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Resumen

Introduccion: Pseudomonas aeruginosa es una bacteria oportunista que usa el sistema de
secrecion tipo Il (T3SS) para infectar a su hospedero. Por otro lado, la leche materna
otorga proteccion al recién nacido mediante las inmunoglobulinas A secretoras (sIgA). Se
ha encontrado sIgA contra el T3SS de enteropatogenos en calostro e inmunoglobulina G
contra el T3SS de P. aeruginosa en suero de pacientes con fibrosis quistica.

Objetivo: El objetivo de este trabajo fue determinar la presencia de slgA contra las
proteinas del T3SS de P. aeruginosa en calostro de mujeres peruanas.

Meétodos: Se estandarizaron las condiciones para inducir el T3SS de la cepa P. aeruginosa
PAO1 y un Western blot para detectar slgA contra ExoT, ExoS, PopB y PopD en calostro.
Se evalud la presencia de los anticuerpos en 150 muestras de calostro previamente
recolectadas, provenientes de madres con hijos a término (AT, n=75) o con hijos
pretérmino (PT, n=75). Se realiz6 una semicuantificacién a partir de la intensidad de la
banda y un analisis estadistico exploratorio para evaluar la asociacion entre la presencia de
las sIgA y caracteristicas maternas.

Resultados: El crecimiento de P. aeruginosa PAO1 en caldo Luria Bertani con EGTA
2.5mM y MgCl, 10mM indujo el T3SS. En el Western Blot, se usaron diluciones bajas
(1/20 — 1/200) de los anticuerpos policlonales contra el T3SS de P. aeruginosa, las
muestras de calostro y los anticuerpos secundarios. La prevalencia de sIgA contra ExoT fue
69% (103/150), contra ExoS y PopB fue 80% (120/150) para cada uno y contra PopD fue
65% (97/150). El perfil de anticuerpos mas comun fue la presencia de las cuatro sIgA
(43%). Las intensidades de las bandas para las sIgA contra ExoT y ExoS fueron mayores
en las madres con hijos PT con respecto a aquellas con hijos AT (p < 0.001). La presencia
simultanea de los 4 anticuerpos no pudo ser explicada por caracteristicas maternas.
Conclusiones: Se encontr6 una prevalencia alta de sIgA (> 60%) contra el T3SS de P.
aeruginosa en el calostro de mujeres peruanas, lo que indica una exposicién previa al
patdgeno. Estos anticuerpos podrian tener un efecto protector ante infecciones por esta
bacteria, por lo que se recomienda cuantificarlos y determinar su actividad funcional.
Palabras claves: Pseudomonas aeruginosa, Sistema de secrecion tipo 11, Calostro,

Inmunoglobulina A secretora.



Abstract

Background: Pseudomonas aeruginosa is an opportunist pathogen and uses the type IlI
secretion system (T3SS) to infect its host. On the other hand, breast milk provides
protection to the newborn through secretory immunoglobulins A (slgA). Additionally, there
were slIgA against T3SS of enteropathogens in colostrum, and immunoglobulins G against
T3SS of P. aeruginosa in serum of cystic fibrosis patients.

Objective: The aim of this study was to determine the presence of sIgA against T3SS
proteins of P. aeruginosa in colostrum of Peruvian women.

Methods: Conditions for inducing the T3SS of P. aeruginosa PAOL strain, and a Western
Blot for the detection of slgA against ExoT, ExoS, PopB and PopD in colostrum were
standardized. The presence of such antibodies were evaluated in 150 previously collected
colostrum samples from mothers with a term (TE, n=75) or preterm (PT, n=75) children. A
semi-quantification of sIgA based on band intensity, and an exploratory analysis in order to
evaluate the association between the presence of these slgA and maternal factor were
performed.

Results: The growth of P. aeruginosa PAQO1 strain in Luria Bertani broth supplemented
with 2.5 mM EGTA and 10mM MgCl; induced the T3SS. In the Western blot, polyclonal
antibodies against T3SS of P. aeruginosa, colostrum samples, and secondary antibodies
were used at low dilution factors (1/20 — 1/200). The prevalence of sIgA against ExoT was
69% (103/150), against ExoS and PopB was 80% (120/150) for each one, and against PopD
was 65% (97/150). The most common antibody profile was the presence of all studied sigA
(43%). Band intensities corresponding to slgA against ExoT and ExoS were higher in
mothers with PT children than those with TE children (p < 0.001). The simultaneous
presence of the four antibodies could not be explained by any maternal factor.

Conclusions: There was a high prevalence (> 60%) of sIgA against T3SS proteins of P.
aeruginosa in Peruvian women’s colostrum, indicating previous exposure to the pathogen.
These antibodies may have a protective effect against infections by this bacterium, so it is
recommended to quantify them and to determine their functional activity.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, Type Il Secretion System, Colostrum, Secretory

Immunoglobulin A.



I. Introduccion

Pseudomonas aeruginosa es un patégeno que se puede encontrar en ambientes distintos,
como agua, aire y suelos. Debido a esto, es capaz de infectar a diversos tipos de
hospederos, incluyendo plantas y animales. En humanos, es conocido por ocasionar
infecciones oportunistas, especialmente en personas inmunosuprimidas, como los recién

nacidos (De Bentzmann y Plésiat, 2011).

Los factores de virulencia de P. aeruginosa le permiten tener diversas manifestaciones
clinicas, aunque usualmente esta asociado a infecciones respiratorias (Gellalty y Hancock,
2013). Entre sus factores de virulencia, el sistema de secrecidn tipo 11l (T3SS) ha cobrado
importancia en los ultimos afios, debido a que se asocia con una alta tasa de mortalidad. El
T3SS forma un complejo proteico, conocido como inyectosoma, mediante la cual
transporta proteinas al hospedero con la finalidad de facilitar la infeccién e invasion
(Hauser, 2009).

La respuesta inmune contra P. aeruginosa incluye la participaciéon de células del sistema
innato y la produccion de anticuerpos, entre los que se encuentran aquellos contra las
proteinas del T3SS (Lavoie et al., 2011; Mauch y Levy, 2014). No obstante, el sistema
inmune no esta completamente desarrollado en los recién nacidos. En estos, el calostro (la
leche materna de la primera semana) es el principal medio de proteccién. El calostro
contiene diferentes factores protectores, principalmente las inmunoglobulinas A secretoras
(slgA) (Brandtzaeg, 2010).

Se ha descrito el papel protector de las sIgA bajo distintos mecanismos y se ha reportado la
presencia en leche materna de este tipo de anticuerpos contra diferentes antigenos de
diversos patogenos. Sin embargo, no hay estudios que demuestren la presencia de sIgA
contra las proteinas del T3SS de P. aeruginosa en calostro.



(i Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria anaerobia facultativa que pertenece a la clase
Gammaproteobacteria y a la familia Pseudomonadaceae (Madigan et al., 2009; Dettman et
al., 2013). Este organismo pertenece al grupo de bacilos gram-negativo no fermentadores
de glucosa (BNNF), aunque puede fermentar arginina, citrato y otras fuentes de carbono
para generar energia. Ademas, tiene las enzimas catalasa y oxidasa. (Madigan et al., 2009;
Frimmersdorf et al., 2010). Es la Unica especie dentro del género Pseudomonas que puede
crecer a 42°C. Esta bacteria puede secretar pigmentos como la piocianina, la cual es
responsable del color verduzco de los cultivos (Pichardo Reyes et al., 1981). Puede ser
aislada de diferentes sitios, como suelos, agua y aire; y puede infectar plantas y animales
(De Bentzmann y Plésiat, 2011).

1.1.1 Infecciones

Pseudomonas aeruginosa es un patdgeno oportunista que puede causar distintas
enfermedades en humanos (Bodey et al.,, 1983). Entre estas, se encuentran la sepsis
neonatal (Jefferies et al., 2012), la bacteremia (Micek et al., 2005), las infecciones
respiratorias en pacientes con fibrosis quistica (CF; Hgiby et al., 2010), las infecciones
intrahospitalarias, como la neumonia asociada a ventilador (Nathwani et al., 2014), las
infecciones en quemaduras (Turner et al., 2014) y las infecciones oculares asociados al uso
de lentes de contacto (Willcox, 2007), entre otras.

