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Resumen

Escherichia coli es una bacteria de la familia Enterobacteriaceae, que forma parte de la microbiota
intestinal humana y que, por otro lado, es agente causal de infecciones del tracto gastrointestinal y
urinario. Dentro de la especie E. coli existe una amplia variedad de cepas, las que, de acuerdo a las
metodologias mas actualizadas, pueden ser clasificadas en filogrupos y secuenciotipos. Dentro del
filogrupo B2, el cual incluye principalmente cepas patogénicas extraintestinales de E.coli, es donde
encontramos a las E. coli productoras de colibactina (CoPEC), cuya prevalencia ha ido en aumento en
la poblacion mundial. Las cepas CoPEC poseen la isla de patogenicidad pks (polyketide synthase) en su
genoma, que codifica la maquinaria de sintesis de la toxina colibactina, un compuesto hibrido entre
policétido y péptido de sintesis no ribosomal. Mediante analisis de microscopia, se ha visto que
infecciones transientes con CoPEC inducen megalocitosis en células eucariotas, caracterizada por el
aumento progresivo del tamafio celular y del ndcleo. La induccién de megalocitosis ha sido
mayoritariamente observada utilizando cepas prototipo y no ha sido sisteméaticamente determinada en
células infectadas con grupos de aislados clinicos que representen una mayor diversidad genética.
Ademas, no se han realizado analisis cuantitativos de las imagenes capturadas por microscopia, que
permitan determinar la magnitud de los efectos citopéaticos ocasionados por distintas cepas CoPEC. Por
lo tanto, este trabajo tiene como objetivo evaluar la capacidad de distintos aislados clinicos de CoPEC
de ocasionar megalocitosis sobre células HelLa en tinciones de May-Griinwald Giemsa (MGG) y
mediante el uso de High Content Screening (HCS). Ademaés, se cuantificaron y establecieron
diferencias en la magnitud del efecto citopatico entre diferentes aislados, mediante el software Fiji. Se
observé que todos los aislados clinicos de cepas COPEC presentaron la capacidad de inducir
megalocitosis, con diferencias significativas en su magnitud e independiente del secuenciotipo. De este
modo, la implementacién de estas metodologias contribuird a la caracterizacion de las capacidades
patogénicas que las cepas CoPEC exhiben in vitro, estableciendo una base para futuras evaluaciones
del rol de otro determinantes de patogenicidad, ademas de la colibactina, y la eficacia de potenciales

inhibidores. Palabras clave: E. coli, colibactina, isla pks, megalocitosis, secuenciotipo.



Abstract

Escherichia coli is a bacterium of the Enterobacteriaceae family, which is part of the human intestinal
microbiota and that, on the other hand, is the causative agent of gastrointestinal tract and urinary tract
infections. E. coli comprises a wide variety of different strains, which according to the most updated
methodologies, can be classified into phylogroups and sequence types. Within the B2 phylogroup,
which includes mainly extraintestinal pathogenic strains, is the Colibactin-Producing E.coli (CoPEC)
pathotype, whose prevalence has been increasing in the worldwide human population. CoPEC strains
harbor the pks genomic island that encodes the machinery required for synthesis of the toxin colibactin,
a nonribosomal peptide-polyketide hybrid. By performing microscopy analyses, it has been reported
that transient infections with CoPEC induce megalocytosis in eukaryotic cells, characterized by a
progressive enlargement of the cell body and nucleus. To date, these effects have mostly been analyzed
using prototype strains and have not been systematically determined in groups of clinical isolates
representing a greater genetic diversity. In addition, quantitative analyses of microscopy images have
not been performed to determine the magnitude of the cytopathic effects caused by different COPEC
strains. Therefore, the aim of this project is to evaluate the ability of different CoOPEC clinical isolates
on causing megalocytosis on HelLa cells with May-Griinwald Giemsa (MGG) stain and by using High
Content Screening (HCS). Moreover, the magnitude of the cytopathic effect was quantified using the
Fiji software, in order to establish potential differences among different CoPEC isolates. It was
observed that all CoPEC clinical isolates strains showed the capacity to induce megalocytosis, with
significant differences in the magnitude and regardless of the sequence type. Thus, the implementation
of these methodologies will contribute to the characterization of the pathogenic capacities that CoPEC
strains can demonstrate in vitro, establishing a basis for future evaluation of the role of other
pathogenicity determinants, besides colibactin, and the efficacy of potential inhibitors. Keywords: E.

coli, colibactin, pks island, megalocytosis, sequence type.



Introduccion

Clasificacion de cepas de Escherichia coli

Escherichia coli es una bacteria de la familia Enterobacteriaceae, que forma parte de la microbiota
intestinal humana desde solo horas después del parto, expandiéndose en la adultez y disminuyendo
progresivamente en la vejez (21). Es el bacilo Gram negativo mas comun como agente infeccioso en el
humano (18) y se asocia principalmente a infecciones del tracto gastrointestinal y urinario (ITUs) (8).

Particularmente en esta Gltima enfermedad, ocasiona hasta un 75 a 80% de los casos (3, 6).

Existe una amplia diversidad de cepas dentro de la especie E. coli, las que han sido clasificadas de
diversas formas, por ejemplo, de acuerdo a la enfermedad que ocasionan o a las variantes de antigenos
de superficie que producen. Sin embargo, en la actualidad destacan esquemas de clasificacion que
emplean determinaciones del filogrupo o del secuenciotipo. La determinacion del filogrupo es una
clasificacion basada en la deteccion de cuatro genes (arpA, chuA, yjaA y TspE4.C2), mediante la
técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa Mdltiple (PCR multiplex), y posterior analisis de los
productos mediante electroforesis, donde la ausencia o presencia de los productos génicos para cada

caso, va a permitir la clasificacion de las cepas en siete filogrupos: A, B1, B2, C, D, Ey F (4).

Por otro lado, el secuenciotipo es una clasificacién mucho mas resolutiva que el filogrupo (se conocen
hasta ahora méas de 13.000 secuenciotipos de E. coli (30)) y se establece mediante MLST (Multilocus
sequence typing), técnica en la que se amplifican los segmentos internos especificos de siete genes
housekeeping (adk, fumC, gyrB, icd, mdh, purA y recA) mediante PCR convencional, se secuencian y
luego se obtiene una secuencia Unica para cada uno de los genes de cada cepa de E. coli, a la que se le

asigna un namero que representa un alelo (Figura 1).
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Figura 1: Multilocus Sequence Typing (MLST). Secuenciotipo basado en el perfil alélico asighado a

secuencias Unicas de 7 genes housekeeping (4).

Posteriormente, dependiendo de la combinatoria de alelos, se le otorga un tipo de secuencia o
secuenciotipo, denominado ST, seguido de un nimero que representa una combinatoria alélica Unica
(20). En la actualidad, tanto el filogrupo como el secuenciotipo pueden ser determinados a partir de las

secuencias genémicas de cepas de E. coli.

Cepas comensales y patogénicas

Dentro de la especie E. coli encontramos cepas comensales y cepas patogénicas. Las comensales
residen en el tracto gastrointestinal e interactian con el hospedero obteniendo beneficios de este sin
ocasionar dafio, mientras que las patogénicas si ocasionan perjuicios, afectando a un gran nimero de
personas anualmente en todo el mundo (21). Es ampliamente aceptado como teoria de evolucion, que
los distintos linajes de E. coli patogénicas hoy existentes provienen de una E. coli comensal, y que su
emergencia se debe a mdultiples eventos de transferencia horizontal de genes, en los que fueron
adquiriendo diversos factores de virulencia mediante la transferencia horizontal de elementos genéticos
moviles (21) que, en la actualidad, son esenciales para su mecanismo de patogenicidad (6). Existen al

menos cuatro maneras en las que una bacteria puede captar ADN, en forma de elementos genéticos



moviles, mediante transferencia horizontal. Una primera es la (i) transduccion, que ocurre a través de
virus o fagos (36, 38); (ii) conjugacién, mediante la cual una bacteria dadora le transfiere un plasmido a
una bacteria receptora (36, 40); (iii) transformacion, donde la bacteria capta ADN libre en el ambiente
(36, 39); y (iv) transferencia de ADN mediante vesiculas de membrana externa, las cuales al ser
liberadas al exterior por una célula dadora, son capaces de fusionarse con la membrana externa de una
célula receptora (37). Dentro de los elementos genéticos moviles que han sido determinantes en la
emergencia de cepas patogénicas, en general, se encuentran las islas de patogenicidad (PAIlSs), las cuales
se integran a una molécula receptora, ya sea un cromosoma, un plasmido o el genoma de un fago. Es
posible diferenciarlas del resto del genoma ya que presentan una composicion nucleotidica distinta y

suelen insertarse junto a genes de ARN de transferencia (10, 24).

Debido a la ganancia o pérdida de elementos genéticos moviles, es que los genomas de las E. coli
patogénicas poseen una gran diversidad y plasticidad genémica, y sus genomas presentan un tamafio
cerca de 1 Mb mas grande que los genomas de las cepas de E. coli comensales (6). Dentro de las E. coli
patogénicas, se han estudiado ocho categorias definidas como patovares o patotipos, los cuales estan
definidos por la expresién de factores de virulencia especificos y/o por la presentacion clinica de la
enfermedad (21). Si bien cada uno de los ocho patovares puede poseer su mecanismo propio de
colonizacidn, adhesién e invasion de las células del hospedero, tienen similitudes mayoritariamente en
la maquinaria o proceso celular que atacan (3). En general, las E. coli patogénicas se clasifican en
patotipos diarreogénicos o extraintestinales (14), los que, como su nombre lo sugiere, provocan
infecciones a distintos niveles en el hospedero (Figura 2). Dentro de las E. coli diarreogénicas,
encontramos seis patovares correspondientes a: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli de adherencia difusa (DAEC), E. coli enterohemorrégica (EHEC), E.
coli enteroinvasiva (EIEC) y E. coli enteroagregativa (EAEC). EPEC, ETEC y DAEC colonizan el
intestino delgado y ocasionan diarrea, mientras que EHEC y EIEC generan enfermedad a nivel del

intestino grueso. EAEC es capaz de colonizar ambas zonas (6). Por otra parte, dentro de las E. coli



extraintestinales de importancia epidemioldgica, encontramos dos patovares. EI primero y maés
relevante en términos epidemioldgicos corresponde a E. coli uropatogénica (UPEC), la cual posee la
capacidad de colonizar el tracto urinario alcanzando la vejiga, donde puede ocasionar cistitis e incluso
pielonefritis al ascender hasta los rifiones (6). ElI segundo corresponde a la E. coli causante de
meningitis neonatal (NMEC), que tiene la capacidad de atravesar la barrera hematoencefélica. Sumado

a esto, ambos tipos de E. coli extraintestinales pueden alcanzar la circulacion y provocar septicemia

).

NMEC

Bloodstream
UPEC and NMEC

— Large bowel:
EHEC, EIEC and EAEC

- Kidney: UPEC

Small bowel: EPEC,
ETEC, DAEC and EAEC

Bladder: UPEC

Figura 2: Sitios anatémicos colonizados por Escherichia coli patogénica. E. coli patogénicas que
provocan infecciones en varios sitios anatomicos del cuerpo, tales como cerebro, sangre, intestino

grueso, rifiones, intestino delgado y vejiga, ocasionando enfermedades asociadas (6).

