenas o a un aumento de bacterias de
este grupo pertenecientes a la microbiota intestinal. Por otro lado, al realizar la identificacion de
especies indicadores del grupo ECD, se determin6 que la mayoria de las especies identificadas
pertenecen a la familia Enterobactericiae (Figura 10). Respecto a este mismo punto, un estudio
realizado el 2014 identificd la presencia de los géneros Escherichia/Shigella, Citrobacter,
Enterobacter y Haemophilus asociadas a muestras de diarrea (Pop y cols., 2014), todos ellos
presentes en las especies indicadoras asociadas al grupo ECD.

En relacion a las especies indicadoras seleccionadas, se ha descrito a C. werkmanii como

parte de la microbiota intestinal de seres humanos y animales, y probablemente, como

consecuencia de la excrecion fecal también se encuentra en el medio ambiente, por lo que se
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pueden recuperar a partir de aguas residuales y suelo (Borenshtein y Schauer, 2006; Brenner y
cols., 1993). En general, las especies del género Citrobacter se aislan con frecuencia desde las
heces y de forma ocasional causan infecciones en personas y animales. No obstante, la
significancia clinica de las especies de Citrobacter, asi como el mecanismo de patogenicidad
aun no ha sido determinado (Borenshtein y Schauer, 2006). Por otra parte, E. albertii se ha
descrito como un enteropatdgeno emergente ya que comparte con cepas ECD la capacidad de
promover la formacion de lesiones de adherencia y borrado de las vellosidades intestinales,
debido a la presencia de genes de la isla LEE (Yamamoto y cols., 2017). Pese a esto, el OPU
asociado a E. albertii también se encontrd presente en muestras del grupo ECD, asociadas a
patdgenos que carecen de genes de la isla LEE, como EAEC.

La identificacion de las especies indicadoras se realizd en base una determinacién
bioinformética que considera analisis estadisticos basados en datos de presencia/ausencia y
abundancia de OPUs en cada grupo. De esta manera, bacterias que estaban en mayor proporcion
tanto en la microbiota de nifios con diarrea asociada ECD como a patdgenos virales, no se
seleccionaron como una especie indicadora. Un ejemplo de esto es lo que ocurre el B.
tethaiotaomicron, que se encontré6 aumentado en ambos grupos con diarrea respecto al grupo
control y se ha asociado en estudios previos con aumentar la virulencia de cepas de STEC (Curtis
y cols., 2014). Ademas, seria interesante poder aislar estas bacterias indicadoras a partir de
muestras de deposicion y de esta forma confirmar los resultados obtenidos mediante el analisis
bioinformatico. Por otra parte, la identificacion de estos microorganismos de realizé en muestras
de diarrea aguda, de las cuales no se cuenta con los antecedentes si se encontraban en una fase
inicial de la enfermedad o ya en un proceso de recuperacion. Por lo tanto, no podemos reconocer
el momento preciso en que estas bacterias se empiezan a identificar en la microbiota de nifios
con infecciones por ECD. Para investigar la participacion de estas bacterias indicadoras en el
curso de la infeccidn, seria necesario realizar un estudio de cohorte prospectivo, de manera de
poder realizar un seguimiento de cepas indicadoras antes, durante y después del episodio de
diarrea. Es importante mencionar que en este estudio no se conto con la posibilidad de acceder
a la ficha clinica de estos pacientes, de manera que no se ha podido realizar un estudio que
permita asociar la presencia de bacterias indicadoras de la microbiota del grupo ECD con la
sintomatologia o gravedad de la enfermedad.
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Esta parte del trabajo de tesis presenta limitaciones, siendo una de ellas el uso de criterios
de inclusidn poco estrictos para las distintas muestras utilizadas en este estudio, ya que sélo se
considero el uso muestras de nifios menores de 5 afios con diarrea para su inclusion en el estudio.
Por otra parte, se cuenta con un grupo control de nifios sanos provenientes de Colina, una
comuna con distinto nivel socioeconémico que la de los nifios que presentaron episodios de
diarrea y se atendieron en la Clinica las Condes; y se ha reportado que existen distintos factores
como edad, tratamiento con antibioticos, el tipo de alimentos consumidos y estatus
socioecondmico que pueden influenciar la composicion de la microbiota (Baumler y Sperandio,
2016; Sartor, 2012). Por lo tanto, seria importante considerar en futuros estudios diferentes
variables como la comuna de donde proviene el paciente, la dieta, la ingesta de antibi6ticos, y
el pareo de las muestras por edad con las muestras de nifios sanos. Respecto a esto, y para validar
las diferencias observadas en la composicion de la microbiota al contar con una poblacién méas
homogénea de muestras en cuanto a sector socioecondémico, durante este tiempo se han
analizado muestras de deposicion de nifios sanos que provienen de distintos sectores de Santiago
y que asisten al jardin infantil del Hospital Dr. Luis Calvo Mackenna. Junto con esto, se han
recolectado muestras de diarrea positivas para los patdgenos de este estudio en nifios que son
atendidos en este mismo hospital. De manera preliminar, se ha observado, mediante anlisis de
redundancia, que existen diferencias significativas en la composicion de la microbiota de nifios
sanos y de nifios con diarrea asociada a infecciones por ECD (datos no mostrados), validando

los resultados presentados en este trabajo.