La incidencia y mortalidad asociadas a P. aeruginosa varian entre estas enfermedades, pero
hay una tendencia a ser altas. Esta bacteria causa la mayor mortalidad (74.4%) entre las que
ocasionan sepsis neonatal, a pesar de encontrarse en poca frecuencia en paises
desarrollados (Stoll et al., 2002). Ademas, la tasa de letalidad en bacteremia causada por P.
aeruginosa varia entre 30 y 72% en el mundo (Berthelot et al., 2003). Asimismo, la
prevalencia de infecciones por esta bacteria es aproximadamente 30% en infantes de 1 afio
con CF en Estados Unidos (Psoter et al., 2013). Por ultimo, tiene la mayor incidencia
(24.4%) y una mortalidad alta (65%) en los casos de neumonias asociadas a ventilador en el
mundo (Chastre y Fagon, 2002).



El tratamiento de estas infecciones es complicado. Pseudomonas aeruginosa presenta
resistencia intrinseca a varios antibiéticos debido a la permeabilidad de su membrana
externa, la presencia de bombas de flujo y de B-lactamasas (Hancock y Speert, 2000). A
pesar de esto, se han usado aminoglicésidos (gentamicina y tobramicina), penicilinas
semisintéticas (carbenicilina, ticarcilina, piperacilina), cefalosporinas de tercera generacion
(ceftazidima y cefoperazona), quinolonas (ciprofloxacino) y carbapenems (meropenem e
imipenen). Aunque la combinacion de un B-lactdmico y un aminoglicésido es la préctica
comudn (Hancock y Speert, 2000). No obstante, la resistencia a estos antibi6ticos ha ido
aumentado en el tiempo. De esta manera, la proporcion de cepas multiresistentes de P.
aeruginosa aisladas de pacientes en cuidados intensivos ha incrementado de 4% en 1993 a
14% en 2002 (Lister et al., 2009).

1.1.2 Factores de virulencia

Esta bacteria tiene diferentes factores de virulencia que le permiten infectar a los distintos
tejidos (Gellalty y Hancock, 2013). En primer lugar, el flagelo y el pili tipo IV le confieren
movilidad, pueden comenzar una respuesta inflamatoria e iniciar cascadas de sefializacion
en epitelio respiratorio (Bucior et al., 2012). Ademas, el lipopolisacarido (LPS) puede
generar la produccién de citoquinas proinflamatorias y shock endotdxico; usualmente
mediado por el lipido Ay el antigeno O, componentes del LPS (Pier, 2007).

Asimismo, las enzimas con actividad proteasa son importantes en infecciones oculares y
sepsis. Entre estas se encuentran la proteasa alcalina, que puede romper flagelina del
hospedero; las elastasas, que pueden hidrolizar la membrana celular o el surfactante de
opsonizacién; y la proteasa 1V, que es capaz de degradar el sistema de complemento,

inmunoglobulinas y el fibrindgeno (Kida et al., 2008).

Por otro lado, destacan otros factores de virulencia, como la exotoxina A (Ex0A), que altera
la traduccion del hospedero; la piocianina, que genera estrés oxidativo; la pioverdina, que
es un sideroforo y funciona como molécula sefial para expresion; los sistemas de secrecion,

entre otros (Gellalty y Hancock, 2013).



Los sistemas de secrecion son complejos de proteinas que permiten a las bacterias Gram
negativa exportar toxinas, ya sea al medio extracelular o directamente al hospedero (Costa
et al., 2015). Se han descrito 6 tipos de sistema de secrecidn, los cuales se clasifican
dependiendo si usan uno (tipos I, 11, IV y VI) o dos (tipos Il y V) pasos para llevar las
proteinas al hospedero. Ademas, se ha descrito que los micobacteria y algunas Gram
positivas pueden producir un sétimo tipo de sistema de secrecion, aunque adn no se ha visto

presente en las Gram negativas (Houben et al., 2014).

El sistema de secrecion tipo | es dependiente de chaperonas y esta asociado a la familia de
transportadores ABC; mientras que el tipo Il es dependiente del sistema de transporte Sec
para llevar las proteinas al periplasma y luego estas traspasan la membrana exterior por un
poro formado de polimeros de secretina (Costa et al., 2015). Como se describira mas
adelante, el sistema de secrecion tipo Il usa un complejo aguja para inyectar proteinas al
citosol del hospedero. En tanto, el tipo IV es homdlogo a la maquinaria de conjugacion, por
lo que puede transportar proteinas y ADN hacia el hospedero directamente; mientras que el
tipo V, también denominado como el sistema de autotransportadores, depende del sistema
de transporte Sec. Las proteinas que transporta el sistema tipo V son codificadas y
traducidas con su poro secretor, cuya secuencia es cortada posteriormente. Finalmente, el
tipo VI fue el Gltimo en ser descrito en Gram negativas, esta distribuido principalmente en
Proteobacteria y presenta algunas proteinas homaologas a las presentes en el fago T4 (Costa
etal., 2015).

Pseudomonas aeruginosa posee todos los sistemas de secrecion, excepto el tipo IV. Sin
embargo, el sistema de secrecién tipo Il (T3SS) es el mas destacable, no solo en P.
aeruginosa, sino también en algunos patotipos de Escherichia coli, Salmonella enterica,
Shigella sp., etc. (Filloux et al., 2011; Chatterjee et al., 2013).

El T3SS esta conformado por dos anillos, un complejo aguja o inyectosoma, un poro o
translocador y las proteinas efectoras (Fig. 1). Las proteinas que forman los anillos son
llevadas y ancladas en las membranas interna y externa de la bacteria. Mientras tanto, las

proteinas del inyectosoma comienzan a ser secretadas y polimerizadas para conectar al
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patdgeno con la célula hospedera. Posteriormente, se secretan las proteinas que formaran el
poro en la membrana del hospedero. Finalmente, por el proceso de translocacion, las
proteinas efectoras pasan por el “camino” formado y al llegar a la célula hospedera,

generan cambios internosque facilitan la infeccion (Coburn et al., 2007).

Hospedero
Efect:;’\ ‘4 7

................

ERRLNRINN R asnny) PopB/D LU

Poro
= PcrVv
PscF
A:ullo Complejo
externo A
ME Aguja
O OO
PG YscJ
LLLERIRRRN eRnnannenny T
MI Anillo =i
interno
N
G \
Bacteria

Figura 1. El sistema de secrecion tipo 111 (T3SS) de Pseudomonas aeruginosa. EI T3SS
esta compuesto de dos anillos (PscN, YscJ y PscC), el complejo aguja (PscF), el poro o
translocador (PopB, PopD y PcrV) y las proteinas efectoras (ExoS, ExoT, ExoU y
ExoY).MI: Membrana interna, PG: Péptidoglucano, ME: Membrana externa (Modificado
de Galle et al., 2012).

El T3SS de P. aeruginosa esta conformado por 36 genes. De estos, 32 estan organizados en
5 operones que codifican proteinas para la regulacion, secrecién y translocacion, y los otros
4 genes codifican para las proteinas efectoras. Muchas de las proteinas en este sistema
tienen homologas en el T3SS de Yersinia sp. (Hauser, 2009). En los altimos afios, el T3SS
de P. aeruginosa es considerado como un importante factor de virulencia en infecciones
agudas o cronicas (Galle et al., 2012). Su presencia se ha asociado a una alta mortalidad en
30 dias en bacteremia y a una mayor gravedad en neumonia (Hauser et al., 2002; EI-Sohl et

al., 2012; Hattemer et al., 2013).