Escherichia coli productora de colibactina (CoPEC)

Dentro de las E. coli extraintestinales, recientemente se han descrito las E. coli productoras de
colibactina (CoPEC), las cuales se han asociado a cuadros de infeccion urinaria, septicemia y
meningitis neonatal, donde se ha considerado a la colibactina como un factor de virulencia (16). Por lo

tanto, varias cepas UPEC y NMEC son consideradas como CoPEC (21).



La colibactina es una genotoxina correspondiente a un compuesto hibrido entre policétido y péptido de
sintesis no ribosomal (9), cuya estructura molecular (Figura 3) fue dilucidada por M. Xue et al (26)
mediante la captura de la molécula usando como sonda ADN para su aislamiento desde cultivos
bacterianos, donde se vio como un aducto entrecruzado con dos adeninas en el ADN, y un método
combinado de espectrofotometria de masas en tindem (MS/MS), marcado isotopico y sintesis quimica.
Recientemente, las cepas COPEC se han visto asociadas a la carcinogénesis del cancer colorrectal
(CRC) (22). Existen estudios en que lineas celulares (CHO AA8, CHO xrs-6, IEC-6 y HCT-116)
expuestas a colibactina, que no sufrieron muerte celular, presentaban aberraciones cromosémicas,
inestabilidad gendémica, incremento en la frecuencia de mutacién génica (7) y aumento del tamafio in
vitro (24), todas lesiones vistas frecuentemente en este tipo de cancer. Ademas, se ha evidenciado que

favorece el crecimiento tumoral en modelos murinos con xenotrasplantes y con CRC (5).

CH,

Figura 3: Estructura molecular de la colibactina. La estructura de la colibactina esta compuesta por
dos grupos electrofilos de spirociclopropildihidro-2-pirrolonas (azul) que alquilan el ADN induciendo
rotura de doble hebra en células eucariontes, separados por un grupo dicarbonilo facil de hidrolizar

(verde). (26)

Las CoPEC pertenecen mayoritariamente al filogrupo B2 (24), y se ha visto que la prevalencia, tanto
de este grupo como de las CoPEC, ha ido en aumento en la poblacion, Ilegando a colonizar cerca del
25% de la poblacion mundial (13). Ademas de su asociacion con CRC, se ha reportado que cepas
CoPEC son responsables de una serie de cuadros clinicos que varian desde infecciones del tracto
urinario hasta sepsis, neumonia y meningitis neonatal (17). Dentro de los siete filogrupos de E.coli, es

conocido que el filogrupo A corresponde en su mayoria a cepas no patogénicas y que en el grupo



filogenético B2 se encuentran la mayoria de las cepas patogénicas, como las E. coli extraintestinales
(21), incluyendo a las CoPEC. Estas ultimas poseen en su genoma un gran numero de genes que
codifican factores de virulencia, promoviendo la invasion, colonizacion y supervivencia en la sangre y
otros tejidos, ademas de la evasién de la respuesta inmune (17). Asimismo, se ha visto que cerca del
30% de las E. coli del grupo filogenético B2 poseen en su genoma la isla de patogenicidad pks, que
codifica la maquinaria de sintesis de la colibactina (18). Se postula que la isla pks fue adquirida
mediante los mecanismos de transferencia horizontal de genes y esta relacionada a la persistencia a
largo plazo de CoPEC en el tracto gastrointestinal, representando un subgrupo altamente virulento
dentro del filogrupo B2 (23, 24). La isla pks posee un tamafio de 54 kb, contiene 19 genes (clbA - clbS)
con funcionalidades distintas, codificando tres megasintasas que sintetizan péptidos no ribosomales
(NRPS; clbH, clbJ y clbN), tres megasintasas que sintetizan policétidos (PKS; clbC, clbL y clbO), dos
megasintasas hibridas NRPS/PKS (clbB y clbK) y nueve enzimas accesorias (11) que completan todos
los elementos necesarios para la formacion de un complejo multimodular para la sintesis en el citosol
de una colibactina inactiva o precolibactina. Este precursor es traslocado al periplasma por el
transportador de membrana MATE (codificado por el gen clbM) y, al ser hidrolizado por una peptidasa
FmtA (codificada por el gen clbP), genera un producto de escision correspondiente a un aminoacido de
asparagina (C14 - asparagina) y la forma activa y madura de la colibactina, la cual es un compuesto
hibrido entre péptido de sintesis no-ribosomal y policétido, que es traslocado por un transportador ain

desconocido hacia el medio (9, 21).

Debido a que hasta ahora no se han desarrollado métodos directos para aislar la colibactina desde
cultivos bacterianos, sino que solo formas indirectas, tales como métodos de sintesis quimica y captura
de productos naturales mediante sondas (26), una cepa CoPEC es definida en la actualidad como una

cepa de E. coli que porta la isla pks (18).
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Megalocitosis

La megalocitosis es uno de los efectos citopaticos ocasionados por la infeccidén de células eucariotas
con cepas de CoPEC, la cual se caracteriza por el agrandamiento progresivo del tamafio celular y del
nucleo, en ausencia de mitosis (12, 18, 25). Otros autores han demostrado en estudios previos, el
fenotipo de megalocitosis en células eucariotas infectadas por cepas CoPEC aisladas de meningitis
neonatal, mediante tinciones de May-Grunwald Giemsa (12, 18), inmunohistoquimica (18) y azul de
metileno (25). Ademas, la megalocitosis generada por cepas de CoPEC aisladas de meningitis neonatal,
tal como SP15, ha sido cuantificada mediante la relacion entre el nimero de células HelLa infectadas y
células HelLa no infectadas, tefiidas con azul de metileno, en estudios en los que se determing el rol de

la polifosfato kinasa (‘PPK’) en la produccién de colibactina y la generacién de megalocitosis (25).

Efecto citopatico de aislados clinicos de CoPEC en células HelLa

La colibactina es una genotoxina que, si bien algunas de sus funciones y estructura han sido
dilucidadas, es un foco de investigacién que se encuentra en progreso (9). Sin embargo, existen
estudios donde ya se ha visto el efecto citopatico ocasionado por la colibactina en células HelLa, como
el realizado por Nougayréde et al (18), en el cual se demuestra que infecciones transitorias de células
eucariontes por CoPEC IHE3034 inducen ruptura masiva de la doble hebra del ADN de estas células,
bloqueando la mitosis e induciendo megalocitosis, con un aumento progresivo del tamafio celular junto
con su nucleo, y la ausencia de mitosis (Figura 4), lo que coincide con un arresto en el ciclo celular en

fase G2 (18).
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CFTO073

Figura 4: Megalocitosis inducida por infecciones transientes de células HeLa con E. coli en
tinciones de May-Grinwald Giemsa (MGG). (A) De izquierda a derecha, se observa un control de
infeccion con células HelLa no infectadas, células Hela infectadas con E. coli IHE3034 (causante de
meningitis neonatal) pks+ y células HeLa infectadas con E. coli de laboratorio DH10B en tinciones de
MGG, la cual posee un cromosoma artificial bacteriano (BAC) sin la isla pks. Se observa megalocitosis
inducida por infeccién con E. coli IHE3034, caracterizada por el agrandamiento del tamafio celular y
del nucleo (18). Barras de escala, 40 um. (B) De izquierda a derecha, se observa un control de
infeccion con células HeLa no infectadas, células HeLa infectadas con E. coli HS (comensal) isla pks-
y células HelLa infectadas con E. coli CFT073 (utropatogénica) isla pks+ en tinciones de MGG. Se
observa presencia de megalocitosis en infeccion por E. coli CFT073 (Datos de nuestro laboratorio).

Barras de escala, 40 um.

Ademas, se ha visto que la dosis de colibactina sintetizada tiene un rol en el efecto citopatico que se
genera. A altas dosis de colibactina es posible observar apoptosis en linfocitos, mientras que, a dosis
medias y dosis bajas, se genera senescencia junto con megalocitosis 0 aberraciones cromosémicas,

respectivamente (21). Esto Gltimo se genera debido a la activacion de la respuesta al dafio del ADN

12



(‘DNA Damage Response’, DDR) cuando existen bajas dosis de colibactina, donde las células que
sobreviven pueden reparar su ADN gracias a esta maquinaria y reanudar el ciclo celular (7). Sin
embargo, la reparacion del ADN puede ser incompleta y desencadenar una serie de fenébmenos, tales

como anormalidades cromosdmicas, inestabilidad gendmica y aumento de la frecuencia de mutacion

).

High Content Screening (HCS)

En gran parte de los estudios en los que se ha realizado analisis de megalocitosis en células Hela,
inducida por CoPEC, se han obtenido imagenes digitalizadas con distintos aumentos mediante
microscopia Optica de campo claro (12, 18, 27) o de fluorescencia (18). Si bien la microscopia
tradicional permite capturar efectos citopaticos, esto normalmente se realiza en un nimero pequefio de
campos visuales, por lo que solo permite el andlisis de imagenes representativas. Es por esto que, el
panorama se complica frente a la necesidad de adquirir imagenes de cientos o miles de células a una
alta resolucion, para lo cual, resulta necesario avanzar hacia una visualizacion y cuantificacién masiva
de multiples iméagenes y andlisis de multiples pardmetros de la actividad celular. En la actualidad,
existe una gran variedad de equipamientos para la adquisicion de imagenes en analisis de microscopia,
destacando el HCS de células, también conocido como celdmica, el cual involucra microscopia digital
con todos sus ejes automatizados y la posibilidad de aplicar algoritmos de analisis automatizados para
la descripcion morfométrica de las imagenes (29). Lo anterior, permite la visualizaciéon de sistemas
biol6gicos complejos en diferentes campos, planos focales, magnificaciones y espectros de forma
simultanea, lo cual disminuye significativamente el tiempo empleado en la obtencién de miles e
incluso millones de imagenes y proporciona un analisis paralelo de los datos (29), teniendo como
objetivo principal detectar y cuantificar caracteristicas relevantes de una imagen en el menor tiempo

posible, entregando reproducibilidad y estadistica.
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Meétodos informaticos de analisis de imagenes

Los métodos de analisis de imagenes son herramientas cuantitativas para el analisis de datos de
microscopia de campo claro y fluorescencia (2). Diversos softwares de andlisis de imagenes han sido
desarrollados para mejorar los procesos manuales, ya sea de codigo abierto o comerciales. Estos se
basan en algoritmos de analisis de imagenes que se pueden utilizar para la segmentacién automatizada
de nacleos y/o células individuales, caracterizacion de tipos celulares, medicion de descriptores
morfol6égicos como area, perimetro y/o longitud, entre otras (31). Estos softwares pueden diferir entre
ellos segun el area de aplicacién, costo, complejidad en el uso, entre otros aspectos. Algunos de ellos
incluyen herramientas de deteccion y cuantificacion automatizada basada en donde la delimitacion e
identificacion precisa de los cuerpos celulares mediante la binarizacion de las imagenes permite aplicar
algoritmos que describen cuantitativamente morfologia, contraste y textura de los cuerpos celulares, es
(31). La masificacion de un algoritmo completamente automatizado como estos tiene como ventaja la
reduccion del tiempo requerido para el andlisis de una gran cantidad de imagenes, y el aumento en la
reproducibilidad de los datos obtenidos. Ejemplo de ello, son los softwares Cell Profiler, Qupath y Fiji
(2, 29), los cuales son softwares de codigo abierto compatible con imagenes digitalizadas, entre ellas
las provenientes de placas de 96 pocillos, que presenta diversas herramientas de analisis para detectar y
cuantificar células, tales como: segmentacion automatizada para detectar nucleos y/o células
individuales, medicién de la morfologia celular, clasificacion de tipos celulares de acuerdo a sus

caracteristicas, entre otras funciones (2).