Otra importante limitante de nuestro estudio se refiere a la identificacion de OPUs
pertenecientes al género Bifidobacterium y al phylum Actinobacteria, uno de los mayores
componentes de la microbiota de nifios sanos (Roger y McCartney, 2010; Rogers y Bruce,
2010). En ninguna de las muestras analizadas se encontrd6 un OTU u OPU asociado a este
género. Una situacion similar se observo en otro estudio realizado en nuestro grupo donde
también se presentaron problemas en la identificacion de este género bacteriano, pese a haber
realizado la cuantificacién de este grupo de bacterias mediante PCR (Ossa y cols., 2018),
sugiriendo que existe una limitacion en el procedimiento realizado que disminuyen la
identificacion de este grupo bacteriano. Trabajos previos también han reportado una
subestimacion de Bifidobacterias en estudios de microbiota y esta situacion ha sido asociada a
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que los partidores universales utilizados para la amplificacion de la region V3-V4 del gen 16S
rRNA, no presentan 100% de identidad con la secuencia de ADN presente en este grupo de
bacterias (Becker-Dreps y cols., 2015; Pop y cols., 2014; Sim y cols., 2012). Para solucionar
esta limitante, se han disefiado nuevos partidores que optimizan la amplificacion del gen 16S
rRNA de Bifidobacterium en muestras de deposicién, sin modificar la identificacion de los otros
géneros presentes (Sim y cols., 2012), sin embargo, el uso de la plataforma de secuenciacion
Roche 454-GS-FLX+ se descontinud el afio 2017. Por lo tanto, con el objetivo de analizar la
presencia de Bifidobacterium en las muestras utilizadas en este estudio, y al mismo tiempo
probar otra metodologia para futuros estudios de microbiota, algunas muestras se analizaron
mediante Ilumina MiSeq, obteniendo la identificacion del género Bifidobacterium en todas las

muestras reanalizadas (datos no mostrados).

Considerando que las alteraciones en la composicion de la microbiota intestinal han sido
asociadas con cambios en la susceptibilidad a una infeccién, y que existen bacterias de la
microbiota intestinal capaces de promover la colonizacidn de patdgenos, se continud este trabajo
evaluando el efecto que presentan 2 bacterias indicadoras de la microbiota intestinal en la
virulencia de EAEC y STEC.

La utilizacidn de las bacterias indicadoras del grupo ECD en ensayos de infeccién a
células en cultivo postula que la presencia de metabolitos secretados por C. werkmanii inducen
la secrecion de IL-8 por parte de las células epiteliales, sin necesidad de agregar la bacteria

completa, sin embargo, no existen mayores antecedentes acerca del mecanismo asociado a la

infeccién por C. werkmanii y que puedan estar desencadenando una respuesta inflamatoria por

parte de células en cultivo. Esto no es observado al infectar con E. albertii o el sobrenadante

producido por esta bacteria, por lo que para realizar una adecuada interpretacion de los
resultados, se seleccion0 esta bacteria para los siguientes experimentos. Considerando la
asociacion de E. albertii como un enteropatdgeno por la presencia de genes de la isla LEE y
manera de confirmar los resultados obtenidos, seria interesante evaluar qué ocurre con la
induccion de secrecion de IL-8 al utilizar cepas de E. albertii aisladas desde muestras de

deposicion de pacientes con infeccion por ECD.
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La infeccion de células epiteliales en cultivo con las cepas ECD en presencia del
sobrenadante de E. albertii, mostré una mayor secrecion de IL-8 en comparacion al control
(Figura 14). Considerando que la infeccion con E. albertii, como la incubacion de las células
con el sobrenadante de esta bacteria, no producen la secrecion de 1L-8 por parte de las células
intestinales, se puede atribuir que el aumento de IL-8 observado seria producido por las cepas
de ECD y esta mayor induccion de IL-8 podria estar asociada a un aumento en la expresion de
genes de virulencia involucrados en la induccion de la respuesta inflamatoria de la cepa ECD.
Debido a que este aumento en la secrecion de IL-8 se observa en presencia del sobrenadante de
E. albertii se puede plantear como hipotesis que el aumento en la secrecion de IL-8 se debe a la
presencia de un factor soluble que estaria modulando la actividad proinflamatoria de STEC y
EAEC. La secrecion de IL-8 genera un gradiente quimiotactico que promueve la migracién de
neutrofilos al tejido subepitelial, logrando atravesar la barrera epitelial hasta el sitio de infeccion
(Godaly y cols., 1997). Se ha reportado que la presencia de neutréfilos en el sitio de infeccion
puede contribuir a un aumento en la colonizacion de EAEC, reflejado en una mayor adhesion
de esta bacteria a células en cultivo, favoreciendo de esta forma la patogénesis de EAEC (Boll
y cols., 2012a). Por esta razén, una mayor secrecién de IL-8 en presencia del sobrenadante de