Las proteinas que conforman el T3SS de P. aeruginosa han sido identificadas (Fig. 1, Tabla
1). Por el lado de las proteinas estructurales; polimeros de las proteinas PscJ, YscJ y PscC
forman el anillo de la membrana interna, el canal entre anillos en el espacio periplasmatico
y el anillo de la membrana externa, respectivamente (Galle et al., 2012). Ademas, el
complejo aguja estd formado por polimeros de la proteina PcsF. Esta aguja es formada
incluso en ausencia de las condiciones para inducir la secrecion de las proteinas efectoras.
Por otro lado, las proteinas PcrV, PopB y PopD son las encargadas de la translocacion.
PcrV sirve como plataforma para el poro; mientras que oligbmeros de PopB y PopD,
previamente ensamblados, son secretados y forman el poro en la membrana del hospedero
(Schoeh et al., 2003; Galle et al., 2012). La secrecion de estas proteinas no requiere de
inductores del T3SS (Cisz et al., 2008).

Las proteinas efectoras del T3SS de P. aeruginosa son las exotoxinas (Exo) S, T, U e Y.
ExoS es una proteina de 49kDa doblemente funcional. En su extremo amino-terminal, tiene
un dominio de activacién de GTPasa; mientras que en el extremo carboxi-terminal, un
dominio con actividad ADPribosil transferasa (ADPRT). Esta proteina requiere de un
cofactor, la proteina FAS (de la familia 14-3-3), la cual pertenece al hospedero (Hauser,
2009). Entre sus acciones, se encuentran la inhibicién de la migracion y la funcién
fagocitica de macrofagos, mediada por su actividad ADPRT (Rangel et al., 2014); ayudar a
la invasién, al contribuir a evitar compartimientos &cidos intracelulares de macr6fagos
(Heimer et al., 2013); estimular la apoptosis en células T y monocitos, induciendo la
produccidn de citoquinas proinflamatorias en estos Gltimos (Galle et al., 2012); ayudar a la

translocacion de la bacteria por el epitelio intestinal (Okuda et al., 2010); entre otras.

ExoT es una proteina de 53kDa que es homdloga con ExoS (75% de identidad) y también
comparte su bifuncionalidad. Ademas, al igual que ExoS, requiere del cofactor eucariote
FAS (Hauser, 2009). Esta proteina es capaz de disminuir la movilidad de los macréfagos y
su capacidad fagocitica; de inhibir la citoquinesis y la division celular, usando ambos
dominios, etc. (Shafikhani y Engel 2006; Hauser, 2009).



Tabla 1. Proteinas del T3SS de Pseudomonas aeruginosa

Masa
Grupo Proteina Funcion molecular  Referencia
(kDa)
Formacion del anillo de la
PscN ) 48
membrana interna
Conexion entre las membranas de
Yscl ) 27
la bacteria Galle et al,
Estructurales ) ]
Formacion del anillo en la 2012
PscC 66
membrana externa
Principal componente del
PscF ) ) 9
complejo aguja
Conexion entre el complejo aguja
PcrVv 31
y el poro Moss et al.,
Translocadoras »
PopB Formacion del poro 40 2001
PopD Formacion del poro 34
Activadora de GTPasa y ADP
ExoS o 49
ribosil transferasa
Activadora de GTPasa y ADP
Efectoras ExoT o 53 Hauser, 2009
ribosil transferasa
ExoY Adenilato ciclasa 41
ExoU Fosfolipasa A2 74

La proteina ExoU tiene un peso molecular de 74kDa vy tiene actividad de fosfolipasa A2.

Ademas, es la Unica de las efectoras que puede encontrarse en una isla de patogenicidad

(Hauser, 2009). Puede usar la superoxido dismutasa como cofactor, aunque este no es

requerido (Galle et al.,, 2012). Por su actividad catalitica, produce la lisis celular

rapidamente, pero este efecto citotoxico es mas resaltante en macrofagos (Vance et al.,

2005, Hauser 2009). Asimismo, puede ser ubiquitinado en la célula hospedera, aunque no

es enviado a la via de degradacion (Galle et al., 2012). Es muy raro encontrar en una misma
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cepa la expresion simultanea de ExoS y ExoU (Feltman et al., 2001). Por ejemplo, la cepa
PAOL1 no tiene ExoU; mientras que ExoS no se encuentra en la cepa PA103 (Neely et al.,
2005). Finalmente, ExoY es una proteina de 41kDa con actividad nucleosil ciclasa, con
preferencia en la produccion de cGMP y cUMP (Beckert et al., 2014). Es capaz de realizar
cambios en la morfologia celular debido a que reorganiza el citoesqueleto de actina (Hauser
2009, Galle et al., 2012) y de incrementar la permeabilidad de la membrana del hospedero
(Ochoa et al., 2012).

La inducciodn del T3SS, y en especial de las proteinas efectoras, estd mediada por diferentes
factores que, en lineas generales, modulan la proteina ExsA, el activador transcripcional del
sistema (Galle et al., 2012). Entre estos factores, se encuentran concentraciones bajas de
Ca®*, contacto directo con tejidos (Diaz et al., 2011), cambios de osmolaridad, estrés,
presencia de ADN dafiado (Yahr y Wolfgang, 2006), niveles bajos de O, (O’Callaghan et
al., 2011), el quorum sensing (Bleves et al., 2005), entre otros. En el laboratorio, se deben
establecer condiciones que asemejen el contacto con la célula hospedera. EI método de
induccién mas usado in vitro es el crecimiento en bajos niveles de calcio. Al disminuir el
Ca’*, los niveles de cCAMP se incrementan, lo cual induce la expresion de la proteina Vfr
que aumenta la unién de ExsA a al promotor de regulacion (Yahr y Wolfgang, 2006).
Asimismo, estas condiciones generan cambios en la afinidad de los represores de ExsA, lo
que genera que la proteina esté libre para interactuar con los promotores (Galle et al.,
2012). Para lograr estas condiciones, se usan quelantes de calcio, tales como el &cido
nitrilotriacético o el &cido etilenglicol tetraacético (EGTA); y en algunos casos, se
suplementa con sales de Mg?*. En general, no hay solo una condicién para inducir este
sistema in vitro porque muchos pardmetros deben ser optimizados, como la eleccion del
medio, el tipo y la concentracion del quelante y el tiempo de induccion (Rolsma y Frank,
2014).

1.2 Sistema inmune

El sistema inmune es el conjunto de células, tejidos y moléculas que permite reconocer y
destruir agentes exdgenos para resistir infecciones. Usualmente, se divide en el sistema

inmune innato y adaptativo. EI primero defiende en etapas iniciales de la infeccion
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mediante el reconocimiento no especifico del patdgeno y se encarga de la induccion y
determinacion de la respuesta del sistema adaptativo; mientras que el segundo reconoce

especificamente al patdgeno para producir memoria a largo tiempo (Abbas et al., 2007).

En general, todas las células involucradas en la respuesta inmune, o leucocitos, son
producidas y maduran a partir de precursores pluripotentes en los 6rganos linfoides
primarios (el timo y la médula 6sea). Luego son llevados por el sistema circulatorio o el
linfatico hacia el tejido periférico (tejido linfoide asociado a mucosa, 0 MALT) y a los
organos linfoides secundarios (ganglios linfaticos y bazo) (Abbas et al., 2007). Los
precursores pluripotentes pueden diferenciarse en dos tipos: mieloides y linfoides. Los
mieloides son producidos en la médula désea y pueden llegar a ser monocitos, que son
precursores de macrdfagos y células dendriticas; o ser granulocitos, como los neutréfilos,
eosinofilos, basofilos y mastocitos. En tanto, los linfoides también son producidos en la
médula 6sea; sin embargo, algunos maduran en ese lugar y se convierten en células o
linfocitos B, mientras que otros migran al timo para madurar como células o linfocitos T
(Abbas et al., 2007; Madigan et al., 2009).

1.2.1 Sistema inmune innato

El sistema inmune innato es la primera defensa del hospedero ante agentes extrafios. La
respuesta de este sistema comienza con las barreras fisicas externas, principalmente el
epitelio. Cuando los agentes externos logran pasarlo, se encuentran con los fagocitos:
células especializadas en “comer” y destruir. Entre los fagocitos, se encuentran macrofagos,
monocitos, neutrofilos y células dendriticas inmaduras. Todos estos tienen lisosomas con
diversas enzimas que les permiten realizar su funcion (Abbas et al., 2007; Madigan et al.,
2009).