Existen otros softwares de andlisis de imagenes disponibles comercialmente, que dentro de sus
funciones, permiten realizar un pre-procesamiento esencial como lo es la deconvolucion de las
iméagenes microscopicas, donde mediante una operacion matematica, es posible restaurar la
deformacion de la imagen o convolucion generada por el sistema 6ptico del microscopio, en cuanto a
ruido y dispersion de los fotones incidentes en un punto determinado en la imagen (32, 33), lo cual se

denomina Point Spreading Function (PSF). El pre-procesamiento de las imagenes resulta crucial a la
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hora de obtener una representacion mas fidedigna del objeto real, con mayor resolucion y disminucién
del ruido, facilitando la posterior segmentacion y analisis de los objetos. Ejemplo de ello, es el software
Huygens (Scientific Volume Imaging, Paises Bajos), que ya ha sido utilizado para la deconvolucién de
iméagenes obtenidas en el contexto de analisis morfométrico de organelos del hongo Saccharomyces
cerevisiae (41), y mostrado que al ser aplicado de manera automatizada se convierte en un paso

esencial para cualquier tipo de procesamiento masivo.

En este contexto, considerando la implicancia de CoPEC en diferentes cuadros clinicos y debido a que
estudios del efecto citopatico de CoPEC en células HelLa infectadas han sido realizados
mayoritariamente en cepas prototipo, tales como las cepas IHE3034 (18, 42), SP15 (25, 42), y CFT073
(42) aisladas de casos de meningitis neonatal (IHE3034 y SP15) y de pielonefritis (CFT073), y solo en
un bajo nimero de aislados de otros genotipos, es que este proyecto buscara estudiar la capacidad de
distintos aislados clinicos de CoPEC, de ocasionar efectos citopaticos, tales como pérdida de la
viabilidad y megalocitosis, ya descrita en infecciones sobre células HeLa. Ademas, se cuantificaran y
estableceran posibles diferencias en la magnitud de los efectos citopaticos entre diferentes aislados
mediante el uso de un equipo de HCS (High Content Screeening), AxioObserver (Zeiss), y posterior

uso de softwares de analisis de imagenes basados en algoritmos automatizados.

De esta forma, considerando que aln no existen estudios previos en nuestro pais que investiguen y
evallen el efecto citopatico provocado por las cepas CoPEC, es que se espera contribuir a la
caracterizacion de las capacidades patogénicas que exhiben, in vitro, distintos aislados de CoPEC
obtenidos desde pacientes con cuadros infecciosos extraintestinales en Chile, algunos de ellos
representativos de genotipos relevantes en términos epidemioldgicos, por ejemplo, de los
secuenciotipos ST12, ST14y ST131 (15, 19), y, dar respuesta a las siguientes preguntas: ¢Presentan las
cepas de CoPEC, independiente de su secuenciotipo, la capacidad de ocasionar megalocitosis en
células HelLa?, y, ¢Presentan los distintos secuenciotipos de cepas de CoPEC, diferencias en la

magnitud de la megalocitosis sobre células HeLa?
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El conocimiento de estas capacidades sera util a futuro en la evaluacion del rol de otros factores de

virulencia de CoPEC, y ademas, en la evaluacion de potenciales inhibidores de la patogenicidad.
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Hipétesis

Cepas de CoPEC aisladas desde pacientes chilenos con cuadros infecciosos extraintestinales, y
representantes de distintos secuenciotipos, presentan la capacidad de ocasionar megalocitosis sobre
células HeLa, observandose diferencias significativas en la magnitud de estos efectos entre las distintas

cepas.

Objetivo general
Caracterizar la ocurrencia y magnitud de megalocitosis en células HelLa infectadas con distintos

aislados clinicos chilenos de CoPEC, representantes de distintos secuenciotipos.

Objetivos especificos
1. Determinar la ocurrencia de megalocitosis, en células HeLa infectadas con aislados clinicos de
distintos secuenciotipos de CoPEC.
2. Comparar la magnitud de la megalocitosis observada en células HelLa infectadas con aislados

clinicos de distintos secuenciotipos de CoPEC.
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Materiales y Métodos

Seleccidon de cepas y grupos experimentales

Las cepas que se utilizaron en esta tesis representan cinco secuenciotipos distintos. Tres cepas no
lograron ser clasificadas por el esquema de MLST, ya que presentan diferencias de secuencia con todos
los STs conocidos hasta la fecha, y estan rotulados como ST “desconocido”. Todas las cepas fueron
recolectadas entre los afios 2008 y 2011 en tres hospitales chilenos y poseen diverso origen, desde
casos de infecciones de heridas quirdrgicas, aisladas de orina en casos de ITU y de hemocultivos en

casos de sepsis y urosepsis (Tabla 1).

Tabla 1. Aislados clinicos de cepas de E. coli productora de colibactina caracterizadas como pks

positivas.
N° UChile Afo de Origen Hospital Filogrupo Secuenciotipo
aislamiento
6 2011 Herida quirdrgica San José B2 ST-12
15 2011 Herida quirargica San José B2 ST-14
59 2010 Herida quirdrgica San José B2 Desconocido
Hemocultivos
175 2008 Félix Bulnes B2 Desconocido
(Urosepsis)
198 Desconocido Urocultivo HCUCH B2 ST-141
207 Desconocido Urocultivo HCUCH B2 Desconocido
235 Desconocido Urocultivo HCUCH B2 ST-131
247 Desconocido Urocultivo HCUCH B2 ST -998

N° UChile: nimero Unico de registro otorgado a cada cepa CoPEC; Filogrupo: clasificacion dependiente de la
ausencia o presencia de los productos génicos de cuatro genes determinados de cada cepa; Secuenciotipo:

clasificacion dependiente de la combinatoria de alelos de siete genes housekeeping de cada cepa; Desconocido
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(Ao de aislamiento): se desconoce el afio en que la cepa fue aislada; Desconocido (Secuenciotipo): cepa con una
combinatoria de alelos que no comparte con ningun otro secuenciotipo, y a la cual no se le ha otorgado aln un
nimero de ST; HCUCH: Hospital Clinico de la Universidad de Chile; Hemocultivo (urosepsis): examen de
laboratorio para verificar presencia de microorganismos en sangre, en pacientes que ademas cursan con urosepsis;
Los ensayos se realizaron basicamente mediante la infeccién de células HelLa con cada aislado de
CoPEC. Estas cepas fueron previamente caracterizadas como CoPEC en nuestro laboratorio (datos no
publicados), mediante la deteccidn de dos genes de la isla pks por PCR convencional, correspondientes

a los genes clbA y clbQ. Posteriormente, se realiz6 una secuenciacion genémica, donde se identificé la

presencia de la isla pks en cada una de estas cepas bacterianas.

Ademas, se ocuparon dos cepas adicionales, correspondientes a COPEC CFT073 y E. coli HS. CoPEC
CFTO073 es una de las cepas prototipo de UPEC, que ya ha sido bien caracterizada y representd el
control positivo en la capacidad de inducir megalocitosis (49), mientras que E. coli HS es una cepa
comensal que no posee la isla pks en su genoma, y por este motivo, representd el control negativo.
Sumado a lo anterior, se afiadié un control negativo extra, correspondiente a células HelLa sin

infeccion.

Cultivo celular

Se utilizaron células HelLA, derivadas de carcinoma uterino humano, las cuales se encontraban
almacenadas a -80°C en DMSO 5% en suero fetal bovino. Estas fueron mantenidas y propagadas bajo
una campana de flujo laminar, en botellas de cultivo T25 (25 cm? de superficie) a una razén de 0.7x10°
células por pocillo y en botellas T75 (75 cm?) a una razén de 2,625x10° células por pocillo, en medio
de cultivo DMEM (del inglés Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) suplementado con suero fetal
bovino al 10% v/v y antibiotico/antimicético al 1% v/v (contiene anfotericina B, estreptomicina y
penicilina; ThermoFisher Scientific), a una temperatura de 37 °C en un incubador con una atmosfera

constituida por 5 % de CO> (43).
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Para los ensayos de infeccion, las células HeLa propagadas fueron sembradas en placas de 96 pocillos
de fondo o6ptico (Nunc) pretratados con Nunclon Delta para facilitar su adhesion, en medio de cultivo
DMEM suplementado con suero fetal bovino al 10 % v/v y antibiético/antimicotico al 1 % v/v en dos
densidades de siembra diferentes. El volumen de células HeLa a sembrar fue medido mediante el
recuento de estas en una camara de Neubauer o hemocitometro (Boeco), considerando una densidad de
siembra de 0.04x10° células por pocillo o de una densidad de siembra de 0.01x108 células por pocillo

Para cada densidad de siembra, se realizaron 3 ensayos independientes.

Cultivo bacteriano
Las cepas bacterianas que se encontraban almacenadas a -80°C en leche descremada estéril (45),

fueron sembradas en placas Petri con Agar MacConkey e incubadas durante 24 hrs a 37 °C (43).

Para los ensayos de infeccion, las cepas bacterianas fueron cultivadas en caldo lisogénico Lennox (LB)
durante 16-20 h a 37 °C con una agitacién de 90 RPM (43). Para estimar el volumen de suspension de
bacterias cultivadas necesario para realizar la infeccion, se determiné su densidad Optica mediante un
espectrofotometro (Thermo Scientific) luego de las 16-20 hrs de crecimiento bacteriano, a una longitud

de onda de 600nm (OD600), considerando que una OD600 = 1 corresponde a 8 x 108 bacterias/mL.

Infeccion de células HeLa

Las células HelLa sembradas, una vez alcanzada una confluencia de 80%, se infectaron en medio de
cultivo DMEM sin suplemento (ThermoFisher Scientific) en una camara de bioseguridad tipo 2, con
una multiplicidad de infeccion de 20 bacterias por célula (MOI 20) y de 100 bacterias por célula (MOI
100), durante 4 h a 37 °C en una atmdsfera constituida por 5 % de CO; (Figura 5) (18, 43). Para cada

MOI y cepa de E. coli empleada en la infeccion, se realiz6 un triplicado.

20



HOOBBEEE0800
ORS00S0 0
A
AN DD DD
DD
SEEC XXX
100/00/0/0/00 0000
{SOOOOO00000

Figura 5: Planilla de infeccion de cepas CoPEC. 1-12: columnas de la placa de 96 pocillos; A-H:

filas de la placa de 96 pocillos; MOI 20: multiplicidad de infeccién de 20 bacterias por célula; MOI
100: multiplicidad de infeccion de 100 bacterias por célula; HS: cepa pks negativa (control negativo);
CFTO73 (control positivo), 6, 15, 59, 175, 198, 207, 235y 247: cepas COPEC caracterizadas como pks

positivas; Sin infeccion: pocillo que posee solo células HelLa (control negativo).

