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Adherence patterns of avian pathogenic Escherichia coli and human pathogenic
E. colito epithelial cells in culture are similar.

Abstract

Introduction: Pathogenic Escherichia coli from human and avian hosts
have in common some virulence determinants and share the capabi-
lity to cause disease. Since the adherence is an essential step in most
of the diseases caused by E. colj in the present study the adherence
patterns of 21 avian pathogenic £. coliisolates to MDCK cell line were
assayed. Of the adherent isolates, nine (56%) exhibited the diffuse
adherence pattern, four (25%) showed an aggregative adherence pat-
terns, and the remaining three (18%) exhibited a localized adherence
pattern. Future studies should determine whether these adherence
patterns correlate with the virulence of APEC.

Keys words: Pathogenic £. coli, Bacterial adherence, Adherence pat-
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Introduccion

La interaccion entre las bacterias patégenas y los teji-
dos del hospedero constituye un evento crucial para
la adhesién primaria y la colonizacion tejido-especi-
fica, ya que permite el establecimiento y desarrollo
de la mayoria de las enfermedades infecciosas. La
adherencia bacteriana ocurre entre moléculas de la
superficie bacteriana denominadas adhesinas que,
de acuerdo a su estructura, pueden ser clasificadas
como fimbriales o no fimbriales; y receptores celu-
lares del hospedero, generalmente compuestos por
glicolipidos o glicoproteinas [1,2].

El mecanismo de adherencia mas estudiado es el
mediado por las fimbrias. Las fimbrias son estruc
turas bacterianas en forma de varilla constituidas
por subunidades proteinicas que contienen carbo-

2

hidratos en su extremo mas distal, a través de las
cuales se da el reconocimiento de los receptores
del hospedero. Los receptores son moléculas trans-
membranales que fisiolégicamente participan como
receptores para factores de crecimiento, hormonas
u otros ligandos [2].

La adherencia bacteriana es sélo un paso en el pro-
ceso infeccioso, y se considera un prerrequisito para
la colonizacion ya que las bacterias no adherentes
son rapidamente eliminadas por mecanismos ines-
pecificos de defensa del hospedero, tales como el
peristaltismo, el movimiento ciliar y el flujo de liqui-
dos, o por el recambio de células del epitelio y de
la capa mucosa [1, 2].

Escherichia coli patogénica es el agente etioldgico
de varias infecciones en humanos y en animales
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[3]. En humanos, E. coli patogénica puede causar
enfermedades intestinales o extraintestinales, las
primeras asociadas con diarrea [4] y entre las se-
gundas destaca la meningitis del recién nacido [5]
y las infecciones de tracto urinario en mujeres [6].
En aves, E. coli patogénica causa la colibacilosis la
cual es una enfermedad de importancia econémica
en la industria avicola por las pérdidas que ocasiona
debido a la morbilidad y mortalidad; la colibacilosis
aviar puede ocasionar multiples sindromes [7, 8, 9.

Las cepas de E. coli patogénica de diferentes hos-
pederos han mostrado tener factores de virulencia
en comun, tales como los sistemas de secuestro de
hierro (aerobactina y genes /ro), hemolisinas, capsu-
la (K1, K5), la proteina IbeA y el autotransportador
Tsh, al cual, entre otras funciones, se le atribuye
una actividad proteasa para la IgA. Asimismo, estas
cepas expresan en comun varias adhesinas implica-
das en la union bacteriana a epitelios, entre ellas,
la fimbria tipo 1, la fimbria P y la fimbria Sy curli
[10, 11, 12, 13].

Como se sefal6é anteriormente, el proceso de ad-
herencia es fundamental en el desarrollo de la ma-
yoria de las infecciones ocasionadas por E. coli'y las
investigaciones encaminadas a analizar este evento
incluyen estudios in vitro utilizando cultivos de li-
neas celulares. Inicialmente, en E. coli patogénica
intestinal de humanos se reportaron tres patrones
morfolégicos de adherencia in vitro a células epi-
teliales: adherencia localizada, adherencia difusa y
adherencia agregativa [4].