Los fagocitos reconocen a los patdégenos mediante los receptores de reconocimiento de
patrones (PRR) que se encuentran en su membrana. Los ligandos de los PRR son los

patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP). Existen diversos tipos de PAMP,
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propios de diferentes patdgenos, como el lipopolisacérido, oligonucle6tidos no metilados,
la flagelina, el material genético de virus, entre otros (Abbas et al., 2007). La interaccion
del PAMP con su respectivo PRR ocasiona una respuesta en la célula inmune que facilita la
fagocitosis del patogeno. Dentro del fagocito, puede producirse un incremento de la
cantidad de especies reactivas de oxigeno y nitrogeno, conocido como explosion o burst
respiratorio, que ayuda a destruir al agente externo (Madigan et al 2009).

Paralelamente, pueden ocurrir la inflamacion y la activacion del sistema del complemento.
La inflamacion es mediada por neutréfilos y macrofagos, los cuales son atraidos por las
interleuquinas liberadas por el tejido dafiado. Los neutréfilos son los primeros en llegar,
destruyen las células dafiadas y producen quimoquinas para atraer a los macrofagos. A su
vez, estos producen citoquinas que ayudan a destruir al patégeno (Abbas et al., 2007;
Madigan et al., 2009).

Por otro lado, el sistema del complemento es un conjunto de proteinas solubles en sangre
que pueden reconocer y destruir a los patégenos. EXisten tres vias de reconocimiento: la via
clasica, por la cual las proteinas del complemento reconocen a anticuerpos unidos al
patdgeno; la via alternativa, en la cual el reconocimiento es directamente a una molécula
externa del patogeno; y la via de lectina, la cual estd mediada por las lectinas de unién a
manosa que se unen a glicoproteinas o glicolipidos. Luego del reconocimiento, sigue el
ensamblaje y corte de diversas proteinas del patdgeno, que tiene como resultado la

destruccion del mismo (Abbas et al., 2007).

Finalmente, en el sistema inmune también pueden participar las células natural killer (NK).
Estas células provienen del precursor linfoide y tienen capacidad de matar a los patdgenos
sin una previa activacion. Ademas, pueden producir interferon gamma (INF-y), el cual

activa macréfagos (Abbas et al., 2007).

1.2.1.1 Respuesta innata contra Pseudomonas aeruginosa
Para eliminar P. aeruginosa, el epitelio respiratorio usa la limpieza mucociliar y puede

generar sefiales para atraer los leucocitos y secretar sustancias antimicrobianas contra esta
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(Dubis y Kaolls, 2007; Lavoie et al., 2011). No obstante, la bacteria es capaz de traspasar el
epitelio intestinal, ocasionando infecciones sistémicas (Okuda et al 2010). Por otro lado,
entre los PRR que reconocen la bacteria estan los receptores tipo Toll (TLR) 4 y 5, los
cuales interactuan con el lipido A del LPS y la flagelina, respectivamente. EI TLR4 es
importante contra cepas causantes de infecciones cronicas en pacientes con CF (Lavoie et
al.,, 2011). Los TLR 2 y 9, cuyos ligandos son el pili y el ADN desmetilado,
respectivamente, pueden actuar contra la bacteria en menor medida (Dubis y Kolls, 2007).
En tanto, se ha visto que en la respuesta innata ante biofilms, participan neutréfilos y

macrofagos, que desencadenan burst respiratorio (Jensen et al., 2010).

Asimismo, los macréfagos alveolares son las primeras células inmunes que atacan a P.
aeruginosa en el pulmén y se encargan de fagocitar al patdégeno y a los neutrofilos no
funcionales. La respuesta temprana ante la infeccion pulmonar es la produccion de la
interleuquina 1B (IL1p), la cual ayuda al reconocimiento por el inflamasoma (el complejo
de proteinas y células que ocasionan inflamacién). Ademas de lo descrito, células
dendriticas, células NK vy el sistema de complemento pueden atacar y destruir a P.
aeruginosa, principalmente en cepas aisladas de infecciones crénicas en pacientes con CF
(Dubis y Kolls, 2007; Lavoie et al., 2011). Finalmente, las citoquinas con mayor
importancia en la modulacién de la respuesta innata contra esta bacteria en infecciones
pulmonares agudas son el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) y la interleuquina 10
(IL10) (Lavoie et al., 2011); mientras que las interleuquinas 23 y 17 (IL23 e IL17) sirven

como puente entre las respuestas innata y adquirida (Dubis y Kolls, 2007).

1.2.2  Sistema inmune adaptativo

El sistema inmune adaptativo es el responsable de la defensa ante exposiciones posteriores
con un mismo patdgeno. Sus principales caracteristicas son la especificidad y la memoria.
La especificidad permite que cada patdgeno sea reconocido de manera directa e individual
mediante receptores capaces de reconocer una gran variedad de antigenos foraneos

(moléculas perteneciente a los patdgenos capaces de inducir una respuesta inmune) (Abbas
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et al., 2007). Por otro lado, la memoria permite “recordar” un patégeno para posteriores
exposiciones, logrando que la respuesta contra este sea méas rapida y fuerte (Madigan et al.,
2009).

La respuesta inmune adaptativa se puede dividir en dos tipos: mediada por células y
humoral. La primera comienza con la captacion del patdégeno por parte de las células
dendriticas o los macrofagos. Luego, estos viajan hacia el bazo o los ganglios linfaticos,
mientras que degradan el patdgeno para generar antigenos, los cuales son expuestos en la
membrana por medio del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). A estos 6rganos
llegan linfocitos T no activados o naive, los cuales van a reconocer el antigeno expuesto
mediante la interaccion con su receptor de células T (TCR). Este proceso es denominado

presentacion de antigenos (Abbas et al., 2007; Madigan et al., 2009).

Las células T pueden dividirse en dos tipos: linfocitos T citotdxicos o CD8+ (Tc) y
linfocitos T colaboradores, helper o CD4+ (Th). Los receptores de las células Tc
interactan con los MHC de clase | asociados a antigenos y son aquellos expresados en
todas las células del hospedero, aunque estos no llegan a generar una respuesta inmune.
Ademas de la interaccion TCR — antigeno — MHC, se necesita el reconocimiento de
coestimuladores en las células presentadoras para la activacion. Luego ocurre la expansion
clonal, donde los linfocitos Tc proliferan y se diferencian en células Tc efectoras. Estas son
capaces de matar a células infectadas o a patdgenos mediante la liberacién de perforina, que

rompe la membrana, y de granzima, que induce la apoptosis (Abbas et al., 2007).

Por otro lado, los linfocitos Th interactian con los MHC de clase I, presentes solo en las
células presentadoras de antigenos (células dendriticas, macréfagos y linfocitos B). Estos
requieren del reconocimiento de coestimuladores para su activacion y pasan por la
expansion clonal. La diferenciacion de Th puede dar dos tipos de células: Thl y Th2, lo
cual dependera del ambiente celular y el tipo de patdégeno. Los linfocitos Thl estan
relacionados a infecciones intracelulares y promueven la proliferacion de linfocitos Tc. En
cambio, los linfocitos Th2 son importantes en infecciones de organismos extracelulares y

participan en la respuesta humoral (Abbas et al., 2007; Madigan et al., 2009).
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La respuesta humoral estd mediada por anticuerpos o inmunoglobulinas (lg), que son
proteinas producidas Unicamente por linfocitos B. Los receptores de células B (BCR) son
colocados en la membrana durante su maduracion. Los BCR pueden reconocer a su
antigeno especifico en los tejidos linfoides periféricos. Luego del reconocimiento, el
linfocito B procesa el antigeno y lo expone mediante los MHC de clase Il para presentarlo a
las células Th2. Se necesita la sefial proveniente de los coestimuladores para la activacion
de estas y la produccion posterior de anticuerpos, que permiten destruir al patdgeno
mediante la opsonizacion o la activacion del sistema de complemento. Luego de la
infeccion, una porcion de células B permanece en circulacion, lo que genera la memoria

ante una exposicion posterior (Abbas et al., 2007).