E. albertii podria estar favoreciendo la colonizacion de las cepas ECD.

Para caracterizar el posible mecanismo involucrado en una mayor induccién de secrecion
de IL-8, se evaluaron los cambios en la expresion genica de las cepas ECD en presencia del
sobrenadante de E. albertii. A partir de experimentos de RNA-seq, se identifico que al incubar
STEC con el sobrenadante de E. albertii existe un aumento en la expresion del regulador maestro
Ler y el regulador LrhA, que controlan positivamente la expresion de los genes de la isla LEE
(Garcia y cols., 2012; Honda y cols., 2009), de manera que puede modular positivamente la
virulencia de STEC in vitro. De acuerdo con esta informacion, se observo un aumento de la
expresion de genes asociados a los sistemas de secrecion, toxinas, proteinas involucradas en la
adherencia y motilidad (Figura 17A), sugiriendo que bacterias indicadoras de la microbiota
intestinal de nifios con infecciones por ECD pueden regular la expresion de factores de
virulencia en STEC. Un estudio similar en los que se realizaron ensayos de co-incubacion de
STEC con los componentes de la microbiota de individuos sanos B. thetaiotaomicron o E.
faecalis también han reportado un aumento en la expresion del regulador Ler (Curtis y cols.,
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2014; Iversen y cols., 2015). Dentro de los factores de virulencia cuya expresion es regulada por
Ler, se encuentra el gen que codifica para la metaloproteasa StcE, que se ha asociado al corte
de la proteina inhibidora de C1-esterasa, un importante regulador de la respuesta inflamatoria.
Se ha descrito que mediante el corte de glicoproteinas estaria contribuyendo a la intima
adherencia de STEC a la célula epitelial y la evasion de la respuesta inmune (Grys y cols., 2005;
Lathem y cols., 2002). Ademas, en este trabajo se observo un aumento en la expresion de las
distintas subunidades de la fimbria Lpf (IpfA, 1pfB, IpfD y IpfE). A partir de estos resultados, y
la asociacion de estos factores de virulencia con la patogenicidad de STEC se esperaria que una

mayor expresion de estos genes se refleje en una mayor virulencia de la cepa de STEC.

Trabajos previos del laboratorio, han reportado a la fimbria Lpf como uno de los factores
mediadores de inflamacion en la infeccion por STEC, ya que se asocid la presencia de esta
fimbria con la induccion de una respuesta inflamatoria a traves de la activacion de la via NF-
kB. Ademas, se asocié esta fimbria a la secrecion de citoquinas proinflamatorias, como IL-8, y
a la migracion transepitelial de neutrofilos en células intestinales polarizadas (Farfan y cols.,
2013; Vergara y cols., 2014). A partir de estos antecedentes, se procediéo a evaluar la
participacién de este factor de virulencia en el aumento de la secrecion de IL-8 mediado por E.
albertii, encontrando que la cepa mutante en la fimbria Lpf no present6 el aumento en la
induccion de secrecion de 1L-8 observado para la cepa silvestre (Figura 19). Esto sugiere que
una mayor expresion de este factor de virulencia en presencia del sobrenadante de E. albertii,
podria explicar en parte el aumento en la secrecion de IL-8. Sin embargo, los receptores
involucrados en el reconocimiento de la fimbria Lpf y que activan la respuesta inflamatoria por
este factor de virulencia no han sido reconocidos hasta la fecha. Se ha encontrado que la fimbria
Lpf se adhiere a proteinas de matriz extracelular como fibronectina, laminina y colageno IV
(Farfan y cols., 2011), sin embargo, no se ha estudiado su relacién con la activacién de una
respuesta inflamatoria en esta bacteria. Estudios con EAEC, que también presenta la capacidad
de adherirse a fibronectina, han mostrado que la unién a esta proteina de matriz extracelular sélo
estaria promoviendo una mayor adhesion a células epiteliales, pero no participaria en la
respuesta inflamatoria de células infectadas con este patdgeno (Yanez y cols., 2016). Por otro
lado, se ha observado que EAEC puede inducir la secrecion de IL-8 a través del receptor TLR4,
en un proceso mediado por la fimbria AAF (Alvestegui y cols., 2019). El receptor TLR4 ha sido
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asociado previamente al reconocimiento de fimbrias de diferentes patdgenos, por lo que es
probable que el mecanismo descrito para EAEC también pueda estar siendo utilizado por STEC
a través de la fimbria Lpf, sin embargo, se requieren futuros estudios en esta area que nos
permitan confirmar esta propuesta y determinar el mecanismo asociado a la secrecion de IL-8

inducido por la fimbria Lpf.