Posterior a la infeccion, se realizaron tres lavados consecutivos con tampén fosfato salino (PBS 1X) y
se incubaron las células infectadas en 100 uL de medio de cultivo DMEM suplementado con suero
fetal bovino al 5 % v/v, HEPES (25mM) y gentamicina (200 ug/mL) cada 24 hrs, durante 72 hrs a 37
°C en una atmosfera de 5 % CO (18, 43). A continuacion, se hicieron 5 lavados con PBS 1X y se fijaron
las células con 100 uL de metanol 70 % durante 7 min a temperatura ambiente. Una vez removido el
metanol 70 %, se dejo secar durante 10 min y se tifid con 100uL de la tincién de May-Grinwald
Giemsa (1:20) durante 40 min a temperatura ambiente (18, 43). Finalmente, se lavé con agua destilada

(H20d) y se incubd con 100 uL de DAPI 1:1000 (1ug/mL) durante 1 min a temperatura ambiente. Una
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vez removida la solucion de DAPI, se dejaron las células en H20d (Figura 6) a 4 °C para
posteriormente, durante la semana siguiente, registrar mediante microfotografias la ocurrencia del
efecto citopatico utilizando los equipos de HCS, AxioObserver Z1 (Zeiss, Alemania) y Cellomics

ArrayScan XTI (Thermo Scientific, Estados Unidos).

Cultivo celular

‘/\.

Siembra de ~ 40.000 Siembra de ~ 10.000
células por pocillo células por pocillo

IR NI
\/

Remover medio de cultivo DMEM
suplementado con SFB 10% y
antibidtico/antimicético 1% una vez
alcanzada la confluencia

|

Anadir DMEM sin suplemento

|

Infectar con cepas CoPEC por 4
hrs a37°Cy 5% CO2.

.

Realizar 3 lavados con PBS 1Xy
afadir DMEM suplementado (SFB
5%, HEPES 25mM y gentamicina
(200ug/mL)) cada 24 hrs.

.

Luego de las 72 hrs, realizar 5
lavados con PBS 1X

Visualizar células en H20d bajo
microscopio.

t

Incubar con solucién de DAPI
1:1000 (1ug/mL) por 1 min.

f

Tefhir con May-Griinwald
Giemsa (1:20) por 40 min.

T

Dejar secar durante 10 min.

t

Fijar con metanol 70% durante
7 min.

Figura 6: Flujo de trabajo para la deteccion de megalocitosis en células HeLa en placas de 96

pocillos.
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Ensayos de viabilidad celular

Luego de la infeccidn de células HeLa, se evalud el efecto de la colibactina sobre la viabilidad de estas,
en la misma placa de 96 pocillos utilizada para el ensayo anteriormente descrito. Para esto, en un
primer ensayo, las células fueron tefiidas con una solucién de Yoduro de Propidio (IP) lug/mL, antes
de la fijacion con metanol 70%, durante 1 min. En un segundo ensayo, se marcaron las células con una
solucion de IP 1:1000 1ug/mL antes de la fijacion con metanol 70%, durante 10 s. Por Gltimo, en un
tercer ensayo, se marcaron las células con diluciones seriadas de IP a distintas concentraciones,
lug/mL, 0.5ug/mL, 0.25ug/mL, 0.2ug/mL, 0.125ug/mL y 0.1ug/mL; antes de la fijacion con metanol
70%, durante 10 s. EI porcentaje de células vivas y muertas fue analizado mediante los equipos de
HCS, AxioObserver Z1 (Zeiss, Alemania) y Cellomics ArrayScan XTI (Thermo Scientific, Estados

Unidos).

Bioseguridad

La manipulacion de las cepas CoPEC y de las células HeLa se realizd bajo un nivel de bioseguridad 2,
lo cual implicé el uso permanente de guantes de nitrilo o latex, mascarilla de doble filtro, delantal y la
disposicion de residuos infecciosos de acuerdo a los protocolos del Programa de Microbiologia y
Micologia. Ademas, el gabinete de seguridad biolégica clase Il (CellGard ES NU-480) de cultivo
celular y el de manejo de bacterias, cuentan con barrera protectora de vidrio y se encuentran

debidamente certificadas.

Digitalizacion de iméagenes

Dentro de los equipos que emplean HCS, encontramos el equipo AxioObserver (Zeiss), el cual es un
microscopio de epifluorescencia motorizado, que ya ha sido empleado en el contexto de analisis
morfométrico de una linea celular (NCI-H446) derivada de cancer de pulmon de células pequefias (34)
y de una linea celular (HeLa) derivada de cancer de cuello cérvico uterino (35). Posee la capacidad de
escanear a gran velocidad y simultineamente, hasta 32 fluor6foros diferentes, imagenes en campo

claro, campo oscuro, contraste de interferencia diferencial (DIC, del inglés Differential Interference
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Contrast) y contraste de fases. Cuenta con un sistema de iluminacion de estado sélido, que otorga alta
estabilidad y un sistema de registro que corresponde a una cdmara digital EMCCD Evolve 512 delta.
Ademas, es compatible con diversos formatos, tales como portaobjetos y placas de 6, 12, 24, 48 y 96
pocillos, y cuenta con una cadmara de incubacion que incluye control de la temperatura, CO; y
humedad, para la observacion y seguimiento de células vivas. Su ventaja respecto a los microscopios
convencionales es que, en un tiempo acotado, puede procesar un gran nimero de muestras y detectar
multiples pardmetros a una resolucion Optima y con minimo ruido. Estd asociado al software
AxioVision Rel. 4.8, el cual ofrece diversos médulos de adquisicion de imagenes dependiendo de los
requerimientos, dentro de los cuales encontramos la adquisicién de imagenes en distintos planos
focales equidistantes dentro de un mismo campo (Z-stack) y la adquisicion de varios campos dentro de
una misma muestra o pocillo gracias a que cuenta con una platina motorizada. Dentro de sus
aplicaciones, esta el estudio de cambios morfolégicos de una célula, de estructuras subcelulares,

viabilidad y propagacion celular, entre otros (28).

De manera complementaria, se destaca el equipo de HCS, Cellomics ArrayScan XTI High Content
Reader (Thermo Scientific, Estados Unidos), el cual es un microscopio de fluorescencia automatizado
gue ya ha sido utilizado en el contexto de visualizacion de neuronas de hipocampo de rata (44). Posee
la capacidad de escanear simultdneamente hasta cinco fluord6foros diferentes e imagenes en campo
claro, y al igual que el equipo anterior, es capaz de procesar un alto nimero de muestras a gran
velocidad, obteniendo miles de imagenes en tan solo cuestion de horas. Ademas, también es
compatible con portaobjetos y placas de distintos formatos, y esta asociado al software HSC Studio, el
cual posee un total de 20 aplicaciones, dentro de las cuales encontramos citotoxicidad, viabilidad
celular, ciclo celular y propagacion celular, entre otros (28).

En la presente tesis, obtuvieron microfotografias de 16-bit de los especimenes inmersos en agua, con el
microscopio AxioObserver Z1 (Zeiss, Alemania) y Cellomics Arrayscan XTI (Thermo Scientific,

Estados Unidos) de la Universidad de Chile, configurados simultdneamente en modo campo claro y
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fluorescencia (excitacion a 365nm) (Figura 7), con un objetivo LD Plan-Neofluar 20x/0,4 Korr Ph2
M27 (D=0-1,5mm) (dt=8,4mm para D=0mm y dt=7,4mm para D=1,5mm) o0/0-1.5 sin inmersién y con
una cdmara digital EMCCD Evolve 512 delta, longitud del pixel en X = 998nm y longitud del pixel en
el eje Y =998nm. Los parametros de tiempo de exposicidn, voltaje de luz transmitida e intensidad de
la fuente de estado solido fueron optimizados y configurados para evitar una sefial excesiva o débil.
Ambos microscopios cuentan con una platina motorizada y permiten la adquisicion de imégenes de
placas de 96 pocillos a una alta velocidad y resolucién, correspondiente a 692 x 520 pixeles para
AxioObserver Z1 y 1344 x 1024 pixeles para Cellomics Arrayscan XTI, originando archivos de

iméagenes con formato zvi y C01, respectivamente.

B Cellomics Arrayscan
XTI
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Figura 7: Flujo para la adquisicién de iméagenes. Sistema de adquisicion de imagenes compuesto
por; (A) placa de 96 pocillos, (B,C) microscopios de HCS, AxioObserver Z1 (Zeiss, Alemania) y
Cellomics ArrayScan XTI (Thermo Scientific, Estados Unidos), (D) Lente objetivo de 20X usado en
ambos sistemas, (E, F) iméagenes representativas de la adquisicion secuencial (BF: Brightfield; 365nm:
DAPI). Ambos sistemas de HCS cuentan con softwares de similares caracteristicas (G) AxioVision Rel
4.8 'y (H) Thermo Scientific HCS Studio: Cellomics Scan, en los cuales es posible escanear y registrar

maltiples pocillos, y en cada pocillo, registrar multiples posiciones de forma automatizada.
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Deconvolucion de iméagenes digitalizadas mediante Huygens Professional

Una vez digitalizadas las imagenes, se utilizo el software Huygens versién 22.04 (Scientific Volume
Imaging, Paises Bajos) para la deconvolucion de las imégenes obtenidas con el microscopio
AxioObserver Z1 (Zeiss, Alemania).

Se realizo el célculo automatico de una PSF tedrica basada en el tipo de microscopio (widefield) y en
los parametros microscopicos mencionados en el apartado anterior. tales como apertura numérica,
longitud del pixel en X e Y, medio de inmersién del espécimen y del lente, y longitud de onda de
excitaciéon y emisién. Ademas, se configurd el pardmetro de relacién sefial/ruido = 5 y el nimero de
iteraciones = 400. Una vez obtenida la PSF, se utilizaron los algoritmos matematicos Classic Maximum
Likelihood Estimation (CMLE), Quick Maximum Likelihood Estimation (QMLE) y Good's Roughness
Maximum Likelihood Estimation (GMLE) de forma independiente entre si, para resolver la operacion

matematica de convolucién.

Anélisis morfométrico

Se utiliz6 un software de anélisis de imagenes, correspondiente al software Fiji (v1.53s), para
cuantificar la magnitud del efecto citopatico ocasionado por los distintos secuenciotipos de cepas
CoPEC (Figura 8).

Se desarroll6 una secuencia de comandos en el lenguaje 1J1 Macro para la ejecucion de mdltiples
algoritmos de procesamiento de imagenes. Las imagenes fueron transformadas en imagenes de 8-bit
("8-bit"). Luego, se suavizO la heterogeneidad de la tincion nuclear ("Smooth™) y se utilizaron
algoritmos que emplean herramientas para la sustraccion del ruido de fondo de la imagen ("Subtract
Background...", "rolling=200") y para la segmentacion automatizada ("Auto Threshold",

"method=0tsu white" y "Options...", "iterations=10 count=5 black do=Open") de los nucleos
(imégenes con DAPI) y regiones celulares (imagenes con BF) de las células presentes en cada imagen,
obteniendo imagenes binarias. Una vez realizada la segmentacion, se separaron los ndcleos marcados

con DAPI cuyos bordes celulares estaban en contacto ("Watershed™) y se realizd un diagrama de
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Voronoi ("Voronoi") en las iméagenes binarias de los nlcleos, donde a cada ndcleo se le asignd un
territorio o regién de la imagen. Posteriormente, se superpusieron los diagramas de Voronoi sobre las
imagenes binarias de las regiones celulares mediante la herramienta Image Calculator ("AND create”,
"Voronoi","Cytoplasm™). A continuacion, se cuantificaron los nucleos y citoplasmas presentes en cada
imagen mediante la funcion ‘Analyze Particles’, generando ROIs para cada objeto identificado y
excluyendo los objetos que se encontraban en los bordes de las imagenes. Una vez realizada esta
deteccidn, se extrajo informacién acerca del nimero de células y nicleos remanentes en los pocillos y
de pardmetros morfométricos tales como area celular y area nuclear. Posteriormente, estos resultados
fueron filtrados de forma manual, excluyendo los objetos identificados correspondientes a

conglomerados celulares y nucleares que los comandos no lograron segmentar adecuadamente como

células y nucleos individuales, respectivamente.
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Figura 8: Imégenes represent

[\ 2 . 3
ativas de la segmentacion mediante macro en Fiji para

segmentacion nuclear y citoplasmatica. (A) Imagen monocromatica de DAPI de infeccién con E.
coli 207 MOI 20. (B) Segmentacion nuclear mediante los algoritmos Otsu y Watershed. (C) Posterior
generacion del Diagrama de Voronoi a partir de los nucleos para delimitar los territorios
citoplasmaticos. (D) Imagen monocromatica de campo claro en infeccién con E. coli 207 MOI 20. (E)

Segmentacion citoplasmatica aplicando Otsu y uso de filtros de apertura y cierre. (F) Posterior
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superposicion del diagrama de Voronoi sobre la imagen binaria delimitando con este los territorios de

los citoplasmas .