La adherencia localizada se caracteriza por la forma-
cion de microcolonias bacterianas sobre areas res-
tringidas de la superficie celular la adherencia difusa
se observa como la unién de bacterias sobre toda
la superficie de la célula, mientras que el patréon de
adherencia agregativa se caracteriza por la unién de
las bacterias a las células en una forma apilada. De
hecho, esta Ultima se ha descrito como un “apila-
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miento de ladrillos”, el cual estd dado por la union
de bacterias entre célula-célula [4].

Los diferentes patrones de adherencia de £. colipato-
génica intestinal de humanos se han relacionado con
los procesos patogénicos especificos que ocasionan;
por ejemplo, el patrén de adherencia localizada fue
detectado inicialmente en £. coli enteropatogénica
(EPEC), mientras que cepas de E. coli que muestran
patrones de adherencia difusa (DAEC), han sido ais-
ladas de heces de infantes con diarrea aguda. Por su
parte, E. colienteroagregativa (EAEC) ha sido asocia-
da a brotes o casos esporadicos de diarrea persisten-
te [14, 15]. Ademas, cada patrén de adherencia se ha
correlacionado con ciertas adhesinas; en el caso de
cepas de EAEC, la adherencia agregativa es mediada
por la fimbria AAF/I'y por la fimbria AAF/II [4, 16],
mientras que en la adherencia localizada participa
la fimbria Bfp y la adherencia difusa es atribuida a
fimbrias de las familias Dr y K88 [12, 15].

Mas recientemente se han observado estos patro-
nes de adherencia /n vitro en ensayos con aislados
de E. coliuropatogénica, siendo la adherencia agre-
gativa la que se presenta mas frecuentemente. Sin
embargo, los resultados no han sido concluyentes
respecto a las adhesinas asociadas a este tipo mor-
folégico de union bacteriana ya que los aislados
no portan los genes de las fimbrias AAF/I y AAF/II
que, como se menciond anteriormente, se asocian
a la adherencia agregativa en £. coli patogénica in-
testinal [17].

En contraparte, existen pocos estudios en relacion
a los fenotipos de adherencia in vitro de E. coli pa-
togénica aviar (APEC) que ocasiona la colibacilosis
aviar. Dias da Silveira et al. [18] reportaron que ais-
lados de APEC se adhirieron a células Hela y HEp-
2, mostrando un patréon difuso, mientras que La
Ragione et al. [19] observaron este mismo patron
de adherencia en células HEp-2, coincidiendo con lo
observado por Stehling et a/ [20].



El presente trabajo tuvo como objetivo determinar
los fenotipos de adherencia de un grupo de aislados
de APEC en células epiteliales en cultivo y compa-
rarlos con lo reportado para E. coli que ocasiona
enfermedades en humanos.

Material y métodos

Aislados bacterianos y condiciones de cultivo:
se utilizaron 21 aislados de E. coli patogénica aviar
obtenidos de casos clinicos de colibacilosis aviar. Las
bacterias se cultivaron en 1 ml de caldo infusion ce-
rebro corazén (CICC) por 24 h a 37°C. Pasado este
tiempo se resembraron 150 pl de este cultivo en 5
ml de CICC fresco y se incubaron a 37°C en agita-
cién continlia hasta alcanzar la fase de crecimiento
logaritmico. Las bacterias se cosecharon por centri-
fugacion a 6000 g por 10 minutos a 4°C, se eliminé
el sobrenadante y el botén celular se suspendié en
buffer de fosfatos (PBS). El indculo bacteriano se
ajusto a 107 ufc/ml.

Linea celular y condiciones de cultivo: se utilizo
la linea celular MDCK (ATCC). Las células fueron
cultivadas en medio Eagle Modificado por Dulbec
co (DMEM) suplementado con 10% de suero fetal
bovino, 0.08% de insulina, 100 Ul/ml de penicili-
na y 100 ug/ml de estreptomicina. Los cultivos se
mantuvieron a 37°C en una atmésfera de 5% de
CO, y 95% de humedad relativa hasta alcanzar con-
fluencia.