Para el caso de EAEC, no se observaron mayores cambios en la expresion de los factores
de virulencia caracteristicos de una infeccion por este patégeno (Figura 18B, Tabla 5),
destacando una disminucion en la expresion génica de factores asociados a la motilidad de la
bacteria, como por ejemplo fliC. Estudios previos han descrito que la proteina FIiC tiene la
capacidad de inducir la secrecion de I1L-8 a traves de la interaccion con el receptor celular TLR5
(Khany cols., 2004), por lo que se esperaria una disminucion en la secrecion de IL-8 en nuestros
resultados. Sin embargo, se observo un aumento en la secrecién de IL-8, por lo que otro factor
de virulencia seria el responsable del aumento observado. Respecto a esto, se encontrd que existe
un aumento en la expresion de la toxina Pet, un autotransportador con actividad serin-proteasa
que causa la disrupcién del citoesqueleto de actina y pérdida de uniones focales en células
epiteliales, disminuyendo la resistencia eléctrica en muestras de jejuno de rata, causando dafio
a lamucosa intestinal, la exfoliacion de células y el desarrollo de abscesos en criptas intestinales
(Navarro-Garciay cols., 2010). Junto con lo anterior, se ha reportado que Pet induce la secrecion
de las citoquinas pro-infamatorias IL-8 y TNF-alfa de macrofagos (Rocha-Ramirez y cols.,
2016). De esta manera, Pet se ha asociado con dafio a la mucosa intestinal y un aumento en la
respuesta inflamatoria, por lo que el aumento en la expresion de esta toxina en EAEC podria
asociarse con el aumento de IL-8 observado en nuestros experimentos. Para comprobar esta
hipétesis, seria necesario realizar experimentos con una cepa de EAEC mutante en la toxina Pet
para confirmar su participacién en la secrecién de IL-8 mediada por E. albertii. Adicionalmente,
se puede evaluar el dafo a la mucosa epitelial causado por la toxina Pet mediante estudios de
inmunofluorescencia y evaluar si el fenotipo asociado a la presencia de Pet se ve aumentado en

presencia del sobrenadante de E. albertii.

Es importante mencionar, que en los resultados de RNA-seq se registraron cambios en

la expresion génica de alrededor de 900 y 1500 genes luego de incubar con el sobrenadante de
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E. albertii las cepas de referencia de EAEC y STEC, respectivamente. Por lo tanto, quedan
varios potenciales candidatos que podrian estar ayudando en la regulacién de la respuesta
inflamatoria de las cepas ECD, ya sea mediante la regulacion de algin proceso metabolico o la
expresion de otros factores bacterianos no considerados en este estudio, por lo que sera necesario

continuar evaluando los datos obtenidos mediante esta metodologia.

Para evaluar qué sucede con la secrecion de citoquinas proinflamatorias en un ambiente
similar a lo que ocurriria a nivel intestinal es que se procedié a utilizar un modelo organotipico
3D de la mucosa intestinal humana. Hasta la fecha no ha sido descrito un modelo animal para
el estudio de estas cepas in vivo, por lo que el uso de modelos que imiten el ambiente intestinal
es de gran interés para el estudio del mecanismo de patogenicidad de cepas de ECD. Este modelo
presenta similitud estructural y funcional con la mucosa intestinal humana, presentando distintos
grupos celulares como fibroblastos, linfocitos, células endoteliales y células epiteliales (Salerno-
Goncalves y cols., 2011), siendo de gran interés para el estudio de la interaccion patdgeno-
hospedero. Hasta la fecha, este modelo se ha utilizado para el estudio de la respuesta
inflamatoria causada por cepas de Salmonella y bacterias de la microbiota intestinal (Salerno-
Goncalves y cols., 2011; Salerno-Goncalves y cols., 2016b), sin embargo, no ha sido reportado

su uso con cepas de ECD.

Utilizando este modelo, se encontrd que las cepas de ECD son capaces de causar una
respuesta inflamatoria en este modelo intestinal 3D, ya que promueven la secrecion de las
citoquinas GM-CSF, GRO, IL-8, IP10, TNF-alpha y VEGF, previamente identificadas en la
infeccion de una monocapa de células T84 (Figura 22). Respecto a estas citoquinas se ha descrito
que la proteina inducida por interferon-y o IP10, se comporta como quimioatractante para
macrofagos, células dendriticas, células NK y linfocitos T activados hacia el area infectada (Liu
y cols., 2011). Adicionalmente, se encontrd un aumento en la expresion de GRO e IL-8, que
contribuyen a la migracion de neutrofilos hacia el sitio de la infeccion (Stadnyk, 2002; Wu y
cols., 1995). Por otra parte, GM-CSF es secretado en respuesta a estimulos pro-inflamatorios,
como por ejemplo LPS, y promueve la diferenciacion y activacion de granulocitos y
macrofagos, participantes de la defensa del hospedero frente a patdgenos (Egea y cols., 2010).