Andlisis estadistico

El andlisis estadistico fue realizado para comparar los efectos de cada cepa CoPEC sobre las células
HelLa, en términos de: nimero total de células remanentes post-infeccion, area nuclear promedio, area
celular promedio, porcentaje de nudcleos remanentes post-infeccién con un &rea superior al valor
méaximo del area nuclear en el control sin infeccion y porcentaje de células remanentes post-infeccion
con un area superior al valor maximo del area celular en el control sin infeccion . Debido a que los
datos no presentaron una distribucion normal luego de aplicar la prueba de normalidad de
D’ Agostino-Pearson y a que su varianza presentaba diferencias significativas mediante la prueba de
Bartlett, es que se utiliz6 la prueba de comparacién multiple de ANOVA Brown-Forsythe y Welch,
seguida de las pruebas posteriores de Dunnett o de Games Howell, cuando la cantidad de datos era
menor a 50 o mayor a 50, respectivamente. Se utilizd el software GraphPad Prism (version 9), donde
los datos fueron presentados como la media + desviacion estandar, y se consideraron las diferencias
como significativas cuando p < 0.05 luego de realizar al menos tres ensayos independientes (n= 3),

con tres réplicas intra-ensayo.
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Resultados

Evaluacion y seleccion del equipamiento de HCS

Se adquirieron imagenes de las células HeLa con los equipos de HCS AxioObserver Z1 y Cellomics
ArrayScan XTI en modalidad de campo claro (BF: Brightfield) y de fluorescencia. Al comparar las
imagenes se observO que no se obtenian buenos resultados en cuanto a resolucion y nitidez en las
imagenes obtenidas con el microscopio Cellomics ArrayScan XTI, particularmente en pocillos con una
alta confluencia celular. Debido al caracter completamente automatizado de este equipo, no permitia
optimizar los ajustes de foco automatico requeridos para una correcta microfotografia. Distinto fue
cuando se adquirieron imagenes de pocillos con una menor confluencia celular, siendo posible
distinguir con mayor claridad los contornos nucleares y celulares (Figura 9). Por las dificultades de
automatizar este sistema para las diferentes confluencias celulares, se decidi6 utilizar las imagenes
obtenidas con el microscopio AxioObserver Z1, el cual también posee un componente automatizado en
la lectura de los diferentes pocillos, pero permite la busqueda del foco manual, lo cual es mas lento,
pero asegura la factibilidad de esta tesis en el periodo establecido. Por lo tanto, de aqui en adelante
todos los resultados mostrados seran aquellos obtenidos con el equipo AxioObserver Z1, tanto para la

visualizacidn de los efectos citopaticos como para el analisis morfométrico posterior.
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~10.000 células ~40.000 células

DAPI

Figura 9: Adquisicion de iméagenes con el equipo Cellomics ArrayScan XTI. Infeccién con E. coli

HS MOI 20 sobre ~10.000 células HeLa sembradas (A, C) y sobre ~40.000 células HelLa sembradas
(B, D). Se observa mayor nitidez y definicion de los contornos nucleares (DAPI) y celulares (BF) en

las imagenes con una siembra de ~10.000 celulas. Barras de escala, 50 um.

Ademas de la problematica del foco automatizado, el microscopio Cellomics ArrayScan XTI ysu
software asociado, presentaron una serie de dificultades técnicas durante el transcurso de la tesis que le
impedian leer sobre 900 muestras. Abordamos esta dificultad evaluando sistematicamente cada una de
las caracteristicas del ensayo que explicaran esta limitacién, concluyendo que la limitada capacidad del
software no era suficiente para el procesamiento de un gran volumen de muestras. Por lo tanto, se
realiz6 una optimizacion del hardware, siendo posible actualmente evaluar hasta 3000 iméagenes en 5D.
Por ultimo, debido a la muy reciente estandarizacion en el uso del equipo AxioObserver Z1, no existia

ningun instructivo ni manual de operaciones, por lo que durante este proyecto desarrollé un protocolo
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de operaciones paso a paso disponible en la pagina web de REDECA (28), que permite actualmente el

uso masivo del equipo.

Megalaocitosis in vitro de aislados clinicos de CoPEC

En las infecciones con cepas CoPEC donde se sembraron ~40.000 células HelLa, se observo la
ocurrencia de megalocitosis en aquellas células infectadas con las cepas de E. coli CFT073 (Figura 9),
correspondiente al control positivo, E. coli 15 (Figura 10), E. coli 175 (Figura 11), E. coli 198 (Figura
12), E. coli 207 (Figura 13), E. coli 235 (Figura 14) y E. coli 247 (Figura 15), siendo evidente un

aumento en el tamafio celular junto con el agrandamiento del nucleo.

Por otro lado, se observo una mayor cantidad de células con megalocitosis en las infecciones con las
cepas CoPEC CFTO073 (Figura 9), 175 (Figura 11) y 198 (Figura 12), donde hubo una siembra de ~
10.000 ceélulas HeLa, tanto a MOI 20 como a MOI 100, evidencidndose ademas, un mayor aumento del

tamano celular y nuclear de algunas células.

En la infeccion con E. coli 15 (Figura 10) y E. coli 247 (Figura 15) a una densidad de siembra de ~
10.000 células, un analisis cualitativo luego de observar todas las muestras concluye que no se
observaron diferencias notorias en la cantidad de células que presentaron megalocitosis respecto a los

pocillos con una mayor densidad de siembra.
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Figura 10: E. coli CFT073 (control positivo). Células HeLa con una densidad de siembra de ~
40.000 células, infectadas con E. coli CFT073 MOI 20 (A, C) y MOI 100 (B, D), y con una densidad

de siembra de ~10.000 células, infectadas con E. coli CFT073 MOI 20 (E, G) y MOI 100 (F, H). BF:

brightfield; DAPI: 4,6-diamidino-2-phenylindole; MOI 20: multiplicidad de infeccion de 20 bacterias

por célula; MOI 100: multiplicidad de infeccion de 100 bacterias por célula. Barras de escala, 50 um.
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Figura 11: E. coli 15. Células HeLa con una densidad de siembra de ~40.000 células, infectadas con
E. coli 15 MOI 20 (A, C) y MOI 100 (B, D), y con una densidad de siembra de ~10.000 células,

infectadas con E. coli 15 MOI 20 (E, G) y MOI 100 (F, H). BF: brightfield; DAPI:
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4,6-diamidino-2-phenylindole; MOI 20: multiplicidad de infeccién de 20 bacterias por célula; MOI

100: multiplicidad de infeccion de 100 bacterias por célula. Barras de escala, 50 um.

MOI 20 ' MOI 100

DAPI

DAPI

Figura 12: E. coli 175. Células HeLa con una densidad de siembra de ~40.000 células, infectadas con
E. coli 175 MOI 20 (A, C) y MOI 100 (B, D), y con una densidad de siembra de ~10.000 células,

infectadas con E. coli 175 MOI 20 (E, G) y MOI 100 (F, H). BF: brightfield; DAPI:
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4,6-diamidino-2-phenylindole; MOI 20: multiplicidad de infeccién de 20 bacterias por célula; MOI

100: multiplicidad de infeccion de 100 bacterias por célula. Barras de escala, 50 um.

Figura 13: E. coli 198. Células HeLa con una densidad de siembra de ~40.000 células, infectadas con
E. coli 198 MOI 20 (A, C) y MOI 100 (B, D), y con una densidad de siembra de ~10.000 células,

infectadas con E. coli 198 MOI 20 (E, G) y MOI 100 (F, H). BF: brightfield; DAPI:
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4,6-diamidino-2-phenylindole; MOI 20: multiplicidad de infeccion de 20 bacterias por célula; MOI

100: multiplicidad de infeccion de 100 bacterias por célula. Barras de escala, 50 um.

Si bien la cepa CoPEC 207 (Figura 13) presentd células con megalocitosis a una MOI 20, hubo una
pérdida total de las células presentes en el pocillo a una MOI 100, lo cual se repitié tanto en los
pocillos con una densidad de siembra de ~40.000 y ~10.000 células. Asimismo, a una MOI 20, la
cepa CoPEC 235 (Figura 14) mostré megalocitosis en pocillos con una densidad de siembra de ~
40.000 células HelLa, mientras que a una MOI 100, no quedaron células restantes en el pocillo. Sin
embargo, al disminuir la densidad de siembra, los pocillos infectados con la cepa CoPEC 235 quedaron

sin células visibles en su interior.
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Figura 14: E. coli 207. Células HeLa con una densidad de siembra de ~40.000 células, infectadas con
E. coli 207 MOI 20 (A, C) y MOI 100 (B, D), y con una densidad de siembra de ~10.000 células,
infectadas con E. coli 207 MOI 20 (E, G) y MOI 100 (F, H). BF: brightfield; DAPI:
4,6-diamidino-2-phenylindole; MOI 20: multiplicidad de infeccion de 20 bacterias por célula; MOI

100: multiplicidad de infeccion de 100 bacterias por célula. Barras de escala, 50 um.
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Figura 15: E. coli 235. Células HeLa con una densidad de siembra de ~40.000 células, infectadas con
E. coli 235 MOI 20 (A, C) y MOI 100 (B, D), y con una densidad de siembra de ~10.000 células,
infectadas con E. coli 235 MOI 20 (E, G) y MOI 100 (F, H). BF: brightfield; DAPI:
4,6-diamidino-2-phenylindole; MOI 20: multiplicidad de infeccion de 20 bacterias por célula; MOI

100: multiplicidad de infeccion de 100 bacterias por célula. Barras de escala, 50 um.

38



Figura 16: E. coli 247. Células HeLa con una densidad de siembra de ~40.000 células, infectadas con
E. coli 247 MOI 20 (A, C) y MOI 100 (B, D), y con una densidad de siembra de ~10.000 células,
infectadas con E. coli 247 MOI 20 (E, G) y MOI 100 (F, H). BF: brightfield; DAPI:
4,6-diamidino-2-phenylindole; MOI 20: multiplicidad de infeccion de 20 bacterias por célula; MOI

100: multiplicidad de infeccion de 100 bacterias por célula. Barras de escala, 50 um.
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Por otra parte, en la infeccion con cepas CoPEC 6 (Figura 16) y 59 (Figura 17) en ambas densidades de
siembra, los campos visuales de los pocillos quedaron completamente vacios, pudiendo observarse solo
detritus celulares tanto a MOI 20 como MOI 100 e imposibilitando la visualizacion de la ocurrencia o

no de megalocitosis.