Los anticuerpos estdn compuestos por cuatro cadenas polipeptidicas divididas en dos
cadenas pesadas y dos cadenas ligeras. En cada una de las cadenas, los dominios amino- y
carboxi-terminal son denominados las regiones variable y constante, respectivamente. Las
cadenas pesadas estan compuestas de una regidn variable y tres o cuatro regiones
constantes; mientras que las cadenas ligeras tienen una de cada tipo. En mamiferos, existen
5 clases de cadena pesada (alfa: a, delta: o, épsilon: €, gamma: y, mu: p) y 2 clases de

cadenas ligera (lambda: A, kappa: ) (Abbas et al., 2007).

Existen 5 isotipos de anticuerpos en mamiferos, cada uno definidos por su cadena pesada:
las inmunoglobulinas A, D, E, G y M; para las cadenas a, 9, €, y y W, respectivamente. La
IgA es el anticuerpo méas abundante en secreciones (saliva, lagrimas, leche materna, entre
otras), y también se lo encuentra en el epitelio respiratorio y gastrointestinal. Este
anticuerpo se encuentra en forma de mondmero en sangre y de dimero en secreciones, en
donde se denomina inmunoglobulina A secretora (slgA). Debido a la cantidad de tejido
mucoso, la IgA es el isotipo méas producido en el cuerpo, aunque no el méas abundante en
suero (Abbas et al., 2007; Brandtzaeg, 2010).

La IgD esta asociada a células B maduras aptas para interactuar con su antigeno en tejidos

periféricos. En sangre, se encuentra en forma de mondmero y en poca cantidad. Se ha
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reportado que interactia con basofilos e induce la produccién de pentraxina 3 e
interlequinas 1 y 4 (IL1 e IL4) (Chen et al., 2009; Madigan., et al 2009). En tanto, la IgE
estd asociada a alergias e infecciones por parasitos extraceulares. Una vez producidos por
las células B, se unen a eosinoéfilos, baséfilos y mastocitos hasta una exposicion posterior
del antigeno. En ese momento, se induce la desgranulacion para producir histamina e
interleuquinas inflamatorias que ayudan a combatir al parésito o al alérgeno. (Madigan et
al., 2009, Fitzsimmons et al., 2014).

Por otro lado, la IgG es la mas abundante en suero y es capaz de realizar diferentes
mecanismos contra patdgenos: aglutinacion, opsonizacion, neutralizacion de toxinas,
activacion del sistema de complemento, entre otros. Es el isotipo mas importante en
respuesta secundaria y es el Unica capaz de pasar la placenta (Abbas et al., 2007; Madigan
et al., 2009; Vidarsson et al., 2014). Finalmente, la IgM se encuentra presente en células B
inmaduras. Es la Unica que se encuentra en suero en forma de pentdmero o hexamero. Ante
una infeccién bacteriana, es el primer isotipo en ser producido y es capaz de activar el
sistema de complemento, incluso con mas fuerza que la 1gG (Abbas et al., 2007; Madigan
et al., 2009).

1.2.2.1 Respuesta adaptativa contra Pseudomonas aeruginosa

El sistema inmune es capaz de generar respuesta adaptativa contra P. aeruginosa. En
cuanto a la respuesta mediada por células, las células dendriticas mieloides tienen un rol
importante en las infecciones crénicas de esta bacteria. Ademas, lascélulas Tc productoras
de interleuquina 17 (IL17), una citoquina proinflamatoria (Lavoie et al., 2011) estan
presentes comunmente; mientras que el tipo de respuesta Th que esta mas presente en

infecciones asociadas a CF aun no esta claro (Jensen et al., 2010).

Por otro lado, existen diversos reportes sobre la respuesta humoral ante P. aeruginosa.
Moya et al. (2007) identificaron 1gG contra LPS, elastasa y proteasa alcalina mediante

ELISA en sueros de 11 pacientes con sepsis nosocomial, 5 con CF y 2 con infeccion
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respiratoria. En todos los casos, los titulos fueron mayores a los encontrados en sueros de
personas sanas. En tanto, Dogru et al. (2013) analizaron la presencia de 1gG contra la
exotina A, la elastasa y la proteasa alcalina en suero de pacientes con CF (24 con infeccion
cronica de P. aeruginosa, 13 con infeccion intermitente y 37 sin infeccion) utilizando
ELISA. La frecuencia de estos anticuerpos vario principalmente por el tipo de paciente, en
lugar de por el antigeno. Se encontraron estos anticuerpos en el 62.5 — 75%, 30.8 — 38.5% y
8.1 — 16.2% del grupo con infeccion crénica, con infeccidn intermitente y sin infeccion,

respectivamente.

También existen estudios previos de la generacion de anticuerpos contra las proteinas del
T3SS de P. aeruginosa, principalmente en pacientes con CF. Por ejemplo, Moss et al.
(2001) analizaron sueros de 33 adultos con CF. Mediante Western blot y encontraron
anticuerpos contra PopB, PopD, PcrV y ExoS en 90.9, 72.7, 66.7 y 33.3% de los sujetos,
respectivamente. Mientras tanto, Banwart et al. (2002) examinaron 33 sueros de pacientes
pediatricos con CF para buscar IgG contra ExoS, PcrV y PopB usando Western blot, y
encontraron dichos anticuerpos en el 53.8, 38.5 y 53.8% de los sueros, respectivamente. De
manera similar, Corech et al. (2005) investigaron la presencia de anticuerpos contra esas
mismas proteinas en 48 nifios con CF usando ELISA y Western blot. Con la primera
técnica, se encontrd IgG contra ExoS, PcrV y PopB en el 94, 83 y 94% de los nifios
respectivamente; mientras que con la otra técnica, 90, 85 y 94%, respectivamente.
Asimismo, Cruz et al. (2012) evaluaron 22 pacientes con CF y 28 pacientes sanos mediante
Western blot y detectaron anticuerpos contra ExoS, ExoT, PopB y PopD entre el 75 y
100% de los sueros de pacientes con CF; mientras que en el otro grupo, entre 18 y 36%.

Finalmente, se ha reportado la presencia de 1gG e slgA contra el alginato y antigeno
estandar (sonicado de 17 serotipos de P. aeruginosa) en saliva, suero sanguineo y
secreciones nasales de pacientes con CF distribuidos en 3 grupos: 32 sin infeccion de la
bacteria, 24 con colonizacion intermitente y 25 con infeccién crénica. En todos los casos,
los titulos en los pacientes sin infeccion fueron menores respecto a aquellos con la
colonizacion intermitente o la infeccidn crénica, principalmente en los niveles de sIgA en

secreciones nasales y saliva (Aanaes et al., 2013).
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1.2.3 Leche maternay calostro

Los recién nacidos presentan una inmadurez inmunoldgica, es decir, los procesos descritos
anteriormente no ocurren con normalidad. Por otro lado, no presentan anticuerpos propios
debido al poco tiempo de exposicion (Brandtzaeg, 2010). Por tanto, ademas de las IgG
provenientes de la madre que atravesaron la placenta, uno de los medios de proteccion que

tienen contra las infecciones es la leche materna (Field, 2005).

La leche materna est4d compuesta de carbohidratos, lipidos, proteinas, vitaminas, minerales
y otras macromoléculas. La abundancia de los componentes cambia a través del tiempo.
Por ejemplo, en la leche materna de la primera semana o calostro, existe una gran cantidad
de proteinas; mientras que en la leche madura (la leche materna luego de un mes),
predominan los lipidos y la lactosa (Turin y Ochoa, 2014). La alta concentracion de

proteinas en el calostro refleja su funcién protectora en el recién nacido.