Pases Celulares: células MDCK fueron cultivadas
a confluencia en frascos de cultivo de 50 cc, fue-
ron lavadas con solucion de Hank, se agregé 3 ml
de solucion amortiguadora de Earle libre de Ca 'y
Mg y se incubod por 25 minutos a 37°C. Transcurri-
do el tiempo, se elimind la solucion de Earle y se
agregaron 2 ml de tripsina-verseno al 0.05%. Se
incubd por 10 minutos en las mismas condiciones
y se procedié a desprender las células agitando el
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frasco de cultivo. Luego se agregd 3 ml de medio
DMEM, se centrifugd a 200 g durante 5 minutos
en un tubo coénico de 15 ml y se elimind el sobre-
nadante. El botén de células se suspendié en 3 ml
de medio DMEM vy se realizaron pases celulares a
cajas de cultivo de 24 pozos que en el fondo conte-
nian cubreobjetos de vidrio de 15 mm de diametro
previamente esterilizados.

Ensayo de adherencia bacteriana a células epi-
teliales: las células MDCK fueron sembradas sobre
los cubreobjetos de vidrio de 15 mm antes sefala-
dos. Los cultivos se ajustaron a una densidad de 10°
células/pozo y se incubaron por 18 horas en medio
DMEM libre de antibiéticos. Pasado este tiempo se
eliminé el medio de cultivo de la monocapa, se lavo
con solucion de Hank, se agregd el indculo bacteria-
no conteniendo 107 UFC/ml de cada aislado APEC
a analizar y se incubd durante 90 minutos. Luego
se eliminé el medio de cultivo y se lavé 3 veces con
PBS exhaustivamente usando bomba de vacio para
eliminar las bacterias que no se unieron. Posterior-
mente, las monocapas celulares con las bacterias
adheridas se fijaron con metanol absoluto por 15
minutos y se lavaron con agua destilada. Finalmen-
te, se realizd una tincion con Giemsa al 10% du-
rante 25 minutos a temperatura de ambiente. Se
realizaron cuatro lavados con agua destilada para
eliminar el exceso de colorante y los cubreobjetos
se fijaron con resina sobre portaobjetos y fueron
observados al microscopio.

Resultados

De los 21 aislados de APEC analizadas, el 76%
(16/21) mostré adherencia a las células MDCK,

mientras que el 24% (5/21) no se uni6 a las células
(Tabla 1).

En los aislados APEC adherentes se observaron los
tres patrones de adherencia descritos previamente

Este articulo esta disponible en: www.archivosdemedicina.com



2014

ARCHIVOS DE MEDICINA | pumyamrenesey
doi: 10.3823/1232

Tabla 1. Capacidad de adherencia de aislados APEC a células MDCK y patrones
morfolégicos de adherencia.

YAI1 = = =

YA2 - - -
YA4 - + -
YAS - - -
YA8 + - -
YA9 +
YA10 - + -
YA12
YA14
YA15
YA17
YA18
YA19
YA20 - - -
YA21 - - +
YA22 - - -
YA23 + - -
YA35 - +
YA36 - + -
3677 + - -
EI35 - - +

|
|
e

+ + [+ + +
|
|

Figura 1. Patrones de adherencia /n vitro de
APEC a células MDCK. Monocapas
de células MDCK se incubaron
con 107 ufc/ml de APEC a 37°C
por 90 minutos. Las preparaciones
fueron tefnidas con Giemsa al
10% y fueron observadas a una
magnificacién de 1,000x. a)
Adherencia negativa, b) Adherencia
con patron difuso, ¢) Adherencia
con patrén agregativo y d)
Adherencia con patrén localizado.
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en E. coli causantes de diarrea en humanos. Nueve
aislados mostraron el tipico patron de adherencia
difusa en el que las bacterias se pegan sobre toda la
superficie celular. Cuatro aislados APEC mostraron
una adherencia agregativa mientras que el patron
de adherencia localizada fue observado en tres ais-
lados APEC (Figura 1).