MOl 20 MOI 100

BF

DAPI

BF

DAPI

Figura 17: E. coli 6. Células HeLa con una densidad de siembra de ~40.000 células, infectadas con

E. coli 6 MOI 20 (A, C) y MOI 100 (B, D), y con una densidad de siembra de ~10.000 células,
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infectadas con E. coli 6 MOl 20 (E, G) y MOI 100 (F, H). BF: brightfield, DAPI:
4,6-diamidino-2-phenylindole; MOI 20: multiplicidad de infeccién de 20 bacterias por célula; MOI

100: multiplicidad de infeccion de 100 bacterias por célula. Barras de escala, 50 um.

MOl 100

e SE— —

MOI 20

Figura 18: E. coli 59. Células HelLa con una densidad de siembra de ~40.000 células, infectadas con

E. coli 59 MOI 20 (A, C) y MOI 100 (B, D), y con una densidad de siembra de ~10.000 células,
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infectadas con E. coli 59 MOI 20 (E, G) y MOI 100 (F, H). BF: brightfield; DAPI:
4,6-diamidino-2-phenylindole; MOI 20: multiplicidad de infeccién de 20 bacterias por célula; MOI

100: multiplicidad de infeccion de 100 bacterias por célula. Barras de escala, 50 um.

En los pocillos correspondientes a los controles negativos, la infeccion con E. coli HS (Figura 18) y el
control sin infeccion (Figura 19), no se observd la ocurrencia de megalocitosis, tanto para una densidad

de siembra de ~40.000 células como para una densidad de siembra de ~10.000 células.
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Figura 19: E. coli HS (control negativo). Células HeLa con una densidad de siembra de ~40.000
células, infectadas con E. coli HS MOI 20 (A, C) y MOI 100 (B, D), y con una densidad de siembra de

~10.000 células, infectadas con E. coli HS MOI 20 (E, G) y MOI 100 (F, H). donde no se observa la
ocurrencia de megalocitosis. BF: brightfield; DAPI: 4,6-diamidino-2-phenylindole; MOI 20:
multiplicidad de infeccion de 20 bacterias por célula; MOI 100: multiplicidad de infeccién de 100

bacterias por célula. Barras de escala, 50 um.
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DAPI

40.000 células (A, C) y con una densidad de siembra de ~10.000 células (B, D), donde no se observa
la ocurrencia de megalocitosis. BF: brightfield; DAPI: 4,6-diamidino-2-phenylindole; MOI 20:
multiplicidad de infeccion de 20 bacterias por célula; MOI 100: multiplicidad de infecciéon de 100
bacterias por célula. Barras de escala, 50 um.

Cabe mencionar, que cada imagen empleada en la realizacién de las Figuras 9 - 19 es representativa de

un total de 27 imagenes y de 3 ensayos realizados de manera independiente.

Viabilidad celular in vitro de aislados clinicos de CoPEC

Se realizaron ensayos donde se marcaron las células HelLa infectadas con Yoduro de Propidio (IP)
(lug/mL) durante 1 minuto para ver muerte celular. Sin embargo, al afiadir este marcador fluorescente,
las células sufrieron una disminucién de su tamafio nuclear, adquiriendo una morfologia pequefia y
circular (Figura 20), incluyendo las células que presentaban megalocitosis. Debido a esto, no fue
posible evaluar la pérdida de viabilidad celular en las células HeLa infectadas con distintos aislados

clinicos de CoPEC mediante este método.
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Figura 21: Marcacion con Yoduro de Propidio (IP) para evaluar viabilidad celular. Comparativa
entre infeccion de células HelLa con E. coli CFT073 MOI 20, sin marcacion con IP (1ug/mL) (A, C)y
con marcacion con IP (lug/mL) (B, D). Los nulcleos de las células tratadas con IP presentan una
morfologia pequefia y circular respecto a las células sin tratamiento con IP. BF: brightfield; DAPI:
4,6-diamidino-2-phenylindole; IP: Yoduro de propidio; MOI 20: multiplicidad de infeccién de 20
bacterias por célula; MOI 100: multiplicidad de infeccidn de 100 bacterias por célula. Barras de escala,

50 um.

Ademés, en los ensayos donde se dejo el IP a la misma concentracién, pero por un tiempo de 10
segundos, también se visualizé disminucion del tamafio nuclear y la adquisicion de una morfologia
pequefia y circular. Asimismo, se realiz6 un ensayo donde se generaron diluciones seriadas de IP a
distintas concentraciones (1ug/mL, 0.5mg/mL, 0.25mg/mL, 0.2mg/mL, 0.125mg/mL y 0.1mg/mL). Sin
embargo, las mismas caracteristicas celulares mencionadas anteriormente estuvieron presentes.
Tomando en consideracion los plazos de ejecucién de esta tesis, no se continué con la ejecucion de

estos experimentos, privilegiando el analisis de megalocitosis.
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Analisis morfométrico para la determinacion de megalocitosis

Al someter los datos del analisis morfométrico a pruebas estadisticas, se observo que el nimero total de
células remanentes post-infeccion con cepas CoPEC no tuvo diferencias significativas entre estas a una
densidad de siembra de ~40.000 células y MOI 20. No asi, a una MOI 100, donde se evidencié
diferencias significativas en el nimero total de células en las cepas CoPEC 6, 207 y 235, respecto al
control sin infeccion (Figura 22). A una MOI 100, no se contabilizaron células remanentes en las
infecciones con cepas CoPEC 6 y 207. Asimismo, para una densidad de siembra de ~10.000 células,
se obtuvo diferencias significativas en el nimero de células remanentes para los casos de las cepas
CoPEC 6, 59 y 235 respecto al control sin infeccion a una MOI 20, y en las cepas CoPEC 6, 59, 207 y
235 a una MOI 100 (Figura 22). No se contabilizaron células remanentes en las infecciones con cepas

CoPEC 6,59y 235 a una MOI 20 y en cepas CoPEC 6, 59, 207 y 235 a una MOI 100.
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Figura 22: Cuantificacion de células HelLa infectadas por cepas CoPEC. Numero de células
remanentes por campo visual luego de la infeccioén con cepas CoPEC a MOI 20 (A) y MOI 100 (B) a
una densidad de siembra de ~40.000 células, y a MOI 20 (C) y MOI 100 a una densidad de siembra

de ~10.000 células (D). Cada gréafico es representativo de 3 ensayos independientes y de triplicados.
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Se consideraron como significativos valores de p < 0.05. *: p < 0.05; **: p < 0.01, ***: p < 0.001,

w1 < 0.0001.

Por otra parte, se determind que el &rea nuclear promedio de las células HeLa infectadas por cada una
de las cepas CoPEC, fue significativamente mayor respecto al &rea nuclear promedio del control sin
infeccion (Figura 23). Esto fue evidente al utilizar una densidad de siembra de ~40.000 células y de

~10.000 células, tanto para infecciones con MOI 20 como para infecciones con MOI 100. El valor del

area nuclear promedio se reportd como O pixel® para los casos en los que no se detectd células
remanentes. Estos corresponden a las infecciones con las cepas CoPEC 6 y 207 (en la condicién de
densidad de~10.000 células y MOI 100), con las cepas CoPEC 6, 59 y 235 (~10.000 células, MOI

20), y con las cepas CoPEC 6, 59, 207 y 235 (~10.000 células, MOI 100).
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Figura 23: Area nuclear promedio de células HeLa infectadas por cepas CoPEC. Area promedio

EEE TS

Area nuclear (pixel?)

o

EEE TS KRk kkkk REKE kKRR 2200
200 150
T T T T. &24.T..T
T T $100
100 3
s 50
EEE L ok kK ko k 4 * k%
45 ©
S
&

Rk kk Rk
> Q) Nl
N O
& < g C

A
3 ba

de los ndcleos remanentes por campo visual luego de la infeccion con cepas CoPEC a MOI 20 (A) y
MOI 100 (B) a una densidad de siembra de ~40.000 células, y a MOI 20 (C) y MOI 100 a una
densidad de siembra de ~10.000 células (D). Cada grafico es representativo de 3 ensayos
independientes y de triplicados. Se consideraron como significativos valores de p < 0.05. *: p < 0.05;

**:p< 0.01, ***: p< 0.001, ****: p< 0.0001.
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En el tercer andlisis, se vio que el area celular promedio de las células HelLa infectadas por cepas
CoPEC presentd un aumento significativo a una densidad de siembra de ~40.000 células, tanto en
MOI 20 como MOI 100, en las cepas CoPEC CFT073, 6, 15, 59, 175, 198, 207 y 247 respecto al
control sin infeccion (Figura 24). De forma similar, a una densidad de siembra de ~10.000 células,
hubo un incremento significativo respecto al &rea celular promedio del control sin infeccion en todas
las cepas CoPEC a una MOI 20 y MOI 100 (Figura 24).

Al igual que en el andlisis anterior, se reportaron valores de area celular promedio de O pixel? en
aquellos casos en los que no se identificaron células remanentes. Estos correspondieron a las
infecciones con las cepas CoPEC 6 y 207 (en la condicion de densidad de~40.000 células y MOI

100), CoPEC 6, 59 y 235 (~10.000 células, MOI 20) y con las cepas 6, 59, 207 y 235 (~10.000

celulas, MOI 100).
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Figura 24: Area celular promedio de células HeLa infectadas por cepas CoPEC. Area promedio de
las células remanentes por campo visual luego de la infeccién con cepas CoPEC a MOI 20 (A) y MOI
100 (B) a una densidad de siembra de ~40.000 células, y a MOI 20 (C) y MOI 100 a una densidad de
siembra de ~10.000 células (D). Cada grafico es representativo de 3 ensayos independientes y de
triplicados. Se consideraron como significativos valores de p < 0.05. *: p< 0.05; **: p < 0.01, ***: p

< 0.001, ****: p< 0.0001.
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Para los siguientes analisis, con el objetivo de poder evidenciar en nimeros (recuentos) la ocurrencia
de megalocitosis, se determino el porcentaje de ndcleos y de células que presentaron un area mayor en
los pocillos infectados con cepas de E. coli (E. coli HS y cepas CoPEC) con respecto al control sin
infeccion. Analizando la distribucion de areas nucleares, se determind que el valor maximo en el
control sin infeccion tuvo valores de 201.526 pixel? (en el ler ensayo), 199.530 pixel? (2do ensayo) y
199.780 pixel® (3er ensayo) para la densidad de siembra de ~40.000 células; y valores de 199.780
pixel® (ler ensayo), 203.400 pixel? (2do ensayo) y 198.680 pixel? (3er ensayo) para una densidad de
siembra de~10.000 células.