El calostro confiere diversos factores protectores: oligosacaridos, glicoproteinas,
probidticos, células y moléculas inmunolégicas, entre otros (Ballard y Morrow, 2013; Turin
y Ochoa, 2014). Los oligosacéridos tienen la funcion de prebioticos y pueden prevenir la
unién de patogenos al epitelio intestinal (Bode, 2009). Por otro lado, la lactoferrina es la
segunda proteina mas abundante en leche, y se ha reportado que tiene actividad
antimicrobiana, antiinflamatoria, inmunomoduladora y efecto protector contra
enteropatdgenos (Ochoa y Clearly, 2009). Mientras tanto, la mucina, otra glicoproteina,
puede disminuir la adhesion de patdgenos (Peterson et al., 2013). En tanto, los probidticos
maés abundantes en leche materna son Bifidobacterium sp, Lactobacillus sp, Enterococcus
sp, entre otros. Entre los efectos antimicrobianos de estos destacan la reduccion de la
permeabilidad intestinal, la competencia por nutrientes y receptores en epitelio intestinal,
entre otros (Lara-Villoslada et al., 2007). Asimismo, entre las células inmunoldgicas se
encuentran los macrofagos, los mastocitos, linfocitos T y células NK (Ballard y Morrow,
2013; Turin y Ochoa, 2014). Por ultimo, existen anticuerpos en la leche materna, entre las

que se encuentran IgG, IgM y principalmente, sIgA (Turin y Ochoa, 2014).
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Las inmunoglobulinas A secretora (sIgA) son el isotipo de anticuerpo mas abundante en la
leche materna (Morrow y Rangel, 2004). Las células B de los tejidos linfaticos asociados al
tracto intestinal (GALT) y respiratorio (NALT) de la madre intervienen en la produccién de
slgA. Estas migran hacia el tejido mamario por el sistema linfatico y producen dimeros de
IgA (Brandtzaeg, 2010). Este dimero se une al receptor de poli-inmunoglobulina (pIgR) en
la cara basolateral del epitelio y es llevado a traves de la célula epitelial por endocitosis.
Una vez en la membrana apical, el pIgR es cortado para liberar el anticuerpo a la leche. La
porcion del plgR que queda remanente en el dimero se denomina el componente secretorio
(SC), el cual protege al anticuerpo de la protedlisis y la degradacion por pH &cido (Hurley y
Theil, 2011; Corthésy, 2013). Por tanto, las sIgA en la leche reflejan la exposicion a
antigenos que ocurrio en los tractos intestinal y respiratorio de la madre (Brandtzaeg, 2010;
Breakley et al., 2015).

No obstante, una vez consumidas por el recién nacido, las sIgA del calostro no pueden ser
internalizadas; por lo que su funcién protectora solo se cumple en el intestino del nifio
(Hurley y Theil, 2011). Entre las propiedades protectoras de las sIgA se encuentran
bloquear toxinas y receptores de las bacterias en el epitelio intestinal, prevenir la adherencia
del patégeno, modular la composicion de la microbiota, estimular la maduracion del
GALT, promover el transporte de antigenos a las células dendriticas del recién nacido,
entre otras (Mantis, 2011; Corthésy, 2013).

Se han realizados diversos estudios para identificar los antigenos contra los cuales acttan
las sIgA del calostro (Tabla 2). EI ELISA y el Western blot son las técnicas que se mas
usan para este fin. Ademas, muchos de estos estudios tienen al LPS como antigeno de
estudio, 0 no especifican cudl es. Para P. aeruginosa, solo se ha encontrado sIgA contra el

lisado celular y contra su LPS en calostro.
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Tabla 2. Trabajos sobre la deteccion de inmunoglobulinas A secretoras (sIgA) en muestras de leche y sus antigenos.

Tipo de Tamafio Lugar de
Organismo Método de deteccion Antigeno P de g i Referencia
muestra procedencia
muestra
Streptococcus mutans Aglutinacion LPS Calostro 8 No indica Arnold et al., 1976
Inhibicidn del ensayo Calostro  Pool de 20 Guatemala
Escherichia coli / Vibrio de acumulacion de . .
cholerae fluido en ileon de Enterotoxina Leche Pool de 19 Guatemala / Ohio Stoliaretal., 1976
) madura
conejo
Costa Rica /
Calostro 62 Washington /
Rotavirus ELISA No especifica Guatemala Yolken et al., 1978
Leche 95 Guatemala
madura
Shigella sp. / Salmonella sp. /
E. coli / Pseudomonas Aglutinacion pasiva LPS
aeruginosa / Klebsiella g P Calostro  Pool de 20 No indica Funakoshi et al., 1981
pneumoniae
Polivirus / Virus Coxsackie B Test de neutralizacion  No especifica
K. pneumoniae ELISA Pili tipo 1 Calostro 21 Texas Davis et al., 1982
V. cholerae ELISA LPS/ . Calostro  Pool de 15 India Majumdar y Ghose,
Enterotoxina 1982
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N - Calostro 30
. . 0 especifica
) N k tal., 1982
Chlamydia trachomatis ELISA (Lisado celular) Leche oruega Skaug et al., 198
madura 6
Actividad Toxina A /
Clostridium difficile neutralizante en ) Calostro 56 Texas Kim et al., 1984
, Toxina B
células adrenales Y1
Hemaglutinina
Bordetella pertussis ELISA filamentosa / Calostro 60 Indonesia Odacetal., 1985
Factor promotor
de linfocitosis
E. coli ELISA Polisacarido O  Calostro 47 Australia Sennhauser et al., 1989
No especifica Calostro 43
. . ELISAy W rn ; , .
Shigella flexneri S b):ot este (Antigenos Leche 57 Houston / Meéxico Cleary et al., 1991
plasmidicos) madura
Costa Rica /
Calostro 453 Suecia / Vietnam
Shigella sp. / Plesiomonas ELISA LPS Lechede o Suecia Achi et al., 1992
shigelloides / Salmonella sp. transicion
Leche 210 Costa Rica /
madura Suecia / Vietnam
Shigella sp. ELISA LPS Calostro 7 México Hayani et al., 1992
P. aeruginosa / E. coli LPS Calostro y
) ELISA L. Leche 94 Alemania Feist et al., 2000
E. coli / Salmonella sp. Lipido A madura
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ELISA y Western

BfpA / EspA/

Parissi-Crivelli et al.,

EPEC blot EspB / Intimina Calostro 21 Mexico 2000
Adhesina
EAEC ELISAb};(:{[Vestern fimbrial Calostro 35 Brasil Fernandes et al., 2001
agregativa Il
E. coli / Staphylococcus sp. /
Salmonella sp. / Vibrio Calostro 36
parahemolyticus / P.
aeruginosa / Campylobacter ELISA No especifica Japén Takahashi et al., 2002
jejuni / Listeria (Lisado celular)
monocytogenes / Yersinia Leche de 71
enterocolitica / Clostridium transicion
perfringens
Calostro 27
EspA/EspB/  Lechede
EPEC / EHEC ELISAb);C:{[Vestern Intimina gamma transicion 73 Meéxico / Virginia Noguera—;)t())znza etal,
/ LPS / Stx1 Leche
23
madura
EPEC/ETEC/EHEC/EIEC - Calostro Pool
. No especifica .
/ Streptococcus pneumoniae / Western blot Leche Brasil Carbonare et al., 2005
o (Extracto crudo) Pool
Haemophilus influenza madura
EPEC / EHEC ELISA y Wester No especifica Calostro 51 Brasil Palmeira et al., 2005
blot (Extracto crudo)
Salmonella ser. Typhimirium Operédn Sip
Shigella flexneri Western blot Operon Ipa Calostro 76 Peru Durand et al., 2013
EPEC EspA-D
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Tir / EspB /

. .. il -P l.,
EPEC Western blot EspC / Intimina Lech.e.o!e Pool México Gavilanes-Parra et a
transicion 2013
/ Hspl10
- Calost 30 :
Rotavirus ELISA No especifica Ifeccj:shgo Brasil Tino de Franco etal,
(Extracto crudo) 30 2013
madura

23

*EPEC: E. coli enteropatogénica, EAEC: E. coli enteroagregativa, EHEC: E. coli enterohemorragica, ETEC: E. coli enterotoxigénica, EIEC: E.
coli enteroinvasiva.



1.3 Planteamiento del problema

Pseudomonas aeruginosa es un patdgeno oportunista que causa diversas enfermedades, entre
ellas, la sepsis neonatal, que tiene alta tasa de mortalidad (Stoll et al., 2002). Su variedad de
efectos se debe a sus factores de virulencia, entre los que destaca el sistema de secrecion tipo
Il (T3SS) (Hauser, 2009). Se ha encontrado anticuerpos contra las proteinas del T3SS en
suero de pacientes con CF (Mauch y Levy, 2014).