Estos resultados estan en concordancia con trabajos publicados previamente, donde se encontro

75



gue luego de una infeccion por cepas de ECD se produce un aumento en la secrecion de las
citoquinas IL-8, TNF-alfa, GRO y GM-CSF (Boll y cols., 2012a; Harrington y cols., 2005).
Adicionalmente, se identifico la secrecion de las citoquinas MCP-3, IL-4, IL6, MCP-1, MIP-1a
y MIP-1b, las cuales han sido asociadas en su mayoria a un aumento en la respuesta inflamatoria
ya que actian como quimioatractante de linfocitos, macréfagos y neutréfilos (Abbas y cols.,
2015). Por ejemplo, MCP-1, secretado por células epiteliales y de la lamina propia promueve la
migracion de monocitos y macrofagos durante un proceso inflamatorio (Takada y cols., 2010);
IL-4 es una citoquina pleiotropica con efectos regulatorios en el crecimiento y funcion de células
By células T, células hematopoyéticas y células tumorales. Hay evidencia que esta involucrado
en una respuesta inmune tipo Th2 pero en algunos casos puede promover respuestas Thl, siendo
por lo tanto asociado a procesos anti- y pro- inflamatorios en modelos experimentales de
inflamacion intestinal (Van Kampen y cols., 2005). IL-6 es una citoquina con funciones
pleiotrdpicas que promueve el desarrollo de una respuesta inflamatoria en el intestino, mediante
la regulacion de la diferenciacién de células T, activacion y resistencia frente a apoptosis y de
este modo controla el balance entre las células T proinflamatorias Thl o Thl7 y células T
reguladoras (Waldner y Neurath, 2014). Ademas, se ha observado que puede promover la
permeabilidad celular en situaciones de inflamacion (Al-Sadi y cols., 2014), pero hacia el
término de un proceso inflamatorio esta citoquina promueve la proliferacion epitelial y
reparacion de dafio (Kuhn y cols., 2014). De acuerdo a nuestros resultados, IL-6, junto con
MCP3 e IP10, presentaron niveles detectables luego de 18h post-infeccion, por lo que podrian
estar jugando un rol mas a largo plazo durante la infeccion. Se ha planteado que la secrecién de
citoquinas por las células del modelo 3D se deberia principalmente a la presencia de las células
epiteliales en el modelo, mientras que el nivel de contribucion de macréfagos, fibroblastos y
células endoteliales en la secrecién de citoquinas proinflamatorias hacia el sobrenadante no ha

sido completamente estudiada (Salerno-Goncalves y cols., 2016b).

A partir de estos resultados, se observa que tanto STEC como EAEC promueven un
aumento de la respuesta inflamatoria en este modelo intestinal, en comparacion a la condicién
sin infectar. Se ha reportado que cambios en el ambiente intestinal producto de la respuesta
inflamatoria del hospedero podria influenciar la colonizacion de patdgenos intestinales.

Ademas, se ha asociado un aumento en la inflamacién intestinal con un desbalance en la
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microbiota, caracterizado con una reducida abundancia de anaerobios obligados y una
expansion de bacterias anaerobio-facultativas, principalmente de la familia Enterobactericiacae
(Lupp vy cols., 2007). Esto ocurriria como consecuencia a cambios en la disponibilidad de
especies reactivas de oxigeno y de nitrogeno en el ambiente intestinal, creando un nicho que
favorece el crecimiento de enterobacterias por sobre anaerobios obligados. Estos cambios se
podrian reflejar en un ambiente nutricional alterado, cémo por ejemplo, cambios en la
composicion de los carbohidratos que componen el mucus en situaciones de inflamacion,
cambiando la disponibilidad de nutrientes en el ambiente intestinal y favoreciendo su expansion

(Baumler y Sperandio, 2016).

Como paso siguiente, se evalud que ocurre con la secrecion de IL-8 al infectar el modelo
3D con STEC y EAEC, en presencia del sobrenadante de E. albertii, confirmando que la
presencia de este sobrenadante produce una mayor respuesta inflamatoria en STEC. Este

resultado se observé luego de 18 h post-infeccidn, mientras que a las 3h post-infeccion no se

observaron cambios, por lo que el tiempo de respuesta observado en este modelo podria ser en

tiempos mas largos que lo observado en el modelo de células en monocapa. Por el contrario,
para EAEC, se observo una disminucion en los niveles de I1L-8 en presencia del sobrenadante

en los diferentes tiempos de estudio. De esta manera, los resultados preliminares obtenidos en

el modelo 3D mostraron para STEC un aumento en la secrecion de IL-8 en un tiempo post-

infeccion diferente al observado por_las células en monocapa, mientras que para EAEC se

observaron resultados opuestos en la secrecion de IL-8. Si bien estos experimentos se llevaron

a cabo sin replicado y es necesario repetirlos para confirmar el resultado, un factor que podria

estar asociado a estas diferencias son las células epiteliales utilizadas, las cuales en el modelo
3D corresponden a la linea celular HCT-8, provenientes de un adenocarcinoma colorectal —
ileocecal (HCT-8 [HRT-18] (ATCC® CCL-244™)) mientras que las células T84 utilizadas en
el modelo en monocapa provienen de un adenocarcinoma de colon con metéstasis en el pulmon
(T84 (ATCC® CCL-248™)). Ambas lineas celulares tienen la capacidad de crecer hasta
confluencia y formar uniones estrechas y desmosomas, sin embargo, sélo al realizar la
construccién del modelo 3D podemos distinguir la formacion de una monocapa de células
polarizadas, observando una cara apical y una basolateral. La eleccion de las células HCT8 en
este modelo se realizé debido a su capacidad de crecer en condiciones de microgravedad
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(Salerno-Goncalves y cols., 2011). Otro factor que considerar es la condicién de microgravedad