Respecto a la cuantificacion de nicleos remanentes post-infeccién, con areas nucleares mayores al area
nuclear maxima del control sin infeccién, se presentaron diferencias significativas respecto al control
sin infeccion en las cepas CoPEC CFT073, 15, 175 y 198 a una densidad de siembra de ~40.000
células y MOI 20, y en las cepas CFT073, 15, 175 y 247 a una MOI 100 (Figura 25). A una menor
densidad de siembra (~10.000 células), las diferencias significativas respecto al control sin infeccién
fueron en las cepas CoPEC 15, 175, 198 y 247 a una MOI 20 y CFT073, 15y 175 a una MOI 100

(Figura 25).
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Figura 25: Cuantificacion de nucleos con un area mayor al area nuclear maxima del control sin
infeccién. Porcentaje de nudcleos que poseen un area mayor al area nuclear maxima del control sin
infeccion por campo visual, luego de la infeccion con cepas CoPEC a MOI 20 (A) y MOI 100 (B) a
una densidad de siembra de ~40.000 células, y a MOI 20 (C) y MOI 100 a una densidad de siembra
de ~10.000 ceélulas (D). Cada grafico es representativo de 3 ensayos independientes y de triplicados.
Se consideraron como significativos valores de p < 0.05. *: p< 0.05; **: p < 0.01, ***: p < 0.001,

****: p< 0.0001.

Por ultimo, para la cuantificacion de células remanentes post-infeccion, con areas celulares mayores al
area celular maxima del control sin infeccion, se buscaron los valores de area celular méxima en los
pocillos del control sin infeccion. Estas correspondieron a 403.052 pixel? (en el ler ensayo), 399.060
pixel? (2do ensayo) y 399.560 pixel? (3er ensayo) para la densidad de siembra de ~40.000 células; y a

399.56 pixel? (1er ensayo), 406.800 pixel? (2do ensayo) y 399.45 pixel? (3er ensayo) para una densidad

de siembra de~10.000 células. Se observaron diferencias significativas respecto al control sin
infeccion en las cepas COPEC CFT073, 59, 175, 198 y 207 a una densidad de siembra de ~40.000
células y MOI 20, y en las cepas CFT073, 6, 15, 59, 175, 198 y 247 a una MOI 100 (Figura 26). A una
menor densidad de siembra (~10.000 células), las diferencias significativas respecto al control sin
infeccion fueron en las cepas CoPEC 15, 175, 198 'y 247 a una MOI 100 y CFT073, 15, 175, 198 y 247

a una MOI 100 (Figura 26).
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Figura 26: Cuantificacion de células con un area mayor al area celular maxima del control sin
infeccion. Porcentaje de células que poseen un area mayor al area celular méxima del control sin
infeccion por campo visual, luego de la infeccion con cepas CoPEC a MOI 20 (A) y MOI 100 (B) a
una densidad de siembra de ~40.000 células, y a MOI 20 (C) y MOI 100 a una densidad de siembra
de ~10.000 células (D). Cada gréfico es representativo de 3 ensayos independientes y de triplicados.
Se consideraron como significativos valores de p < 0.05. *: p < 0.05; **: p < 0.01, ***; p < 0.001,

**** p< 0.0001.
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Discusion

En este trabajo de investigacién se evalud la ocurrencia de megalocitosis en infecciones de células
HeLa con aislados clinicos de cepas CoPEC. Al analizar las imagenes obtenidas de estas infecciones,
se observo que todas las cepas CoPEC, independiente de su secuenciotipo, presentaban la capacidad de
inducir megalocitosis y que, ademas, las células infectadas exhibian diferencias en su tamafio nuclear y
celular, utilizando dos multiplicidades de infeccién distintas (MOl 20 y MOI 100) y dos densidades de
siembra distintas (~10.000 células y ~40.000 células). En las infecciones con una densidad de

siembra de ~10.000 células, se evidencié una mayor cantidad de células con megalocitosis respecto a

las infecciones con una densidad de siembra de ~40.000 células, sugierendo que células mas
expuestas podrian ser mas susceptibles a la accién de la colibactina. Esto se puede extrapolar a lo que
ocurre, por ejemplo, en el epitelio intestinal normal, donde, al generarse una primera vulneracién de la
microbiota cohabitante en el intestino, las cepas CoPEC comienzan a comportarse de forma patogénica
mediante la accion de factores de virulencia y liberacién de toxinas, que generan un dafio estructural
sobre la mucosa intestinal, exponiendo a las células epiteliales (46). De igual manera, se ha estudiado
en CRC humano y de rata, que debido a alteraciones genéticas, aumenta la permeabilidad de sus
uniones estrechas, estando mas expuesto el epitelio a la accion de carcindgenos y unién de factores de
crecimiento (50). Algo similar se logra observar en nuestros resultados, en donde a una densidad de
siembra menor, con menos uniones celulares presentes, el efecto genotoxico de la colibactina se
evidencié con mayor frecuencia, mientras que a una mayor confluencia celular, es posible que esté
presente una mayor cantidad de uniones intercelulares. Esto puede atribuirse a que al haber un mayor
espacio entre las células en pocillos menos confluentes, existe una mayor facilidad para la colibactina
de permear a través de ellas y una mayor duracion del contacto directo bacteria-célula, el cual es
necesario para la ocurrencia de efectos citopaticos (18). Asimismo, se observa que las cepas CoPEC
que ocasionan un menor grado de megalocitosis, son aquellas que mas células remanentes poseen al
interior de los pocillos, mientras que, por el contrario, aquellas cepas CoPEC que generan un mayor

grado de megalocitosis, tienen una menor cantidad de células remanentes. Esto podria deberse a que
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estas Ultimas cepas CoPEC producen mayor cantidad de colibactina o que las células sufren muerte
celular por la accion de la sintesis paralela de otros factores de virulencia. A pesar de esto, la presencia
de megalocitosis en todos los casos de infecciones con cepas CoPEC en los que se observé células
remanentes, sugiere que la maquinaria codificada por la isla pks se encuentra funcional, por lo que
habria produccion de colibactina, la cual podria ocasionar directamente o contribuir, junto con otros
factores de virulencia, a la ocurrencia del efecto genotoxico evidenciado. Sera pertinente evaluar, en
estudios futuros, el rol de la colibactina en la ocurrencia de megalocitosis a diferentes periodos de
tiempo y/o MOls para aquellos casos en los que no se detectd células remanentes al final del ensayo.

El andlisis del nimero de células remanentes por campo visual luego de la infeccién de células HeLa
con cepas CoPEC mostré diferencias significativas (p < 0.05) entre el control sin infeccién y las cepas
CoPEC 6, 207 y 235 a una MOI 20 y siembra de ~10.000 células, y en cepas CoPEC 6, 59 y 235 a
una MOI 20 y 6, 59, 207 y 235 a una MOI 100 para una confluencia celular mayor. Ademas, en este
analisis fue posible observar que no se identificaron células en los pocillos infectados con las cepas
CoPEC 6 y 207 a una MOI 100 y densidad de siembra de ~40.000 células, y en las infecciones con
cepas CoPEC 59 y 235 auna MOI 20y 6, 59, 207 y 235 a una MOI 100, a una densidad de siembra de
~10.000. Esto se correlaciona con las iméagenes representativas mostradas en las figuras 14, 15, 17 y
18 de ‘Megalocitosis in vitro de aislados clinicos de CoPEC’, donde se observan los campos visuales
de estas condiciones, sin células remanentes en su interior. Por otra parte, y debido a que no fue posible
evaluar la viabilidad celular como fue previsto en un inicio, se infiere del recuento de células que la
colibactina u otros factores de virulencia de las cepas CoPEC, podrian tener un efecto sobre la
viabilidad de las células infectadas con cepas CoPEC, representado principalmente por la disminucion
e incluso nula presencia de células remanentes en algunos campos visuales. Sin embargo, no es la
manera Optima de evaluar viabilidad celular, puesto que podrian haber células que permanezcan
adheridas atn durante el proceso de muerte celular.

Luego, se cuantificd el area nuclear promedio de las células HelLa infectadas por cepas CoPEC. Se

observé un aumento significativo (p < 0.05) en el caso de las infecciones con las cepas CoPEC
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CFTO073, 6, 15, 59, 198, 207, 235 y 247, tanto para MOI 20 como MOI 100, a una densidad de siembra
de ~40.000 y ~10.000 células, con respecto al control sin infeccién. Por otra parte, la cepa 175 solo
presento diferencias significativas respecto al control sin infeccion a esta Gltima densidad de siembra,
con una MOI 100. Al igual que en el andlisis anterior, se observé que no fue posible identificar células
dentro de los pocillos infectados con las cepas CoPEC 6 y 207 a una MOI 100 y densidad de siembra
de ~40.000 células, y en las infecciones con cepas CoPEC 6, 59 y 235 a una MOI 20y 6, 59, 207 y
235 a una MOI 100, a una densidad de siembra de ~10.000, lo cual también se correlaciona con las
iméagenes presentes en las figuras 14, 15, 17 y 18 de ‘Megalocitosis in vitro de aislados clinicos de
CoPEC".

De manera similar, en el tercer analisis se observo que el area celular promedio de las células HelLa
infectadas por cepas CoPEC presentd diferencias significativas (p < 0.05) respecto al control sin
infeccion en todas las cepas CoPEC a una densidad de siembra de ~40.000 células, tanto en MOI 20
como MOI 100, excepto por CoPEC 235 (Figura 24). De forma similar, a una densidad de siembra
menor, hubo un aumento significativo respecto al area celular promedio del control sin infeccién en
todas las cepas CoPEC, para una MOI 20 y MOI 100 (Figura 24). Asimismo, al igual que en el analisis
anterior, en las densidades de siembra y MOIs que no fue posible cuantificar células restantes
post-infeccion, se otorgd un valor de 0 pixel? para el &rea celular promedio.

Ambos ensayos de cuantificacién de areas promedio tienen relacion al primer analisis, referente a la
cuantificacion de células remanentes post-infeccion, donde se muestra que las mismas cepas con las
que se infectaron las células cuyas areas nucleares y celulares poseen un valor O pixel?, son aquellas
que no dejaron células remanentes en los pocillos post-infeccion, lo que podria indicar que existen
cepas CoPEC con una mayor capacidad de ocasionar muerte y/o desprendimiento celular.

La manifestacion del resultado como un promedio de las areas nucleares y celulares podria implicar la
existencia de un sesgo, ya que pueden haber células infectadas con cepas COPEC que posean un area
nuclear y celular de gran tamafio, pero que, en pocillos con alta confluencia celular, exista una gran

cantidad de células que podrian tener un area nuclear y celular normal. Por lo tanto, el promedio
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enmascara la posible distribucion desigual que podria haber de, por un lado, nucleos y células con
tamafios normales, y por otro lado, una subpoblacion de nicleos y células con megalocitosis. Sin
embargo, debido a que se evidencian diferencias significativas entre los promedios de areas nucleares y
citoplasmaticas con respecto al control sin infeccion, y en las comparaciones entre cepas CoPEC,
creemos que los resultados son lo suficientemente representativos y comprueban la hipétesis planteada.
Un cuarto analisis, mostro el porcentaje de nicleos con un area mayor al area nuclear maxima del
control sin infeccion por campo visual, luego de las infecciones con cepas CoPEC. Las diferencias
significativas obtenidas a una densidad de siembra de ~40.000, fueron entre el control sin infeccion y
las cepas CoPEC CFTO073, 15, 175 y 198 a una MOI 20 y CFT073, 15, 175 y 247 a una MOI 100,
mientras que a una densidad de siembra menor, se observaron diferencias significativas entre el control
sin infeccién y las cepas CoPEC 15, 175, 198 y 247 para una MOI 20 y CFT073, 15y 175 para una
MOI 100. Por otro lado, en el andlisis estadistico que evalu6 los porcentajes de células con un area
celular mayor al area celular méaxima del control sin infeccion por campo visual, luego de las
infecciones con cepas CoPEC, se observd que a una densidad de siembra de ~40.000, son las cepas
CoPEC CFTO073, 15, 175 y 198 las que presentan diferencias significativas con el control sin infeccién
a una MOI 20 y las cepas CoPEC CFTQ73, 15, 175 y 247 a una MOQi 100. Por otra parte, a una menor
densidad de siembra, son las cepas CoPEC 15, 175, 198 y 247 las que presentan diferencias
significativas con el control sin infeccion a ambas MOls, y la cepa CFT073 a una MOI 100.