Por otro lado, en los recién nacidos, debido a la inmadurez de su sistema inmune, la principal
fuente de proteccién son los anticuerpos presentes en el calostro, fundamentalmente, las
inmunoglobulinas A secretoras (sIgA) (Brandtzaeg, 2010). En leche materna, solo se ha
encontrado anticuerpos contra el lisado celular de P. aeruginosa o contra su LPS; mas no

contra otras proteinas, como las del T3SS (Tabla 2).

En este trabajo se propone buscar slgA contra las proteinas del T3SS de P. aeruginosa en
calostro de mujeres peruanas. La presencia de este tipo de anticuerpos, junto con una practica
adecuada de la lactancia materna, puede ayudar a proteger a los recién nacidos ante las

infecciones causadas por esta bacteria en donde su T3SS cumple un rol importante.
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Il.  Hipotesis y Objetivos
1.1  Hipdtesis
En el calostro de las mujeres peruanas, existen sIgA contra las proteinas ExoS, ExoT, PopB

y PopD del sistema de secrecion tipo 111 de Pseudomonas aeruginosa.

1.2 Objetivos
11.2.1 Objetivo general

Determinar si las inmunoglobulinas A secretora (sIgA) contra las proteinas del sistema de
secrecion tipo Il (T3SS) de Pseudomonas aeruginosa estan presentes en el calostro de

mujeres peruanas.

11.2.2 Obijetivos especificos

1. Estandarizar el crecimiento bacteriano de P. aeruginosa PAOL y la induccién de la
expresion del T3SS.

2. Estandarizar las condiciones (concentracion de anticuerpos, protocolo y método de
revelado) del Western blot para detectar la presencia de sIgA contra ExoS, ExoT, PopB y
PopD de P. aeruginosa.

3. Determinar la abundancia de sIgA contra ExoS, ExoT, PopB y PopD en el calostro de
mujeres peruanas.

4. Obtener una medida semicuantitativa (intensidad de las bandas) de las sIgA contra ExoS,

ExoT, PopB y PopD en el calostro de mujeres peruanas.
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1. Materiales y Métodos

I11.1  Muestras de calostro

Las muestras de calostro utilizadas provinieron de dos estudios previos y se encuentran
almacenadas en el banco de muestras clinicas del Laboratorio de Infectologia Pediatrica
(Laboratorios de Investigacion y Desarrollo [LID], UPCH). Setenta y cinco muestras fueron
recolectadas en un trabajo anterior en el Hospital Nacional Cayetano Heredia que evalud la
presencia de anticuerpos en calostro contra EPEC, Salmonella enterica ser. Typhimurium y
Shigella sp (Durand et al., 2013). Otras 277 muestras de calostro fueron recolectadas como
parte de un estudio de evaluacion de lactoferrina bovina en la prevencion de sepsis neonatal
en tres hospitales de Lima: Hospital Nacional Cayetano Heredia, Hospital Nacional Daniel
Sabogal Sologuren y Hospital Nacional Guillermo Almenara Irigoyen (Ochoa et al., NIH,
RO1-HDO067694; Turin et al., 2014). En el primer trabajo, los criterios de inclusion fueron
madres mayores de 18 afios que dieron a luz después de las 37 semanas de gestacion. En el
segundo, los criterios de inclusion fueron aquellas madres que aceptaron la participacion de
sus recién nacidos en el ensayo clinico de lactoferrina, con el criterio de ser prematuros con

un peso de nacimiento menor de 2000g y ser enrolados dentro de los primeros 3 dias de vida.

Todas las muestras se obtuvieron dentro de la primera semana después del parto por la
técnica de extraccion manual de Marmet (Marmet, 1981). Se colect6 entre 3 a 5 ml de las
muestras y estas fueron depositadas en frascos estériles para su posterior procesamiento. El
calostro fue centrifugado a 17000 g por 15 min y la porcion lipidica fue cuidadosamente

retirada. Se tomaron alicuotas del suero que fueron almacenadas a -20°C.

Para este trabajo, se usaron todas las muestras del primer proyecto y 75 muestras escogidas
al azar del segundo proyecto. Las muestras fueron codificadas para su uso, es decir, se
prescindié de la identidad de la madre en todo momento y los resultados fueron incorporados
al banco de datos correspondiente. Los dos proyectos mencionados y este trabajo han sido
aprobados por el Comité de Etica Institucional de la Universidad Peruana Cayetano Heredia
(SIDISI 56721, 57710 y 63687, respectivamente).
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I11.2 Crecimiento bacteriano

Se trabajo con la cepa Pseudomonas aeruginosa PAO1 (ATCC 15692; donada por Dr.
Joaquim Ruiz, Universidad de Barcelona) (Holloway, 1955). Pseudomonas aeruginosa
PAOL1 es una cepa de referencia de laboratorio y es poca virulenta. Esta cepa expresa todas
las proteinas del T3SS, excepto la proteina ExoU (LaBauve y Wargo, 2012). Ademas,
expresa mayor cantidad de proteasas respecto a otras cepas de referencia como PAK y
PA103 (Rolsma y Frank, 2014). No obstante, las sublineas provenientes de la cepa original
han sufrido mutaciones en diferentes genes, incluyendo aquellos para el T3SS (Klockgether
et al., 2010). La cepa fue criopreservada en infusion cerebro-corazon (BHI) suplementado
con 15% glicerol a -70°C.

Para determinar el tiempo en el cual la cepa P. aeruginosa PAQO1 llega al inicio de la fase
estacionaria, se analizé su crecimiento midiendo la turbidez del medio a través de la densidad
Optica a 600 nm (OD 600nm). Para este fin, la cepa fue descongelada y sembrada en Agar
MacConkey a 37°C por una noche. Luego, sé cultivé entre 1 y 5 colonias por una noche en
caldo Luria-Bertani (LB) a 37°C y 125 rpm de agitaciéon. Al dia siguiente, el cultivo fue
diluido en caldo LB fresco hasta que la OD 600nm fuera entre 0.1 y 0.2. Luego, se reparti
en alicuotas de 20ml y se las dej6 a 37°C y 250 rpm de agitacion por 8 horas. En cada hora,
se midi6 la OD 600nm de una de las alicuotas. Se repitié este experimento 4 veces.
Finalmente, se elabord la curva de crecimiento (OD 600nm vs. tiempo) usando los
promedios de las densidades Opticas a cada hora y se calculo el tiempo de duplicacion segun
lo indicado por Mandsberg et al. (2009).

1.3 Precipitacion de proteinas

Para la precipitacion de proteinas de la cepa P. aeruginosa PAOL, se dejo crecer segun lo
descrito en la seccion anterior hasta el tiempo determinado. Después, se precipitaron las
proteinas secretadas segin Komoriya et al. (1999), con algunas modificaciones. En resumen,

el cultivo bacteriano se centrifug6 a 17000 g por 15min. Luego, se separd de 1.5 a 6ml del
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sobrenadante y se le agreg6 acido tricloroacetico (TCA) al 25% v/v (concentracion final de
3.75% v/v) para precipitar las proteinas. Esta mezcla se incubd por una noche a 4°C y
después, se centrifugd a 17000 g por 15min. El sobrenadante se descartd y el precipitado de
proteinas se disolvio en “buffer” de carga. Este buffer estuvo compuesto por buffer Tris-HCI
245mM (pH 6.8), B-mercaptoetanol al 5%, glicerol al 40%, dodecilsulfato de sodio (SDS) al
8% y azul de bromofenol al 0.04%. Finalmente, las proteinas se almacenaron a -20°C. El
procesamiento de las proteinas fue como maximo una semana después de la precipitacion
debido a que no se usaron inhibidores de proteasas. Tampoco fue posible cuantificar las

proteinas precipitadas.