en la que se lleva a cabo el modelo 3D, condicion en la que se ha propuesto que las células

adoptan una auto-organizacion similar a lo que ocurre en el intestino, debido a que se ha

observado que la microgravedad incrementa la diferenciacion celular de cultivos de células

epiteliales y endoteliales (Salerno-Goncalves y cols., 2016a). De esta manera, la infeccion

también se lleva a cabo en condicion de microgravedad y podria ser una de las razones por la
que observamos una respuesta diferente en comparacion a la infeccién en monocapa en cuanto
a tiempo de respuesta y resultado obtenido. Seria interesante evaluar qué ocurre con la expresion
de factores de virulencia en condiciones de microgravedad considerando que se ha reportado
que la exposicion de bacterias Gram-negativas a estas condiciones puede regular la virulencia

de enteropatdgenos, incrementando por ejemplo la capacidad de infeccion de E. coli

enteroinvasiva, la invasion de Salmonella Typhimurium a células en cultivo y una mayor

secrecion de fluidos mediada por ETEC en un modelo de asa ligada de rata (Rosenzweig y cols.,

2014). En relacion a esto, también se ha observado una alteracion en la respuesta del hospedero
a la infeccién por estos patdgenos en condiciones de microgravedad, reflejado en una mayor

secrecion de citoquinas como IL-8, IL-6 v TNF-o en condiciones simuladas de microgravedad

(Chopray cols., 2006; Kruger y cols., 2019) lo que podria explicar nuestros resultados luego de
la infeccidn con cepas de ECD en presencia del sobrenadante de E. albertii.

Experimentos preliminares utilizando un modelo in vivo mostraron una menor
supervivencia de la larva G. mellonella, al co-infectar con la cepa ECD y E. albertii en
comparacion a la condicién control. Se ha reportado que existe una asociacion entre la virulencia
del patégeno y la supervivencia de la larva, donde bacterias que causan severas infecciones en
humanos también son altamente virulentas en el modelo de Galleria (Ramarao y cols., 2012).
Estudios previos han descrito que este insecto presenta una respuesta inmune innata similar a la
encontrada en vertebrados, distinguiendo una respuesta mediada por células fagociticas,
denominadas hemocitos; y una respuesta caracterizada por la secrecion de molecular efectoras
como péptidos antimicrobianos y proteinas tipo complemento. De esta manera, producto de la
infeccion con patdgenos, la larva genera una respuesta inmune que ayude a inmovilizar y

eliminar el patdgeno, sin embargo cuando esta respuesta no puede controlar la infeccion se

correlaciona con la muerte de la larva al poco tiempo despues (Tsai y cols., 2016). En relacién
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a esto, nuestros resultados indicarian que la coinfeccion con E. albertii es méas virulenta que al
realizar la co-infeccién con E. coli HB101. Considerando que al infectar tanto E. albertii como
con la cepa HB101 se obtiene un 100 % de sobrevida de las larvas, es probable que el efecto

que estemos observando se debe a una mayor virulencia de la cepa de ECD. En los ultimos afos,

se han generado nuevas aplicaciones y usos para este modelo, como el analisis de expresion de

péptidos antimicrobianos en distintos tiempos de infeccién, medicion de la proliferacion del
microorganismo al interior de la larva, y evaluar la produccién de lactato deshidrogenasa como
marcador de dafio celular (Tsai y cols., 2016), de manera que seria interesante evaluar estos
parametros y caracterizar de mejor manera como se esta viendo afectada la respuesta inmune en
este modelo de virulencia. De la misma manera, también seria interesante evaluar el efecto que

tendria el sobrenadante de E. albertii sobre la virulencia de la cepa ECD en este modelo in vivo.

Esta seccidn del trabajo de tesis también cuenta con limitaciones. La primera de ellas es
que no se contd con el uso de una bacteria comensal o sobrenadante que actuase como control
en los experimentos realizados, de manera de descartar que los efectos observados se deban a la
presencia de metabolitos secretados por cualquier otra bacteria de la microbiota intestinal. De
la misma manera, seria importante evaluar si este efecto puede ser observado al utilizar cepas
de E. albertii aisladas desde muestras de deposicion. En relacion al modelo 3D utilizado, se
realizd un experimento sin replicado, a la espera de poder montar este modelo en el laboratorio
y de esta manera confirmar los resultados obtenidos con el modelo 3D. Al mismo tiempo, se
espera evaluar otras variables como concentracion de sobrenadante, el MOI utilizado y el
estudio de citoquinas proinflamatorias en otros tiempos post-infeccion de manera de caracterizar
de mejor manera la respuesta inflamatoria causada por cepas de ECD en este modelo 3D. Por
otro lado, hasta la fecha no se han reportado los mecanismos que estarian participando en la
regulacion de una respuesta inflamatoria, como la interaccion entre los distintos componentes
presentes en el modelo 3D, de manera que seria interesante estudiar la participacion de cada uno
de los factores participantes de este modelo en la secrecidn de citoquinas proinflamatorias como
también los mecanismos involucrados en la regulacion de la respuesta inflamatoria. Otro punto

para considerar_en este trabajo, han sido los resultados obtenidos en la cuantificacién de los

niveles de IL-8 secretados por células epiteliales, luego de ser infectadas con STEC o EAEC.