Para efectos de los ultimos dos andlisis estadisticos mencionados, se establecio como células con
megalocitosis aquellas que tengan un area nuclear y celular por sobre el &rea nuclear y celular maxima
del control sin infeccion, respectivamente. Lo anterior, se debe a la ausencia de definiciones en la
actualidad que indiquen una medida cuantitativa universal para establecer megalocitosis. Si bien,
mediante esta definicion es posible que no se pueda descartar completamente que haya total ausencia
de megalocitosis en pocillos sin infeccion, en los ensayos realizados si se lograron observar diferencias

significativas entre el control sin infeccion y las infecciones con el resto de las cepas de E. coli.
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De estos analisis, se infiere que los distintos secuenciotipos de E. coli poseen diferencias en la
magnitud de megalocitosis que ocasionan, tal como lo reportado por Auvray et al (1) donde se
evaluaron cepas CoPEC humanas y de bovino, y que existen secuenciotipos que inducen megalocitosis
en una mayor magnitud que otros, lo cual se podria atribuir a la mayor produccion de colibactina por
estas cepas, 0 a que, en conjunto, se encuentran participando otros factores de virulencia en la
generacion del fenotipo observado. Estas diferencias de magnitud se pueden atribuir a divergencias en
el background genético que poseen los distintos secuenciotipos, tal como diversos repertorios de
factores de virulencia, los cuales varian entre E. coli extraintestinales y entre cepas CoPEC. Ademas, se
observé que las cepas CoPEC CFTO073, 15, 175, 198, 207 y 247 son aquellas con la mayor capacidad
de inducir megalocitosis en células HeLa, y corresponden a los secuenciotipos ST-14, desconocido,
ST-141, desconocido y ST - 998, respectivamente. En todos los casos, los resultados obtenidos con E.
coli HS son coherentes con su naturaleza de cepa comensal, al no exhibir efectos citopéaticos de forma
significativa con respecto al control sin infeccion.

En la realizacion del presente estudio, se utilizd una manera de evidenciar que las cepas CoPEC
sintetizan y liberan colibactina, usando como indicador a las células HelLa, y pudiendo a la vez,
observar la ocurrencia de megalocitosis. En la actualidad solo existen métodos indirectos de sintesis
guimica y captura de productos naturales mediante sondas, como estrategias de acercamiento al
aislamiento de colibactina (26). Si bien la eleccion de la linea celular HeLa para este estudio se debe a
la simplicidad de su uso y a que este ha sido validada por diversos estudios en donde se busca observar
megalocitosis (18, 25, 42), en el contexto in vivo, las cepas CoPEC no se encuentran en contacto
directo con este tipo celular, por lo que, seria de interés evaluar el efecto que tienen aislados clinicos de
CoPEC sobre lineas celulares intestinales, tal como lo reportado por Reuter C. et al (51) en el estudio
de cémo una capa gruesa de mucus sobre la linea celular HT29-MTX-E12 (epitelio intestinal, derivada
de células de Goblet) actia como barrera fisico-quimica, atenuando el efecto genotoxico de la
colibactina al reducir las rupturas de doble hebra de ADN, y el efecto de cepas CoPEC en el epitelio

del tracto urinario tal como lo reportado por Chauvray et al. (3). Ademas, seria Util determinar el efecto
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citopético de las cepas CoPEC estudiadas sobre lineas celulares de CRC, ya que sabemos que poseen la
capacidad de ocasionar cuadros clinicos infecciosos, sin embargo, esta por determinarse si todas las
cepas CoPEC son participes en la formacion de tumores a nivel colorrectal, como se ha estudiado por
Cougnoux et al.(5), lyadorai T. et al. (12) y Dziubanska-Kusibab P.J. et al (46). Por lo tanto, debido a
que en casos de CRC ocasionados por inflamacion cronica, tal como la Enfermedad de Crohn o la
Colitis Ulcerosa, las cepas CoPEC se encuentran en gran cantidad (47), y dado que la acumulacion de
las lesiones ocasionadas por CoPEC generan estrés en la replicacién y favorecen la ruptura de doble
hebra de ADN, promoviendo el envejecimiento de los tejidos y la inestabilidad genémica (52), es que
es de suma relevancia caracterizar aquellas CoPEC que poseen una mayor capacidad de inducir
megalocitosis, lo que podria ayudar a la eventual prevencion de CRC mediante el tratamiento temprano
de la infeccién por CoPEC.

Por otra parte, realizar un analisis masivo de imagenes y datos mediante HCS y HCA, nos permite
evaluar un mismo efecto bajo mdltiples condiciones, como fue hecho en este estudio, donde se evalud
megalocitosis en dos condiciones de densidad de siembra y dos MOls. Por lo tanto, implementar el uso
de HCS en las metodologias de trabajo de estudios del efecto de cepas CoPEC, podria contribuir
significativamente a la resolucion de problemaéticas relativas al rol de la colibactina que ain no han
sido dilucidadas, mediante la evaluacion de multiples condiciones de forma simultanea en un periodo
de tiempo optimizado, y en una mayor diversidad de lineas celulares.

El analisis de bioimagenes es un proceso de identificacion y comprensidn de patrones en una imagen,
cuyo objetivo principal es la medicion de estructuras bioldgicas de manera imparcial, para lograr la
comprension de sistemas bioldgicos de forma cuantitativa. En este estudio, el uso de HCS y HCA en el
analisis masivo de bioimagenes e informacion nos permitié evaluar mediante metodologias
automatizadas, un mismo efecto bajo mdltiples condiciones, donde se evalué megalocitosis en
condiciones distintas de siembra y de MOIs. Ademas, el analisis automatizado mediante softwares
facilita las rutinas de analisis, logrando obtener resultados reproducibles y que pueden ser comparados

globalmente, estableciendo protocolos de analisis facilmente reproducibles en un mismo laboratorio, lo
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que reduce draméaticamente el tiempo que investigadores suelen dedicar en entrenamiento y aplicacion,
logrando incluso obtener caracteristicas que el andlisis manual no es capaz detectar. Es ahi donde
radica la importancia de que los cientificos incorporen conocimientos informéaticos en softwares
especializados o en programacién. Sin embargo, ain es un area en desarrollo, puesto que los
investigadores de areas biomédicas no suelen estar lo suficientemente capacitados en programacion, lo
que representa una gran barrera para la incorporacion masiva de este tipo de metodologias
automatizadas.

La arista central en la importancia de este estudio radica en que, en el contexto actual de una ausencia
de estudios previos en Chile que investiguen y evallen el efecto que tienen cepas CoPEC sobre
diversas lineas celulares, se contribuye a la caracterizacion de las capacidades patogénicas que exhiben,
in vitro, aislados clinicos de CoPEC provenientes de pacientes con cuadros infecciosos extraintestinales
en el contexto del &mbito hospitalario en nuestro pais, donde UPEC es el agente causal de la mayoria
de las ITUs (52), incluyendo cistitis, pielonefritis y complicaciones infecciosas, por lo que se sugiere
igualmente que UPEC pks+ debe ser estudiada como un posible factor de riesgo, particularmente en
casos de infecciones crdnicas y recurrentes. Ademas, mediante la innovacién en la realizacion de un
screening masivo por HCS, nunca antes publicado previamente para determinar megalocitosis, fue
posible observar la ocurrencia de megalocitosis en diferentes grados de severidad entre las distintas
CoPEC, obteniendo gran cantidad de informacidn en términos cualitativos y cuantitativos, entregando
estadisticas sélidas y robustas. Por lo tanto, continuar caracterizando la patogenicidad de estas cepas y
seguir evaluando el rol de la colibactina sobre la megalocitosis, contribuira en un futuro a la evaluacion
de la posible participacion funcional de otros factores de virulencia en forma paralela a la accion de
colibactina, asi como en la busqueda de potenciales inhibidores de patogenicidad y terapias dirigidas en
el contexto del CRC y otros cuadros clinicos inflamatorios e infecciosos. Ademas, en estudios
posteriores serd de interés asociar los efectos citopaticos ocasionados por cepas CoPEC con la

diferencia entre los genes y proteinas que codifica el locus de la isla pks en cada una de ellas.
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Conclusion

En un poco méas de una década, las cepas CoPEC han adquirido relevancia en el contexto de la salud
humana, dada su asociacion con diversas patologias, incluyendo CRC y cuadros infecciosos. Esto
radica en gran medida en la induccion de ruptura de doble hebra de ADN y a los efectos que posee la
sobre la fisiologia y estructura celular, evidenciable en la ocurrencia de megalocitosis.

El presente trabajo evidencid que todos los aislados clinicos de cepas CoPEC en estudio, definidas
como cepas de E. coli que portan la isla pks en su genoma, poseen la capacidad de ocasionar
megalocitosis in vitro sobre células HelLa, independiente de su secuenciotipo y en diferentes
magnitudes. Ademas, nuestro estudio muestra que entre cepas de E. coli aisladas desde cuadros
infecciosos extraintestinales en ambientes hospitalarios chilenos, se distribuye una isla pks funcional,
sugiriendo que esta genotoxina esta involucrada en las vias de infeccion en pacientes que se encuentran
hospitalizados.

Por otro lado, gran parte de nuestro conocimiento sobre el efecto citopatico ocasionado por cepas
CoPEC en sepsis, meningitis e infecciones intestinales y del tracto urinario, deriva de numerosos
estudios y observaciones in vitro, lo cual no necesariamente refleja los patrones que ocurren in vivo. Es
por esto, que debemos ser metddicos en continuar dilucidando las capacidades patogénicas que posee
la colibactina, asi como las diversas variaciones genéticas de la isla pks que se encuentran distribuidas
dentro del arbol filogenético de E. coli, aspirando al eventual desarrollo de potenciales inhibidores y
nuevas estrategias terapéuticas dirigidas la supresion de sus efectos genotéxicos. Asimismo, puesto que
existen estudios que han demostrado la capacidad antibitica, analgésica o antiinflamatoria de
productos producidos por la isla pks, destinar esfuerzos a la purificacion de estos metabolitos podria ser
utilizado potencialmente en salud.

En este contexto, debido a que el HCS es una herramienta novedosa en el manejo de una gran
cantidades de iméagenes y datos, asegurando reproducibilidad, estudios cientificos rigurosos y
permitiendo visualizar e interpretar fenotipos celulares presentes en fendmenos bioldgicos de interés,

es que su implementacion en estudios futuros contribuira a continuar caracterizando la capacidad de
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otras cepas CoPEC, con secuenciotipos similares o distintos, de inducir megalocitosis en lineas
celulares provenientes de enfermedades relevantes a nivel pais, tal como lo es el CRC, siendo el 3er
cancer méas prevalente y con mayor mortalidad en Chile al afio 2020 (48), o incluso, el estudio de
efectos citopaticos in vivo, estableciendo una base para la evaluacion futura del rol de otros

determinantes de patogenicidad, ademas de la colibactina.
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