Discusion

La presencia en comun de un grupo de genes aso-
ciados a la virulencia en APEC y E. coli causantes
de enfermedades intestinales y extraintestinales en
humanos es indicativo de la relacion genética entre
las cepas de E. coli patogénica de diferentes hospe-
deros [10, 11, 12, 13, 21].

Aun cuando se ha reportado la expresion de di-
ferentes tipos de fimbrias, tanto en E£. coli pato-
génica de humanos como en aislados APEC, son
pocos los estudios enfocados en la comparacion de
los tipos morfolégicos de adherencia entre cepas
de diferente origen. Los resultados de este trabajo
demuestran que la mayoria de los aislados APEC
tienen la capacidad de unirse in vitro a células epi-
teliales MCDK cuando se incubaron por un lapso
de 90 minutos. Algunos investigadores han esta-
blecido periodos de incubacién bacteriana en mo-
nocapas de células epiteliales /n vitro de hasta 6 h,
encontrando resultados diferentes a los observados
en periodos mas cortos [14]; por lo tanto, no se
descarta la posibilidad de que los aislados de APEC
no adherentes en 90 minutos pueden mostrar esta
capacidad al aumentar el tiempo de incubacién. Sin
embargo, también existe la posibilidad de que la
falta de adherencia in vitro sea una caracteristica
de dichos aislados, dada la gran heterogeneidad de
factores de virulencia que son expresados entre los
aislados de APEC.
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En relacion a los patrones de unién bacteriana, en-
contramos que el 56.25% de los aislados APEC ad-
herentes (9/16) mostraron un patrén de adherencia
difusa, caracterizado por la unién de bacterias indi-
viduales sobre toda la superficie de la célula. Estos
resultados coinciden con lo encontrado por Stehling
et al. quienes reportan este mismo patréon de ad-
herencia en APEC [20] y por Dias da Sirviera et al.
quienes observaron que cepas aisladas de aves con
colisepticemia, asi como las obtenidas de aves con el
sindrome de la cabeza hinchada, se unen a células
Hela y HEp-2 mostrando dicho patrén de uniéon
[18]. Puesto que el patron de adherencia difusa en
aislados de APEC se ha asociado con las fimbrias
tipo 1y Stg [9, 18, 22], existe la posibilidad de que
otras adhesinas puedan estar involucradas en este
tipo de adhesion.

Por otro lado, los resultados obtenidos en este tra-
bajo revelaron que un 43.75 % (7/16) de los aislados
APEC adherentes mostraron patrones de adheren-
cia localizada (3/16) y adherencia agregativa (4/16).
Dichos patrones sélo han sido reportados en cepas
patogénicas de humanos [4, 23], por lo que este es
el primer reporte que muestra la capacidad de algu-
nos aislados de APEC para establecer patrones de
adherencia similares a los establecidos por cepas de
E. coli patogénicas de humanos. Por lo anterior, la
busqueda de estructuras fimbriales involucradas en
la adhesion localizada y agregativa de cepas APEC,
asi como el establecimiento de la relacion de estos
tipos de adhesion con la virulencia de APEC in vivo,
constituyen un aspecto importante en el estudio
de los eventos iniciales del proceso patogénico de
estas cepas.
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Conclusiones

En el presente trabajo el uso de cultivos de célu-
las MDCK permiti¢ discriminar entre aislados APEC
adherentes y no adherentes a estas células. En los
aislados adherentes se observaron los tres patrones
de adherencia descritos inicialmente en los diferen-
tes patotipos de E. coli patogénica intestinal en hu-
manos y mas recientemente reportados en £. coli
uropatogénica. Es importante destacar que en este
trabajo se observaron los patrones de la adherencia
localizada y de la agregativa, aun cuando la mayo-
ria de los aislados APEC mostraron un patrén de
adherencia difuso. Sin duda, un aspecto relevante
sera dilucidar con mayor claridad qué estructuras
bacterianas median esta unién y determinar si este
evento de adherencia /n vitro se correlaciona con la
virulencia de APEC.
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