Estos resultados mostraron variabilidad en los niveles de IL-8 cuantificados entre los diferentes
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experimentos realizados. A pesar de esto, los resultados presentados siempre muestran el mismo

patron de aumento de IL-8 en presencia del sobrenadante de E. albertii y nos permiten realizar

las conclusiones de este trabajo. Sin embargo, en estos experimentos no se consideraron

variables como el nimero del pasaje de la linea celular T84 con la que se realizaron los

experimentos y que podrian tener un efecto en la variabilidad de los resultados. Otra variable en

consideracién es el método utilizado para la cuantificacion de IL-8, que corresponde a un ensayo

de ELISA montado en el laboratorio, v no a un Kit comercial, gue hasta la fecha ha sido utilizado

por varios grupos de investigacion (Harrington y cols., 2005; Zhou y cols., 2003) pero que

podria contribuir a las variaciones observadas de un experimento a otro. Por lo tanto, seria

interesante evaluar mediante la utilizacion de un kit comercial si los cambios en los niveles de

IL-8 dependen de variables del ensayo de infeccion o bien, del ensayo utilizado para cuantificar

los niveles de IL-8.

Finalmente, con el objetivo de determinar la naturaleza de los metabolitos presentes en
los sobrenadantes, se realizaron experimentos con el sobrenadante hervido de E. albertii,
obteniendo el mismo aumento en la secrecion de IL-8 observado con el sobrenadante control
(dato no mostrado), lo que apoya la hipétesis que un factor de naturaleza no proteica podria ser
el responsable del efecto observado. Paralelamente, en estudios de metabolémica del
sobrenadante de E. albertii se encontrd la presencia de los SCFA acido acético y acido formico.
Estudios previos han mostrado que al exponer E. coli a acetato, produce cambios en la expresion
génica asociado a la utilizacion de este componente como fuente de carbono, destacando un
aumento en la expresion de enzimas encargadas de la activacion del acetato y su metabolismo a
través del ciclo de los acidos tricarboxilicos (Bernal y cols., 2016; Ohy cols., 2002). En nuestros
resultados es posible observar para EAEC un aumento en la expresion de estas enzimas
metabolicas al ser incubada con el sobrenadante de E. albertii (dato no mostrado), lo que podria
estar indicando el ingreso y uso de acetato por parte de esta bacteria. Por otra parte, se ha
demostrado la participacion de los SCFA en la virulencia de patdgenos entéricos. Por ejemplo,
para STEC se ha observado que la incubacién de esta bacteria con una mezcla de acidos grasos
puede modular la motilidad de la bacteria, la cual, dependiendo de la concentracién de acidos
grasos, se puede ver aumentada o disminuida respecto a la condicion control (Lackraj y cols.,

2016). Junto con esto, se ha demostrado que el crecimiento de EPEC en presencia de acetato
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regula positivamente la expresion de genes de la isla LEE y genes flagelares a través de los
reguladores Ler y FliA respectivamente (Yang y cols., 2018). También se ha encontrado que el
acetato, propionato y butirato inducen la expresion de la proteina FliC afectando la motilidad de
la bacteria, de una manera dependiente de los activadores transcripcionales FINC y FIhDs y que
la presencia de butirato aumenta la expresion de genes de la isla LEE (Tobe y cols., 2011). De
acuerdo a estos antecedentes, se podria proponer que la presencia de acetato en el sobrenadante
de E. albertii induce en STEC el aumento de expresion del gen regulador ler, y el aumento de
la expresion de genes flagelares como los que codifican el regulador FIhC, el activador de la
transcripcion FIhD vy las proteina flagelar FIhE y FIgL. Sin embargo, serdn necesarios futuros
experimentos para evaluar el rol del acetato en la expresion de factores de virulencia de las cepas
ECDy la posterior induccion de la respuesta inflamatoria en células en cultivo, junto con evaluar
si la presencia de este componente en el sobrenadante de E. albertii es uno de los responsable
del aumento de la respuesta inflamatoria observada con las cepas ECD. De esta manera, seria
posible demostrar que los SCFA pueden tener un rol en la virulencia de patégenos entéricos y

que la respuesta puede cambiar dependiendo de los niveles de éstos en la mucosa intestinal.

Considerando que existen cambios en la microbiota intestinal en pacientes con
infecciones por ECD se espera que existan cambios en los niveles de SCFA a nivel intestinal.
Respecto a esto, andlisis de muestras de diarrea asociada a antibidticos han reportado una
disminucion en los niveles de SCFA (Binder, 2010), sin embargo, no hay muchos antecedentes
de los niveles de estos acidos grasos en diarrea por patdgenos bacterianos, por lo que seria
interesante evaluar los niveles de estos metabolitos en muestras de deposicion de nifios con

infecciones por ECD Yy si estos cambios pueden afectar la colonizacion por cepas de ECD.

En este trabajo de tesis, se ha identificado una microbiota asociada a infecciones por
ECD que presenta diferencias significativas de la microbiota de nifios sanos o con infecciones
virales. Junto con esto, se identificaron especies indicadoras del grupo ECD, seleccionando E.
albertii para evaluar su rol en la virulencia de cepas de ECD, y asi determinar de manera in vitro
el impacto que presenta esta bacteria en la infeccion por ECD. Nuestros resultados muestran
que el sobrenadante de E. albertii induce cambios en la expresion de factores de virulencia de
cepas de ECD incluyendo reguladores de virulencia, toxinas y fimbrias, lo que podria modificar
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la adhesidn a células en cultivo y la respuesta inflamatoria causada por estas bacterias. Aunque
no se observaron mayores cambios en la adhesion de cepas de ECD a células epiteliales si se
encontré un aumento en la secrecién de IL-8 al infectar células epiteliales en presencia del
sobrenadante de E. albertii y que para el caso de STEC, estaria mediado por la presencia de la
fimbria Lpf. La secrecién de I1L-8 actla como quimioatractante a nivel intestinal promoviendo
la migracion de neutréfilos al sitio de la infeccion y, por lo tanto, estaria aumentando la respuesta
inflamatoria generada a nivel intestinal. De esta manera, se ha observado que la presencia de
bacterias de la microbiota intestinal modula cambios en la virulencia de cepas ECD y promueve
un aumento en la respuesta inflamatoria, reflejado en un aumento de la secrecion de 1L-8 por
células epiteliales. Considerando que los cambios observados en la virulencia de ECD ocurren
en presencia del sobrenadante de E. albertii, se postula que metabolitos secretados por E. albertii
serian responsables del efecto observado. En este sentido, se encontrd la presencia del SCFA
acetato en este sobrenadante, el cual ha sido asociado por regular la expresion génica en

enteropatdgenos_de manera dependiente de la concentracion de este componente en solucion.

Los principales resultados obtenidos en este trabajo de tesis se presentan en las Figuras 26 y 27.
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Figura 26. Modelo microbiota intestinal en los 3 grupos de estudio. Composicién de la microbiota intestinal a
nivel de phylum, para los grupos Control, Virus y ECD, de acuerdo a los resultados obtenidos en la primera parte
de este trabajo de tesis. Se destaca la presencia de especies indicadoras en cada uno de ellos.
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Figura 27. Modelo de infeccion de EAEC y STEC en presencia de E. albertii. De acuerdo a los resultados
obtenidos en este trabajo se plantea que Escherichia albertii, a través de la secrecion de metabolitos, modula la
expresion de factores de virulencia en cepas EAEC (A) y STEC (B). En EAEC, se distingue un aumento en la
expresion de los genes que codifican para la toxina Pet, y una disminucion de aquellos que codifican para flagelina
(FIiC), mientras que en STEC, se observa un aumento en la expresion de los genes que codifican para el regulador
Ler y para la fimbria Lpf, mientras que existe una disminucion de los genes que codifican para la toxina Stx. Estos
cambios se asocian a un aumento en la respuesta inflamatoria inducida por EAEC y STEC, caracterizado por un
aumento en la secrecion de IL-8 por las células epiteliales intestinales.
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CONCLUSION

A partir de los resultados obtenidos en esta tesis, se puede concluir que:

1. Existe una microbiota caracteristica asociada a la infeccion por cepas de E. coli
diarreogénicas, que es significativamente diferente de la microbiota de nifios sanos o con
infecciones por patdgenos virales. Esta diferenciacion permitio identificar especies

bacterianas indicadoras de esta microbiota.

2. Una de las especies bacterianas indicadoras de la microbiota asociada a infecciones por
ECD, E. albertii, es capaz de modular la expresion de factores de virulencia en las cepas
de referencia de STEC y EAEC.

3. La exposicion de EAEC y STEC al sobrenadante de un cultivo bacteriano de E. albertii
genera que ambas cepas ECD induzcan una mayor secrecion de IL-8 en modelos celulares

intestinales.

Estos resultados apoyan la hipotesis que existe una microbiota caracteristica en nifios con infeccion
por cepas de E. coli diarreogénicas y que la presencia de componentes bacterianos asociados a
esta microbiota puede contribuir en la regulacion de la patogenicidad de cepas de ECD. Se
propone que las bacterias indicadoras de esta microbiota intestinal, como E. albertii, estarian
contribuyendo en la secrecion de factores solubles al lumen intestinal. Estos metabolitos
favorecerian el aumento en la expresion de factores de virulencia asociados a inflamacién en las
cepas ECD, lo que produciria una mayor respuesta inflamatoria luego de la infeccion por estos
patégenos, reflejado principalmente por un aumento en la secrecién de IL-8.
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