Para determinar el volumen de sobrenadante adecuado para la extraccioén de proteinas, se
realizd una electroforesis desnaturalizante de poliacrilamida (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970).
En esta, las concentraciones del gel concentrador (“stacking gel”) y el gel separador
(“resolving gel”) fueron de 10 y 12.5 %, respectivamente. El agente reductor fue el -
mercaptoetanol, presente en el “buffer” de carga. La desnaturalizacion de las proteinas se
asegur6 mediante una incubacion a 95°C y por el SDS del “buffer” de carga. El gel se revelo
mediante la tincién con azul de Coomasie. Finalmente, se eligio el volumen de sobrenadante

con el perfil de proteinas mas nitido.

I11.4 Estandarizacion de la inducciéon del T3SS

Para determinar las condiciones para inducir el T3SS, se utilizé lo descrito por Shen et al.
(2008), con algunas modificaciones. La cepa P. aeruginosa PAO1 se cultivd por una noche
en caldo LB a 37°C y en agitacién moderada. Al dia siguiente, el cultivo fue diluido en caldo
LB solo o suplementado con EGTA 2.5, 5 0 7.5mM, con o sin MgCl, 10mM; hasta que la
OD 600 nm estuvo entre 0.1 y 0.2. Luego se dejo crecer a 37°C y en agitacion hasta llegar a
un OD600nm de 1.4. Posteriormente, se precipitaron las proteinas secretadas usando 2.5ml
de sobrenadante segin la metodologia descrita anteriormente y se realiz6 una SDS-PAGE,

bajo las condiciones antes descritas.
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I11.5 Estandarizacion del Western blot

Para la estandarizacion del Western blot (Towbin et al., 1979; Burnette, 1981), se utilizaron
diferentes protocolos, descritos en la Tabla 3. Se determinaron las diluciones de los
anticuerpos primarios y secundarios, las soluciones y tiempos de las etapas del Western blot,
asi como el metodo de revelado.

Tabla 3. Protocolos utilizados para la estandarizacion del Western Blot. Diferentes
soluciones buffers (TBS: buffer Tris salino, PBS: buffer fosfato salino), suplementaciones y
tiempos de incubacion fueron evaluados.

Etapa Protocolo 1 Protocolo 2 Protocolo 3
TBS, 0.05% Tween 20,
PBS, 5% Leche PBS, 5% Leche
Bloqueo 3% Leche
2 horas Una noche Una noche
TBS, 0.05% Tween 20 PBS
Lavado . - .
3 veces por 5 min 2 veces por 5 min
) TBS, 0.05% Tween 20, PBS, 0.05% Tween 20, PBS, 0.05% Tween 20,
Anticuerpo
o 1% Leche 5% Leche 5% Leche
Primario
Una noche 1 hora 1 hora
TBS, 0.05% Tween 20,
PBS, 5% Leche PBS
Lavado 1% Leche
3 veces por 5 min 3 veces por 5 min 3 veces por 5 min
) TBS, 0.05% Tween 20, PBS, 0.05% Tween 20, PBS, 0.05% Tween 20,
Anticuerpo
_ 1% Leche 5% Leche 5% Leche
Secundario
2 horas 1 hora 1.5 horas
TBS, 0.05% Tween 20 PBS, 5% Leche PBS
3 veces por 5 min 3 veces por 5 min 3 veces por 5 min
Lavado
TBS, pH 8 TBS, pH 8 TBS, pH 8
3 veces por 5 min 30 min 30 min
Referencia  Durand et al., 2013 Hauser A (Com. Este trabajo
personal)
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111.5.1 Concentracion de anticuerpos

Para determinar las concentraciones adecuadas de los anticuerpos primarios y secundarios, se
precipitaron las proteinas secretadas segun lo determinado en “Estandarizacion de la
induccion del T3SS”. Posteriormente, se realizO una SDS-PAGE al 12.5% y una
transferencia electroforética hacia una membrana de nitrocelulosa (0.45um de tamafio de

poro).

Luego, se realizé el Western Blot segln el Protocolo 1 (Tabla 3). En detalle, luego del
bloqueo, la membrana fue colocada en el sistema de soporte “Mini-PROTEAN Il
Multiscreen Apparatus” (Bio Rad, California, Estados Unidos). Este sistema permite evaluar
maltiples muestras haciendo uso de canaletas individuales de volumen pequefio. Posterior al
primer lavado, se agregd 300 ul de las diluciones de anticuerpo primario a cada pocillo del
soporte. Se utilizé como anticuerpo primario una mezcla de anticuerpos policlonales contra
ExoU, ExoS, ExoT, PopB y PopD (proporcionados por Dr. Alan Hauser, Northwestern
University; Hauser et al.,, 2002). Los anticuerpos policlonales fueron preparados
individualmente por la inyeccion a conejos de cada proteina extraida y purificada a partir de
una SDS-PAGE, y luego fueron mezclados equimolarmente (Hauser et al., 1998; Hauser et
al., 2002). Asimismo, se usé una mezcla equimolar de 10 muestras de calostros escogidas al
azar (“pool” de calostro). Los anticuerpos primarios se diluyeron en distintos factores
respecto a las soluciones originales: desde 1/5000 a 1/100 para los anticuerpos policlonales y
desde 1/400 a 1/10 para el calostro.

Después del segundo lavado, se agregd 300ul de las diluciones de anticuerpo secundario a
cada pocillo del soporte. Se utilizaron, como anticuerpos secundarios: una solucion de
anticuerpos contra inmunoglobulina G de conejo (anti-lgG; Sigma-Aldrich, Missouri,
Estados Unidos) y una solucion de anticuerpos contra inmunoglobulina A humano (anti-IgA;
Sigma-Aldrich, Missouri, Estados Unidos), ambos conjugados con peroxidasa, para los
anticuerpos policlonales o el calostro, respectivamente. Estos se diluyeron en distintos

factores respecto a las soluciones originales: desde 1/5000 a 1/200 para los anti-1gG y desde
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1/500 a 1/200 para los anti-lIgA. Finalmente, luego del tercer lavado, el deteccion
colorimétrica de la membrana se hizo por la reaccion con 4-cloro naftol (Bio Rad, California,
Estados Unidos; Hawkes et al., 1982).

111.5.2 Protocolo de Western blot

Para determinar las soluciones y los tiempos de incubacidn para cada etapa del Western blot,
se realizaron por separado los tres protocolos indicados en la Tabla 3. La obtencion y
procesamiento de las proteinas, asi como los volumenes de los anticuerpos que se afiadieron
a cada pocillo, no variaron respecto a lo descrito en “Concentracion de anticuerpos”. Se usé
como anticuerpos primarios la mezcla de anticuerpos policlonales y el “pool” de calostro,
diluidas a 1/100 y 1/10, respectivamente. Ademas, los anticuerpos secundarios (anti-lIgG y
anti-IgA) fueron diluidos a 1/200. La deteccion colorimétrica de la membrana se realizo

mediante la reaccién con 4-cloro naftol.

111.5.3 Técnica de deteccion colorimétrica

Para determinar la reaccion colorimétrica para la membrana, se realiz6 el Western Blot segln
lo indicado en el Protocolo 3 (Tabla 3). La obtencién y procesamiento de las proteinas, asi
como los volimenes de los anticuerpos que se afiadieron a cada pocillo, no variaron respecto
a lo descrito en “Concentracion de anticuerpos”. Se usdé como anticuerpos primarios la
mezcla de anticuerpos policlonales, el “pool” de calostro y 5 muestras individuales escogidas
al azar, diluidas a 1/100 para los anticuerpos policlonales y 1/10 para los calostros. Ademas,
los anticuerpos secundarios (anti-1gG y anti-IgA) fueron diluidos a 1/200. La deteccion de la
membrana se realizd mediante la reaccion con 4-cloro naftol o con diaminobencidina
(Sigma-Aldrich, Missouri, Estados Unidos; Glass et al., 1981).

31



I11.6  Andlisis de muestras

Para determinar la presencia de slgA contra las proteinas del T3SS de P. aeruginosa, se
realizaron Western Blot a cada uno de las muestras de calostro segln las condiciones
determinadas anteriormente. Como control positivo, se usd la mezcla de anticuerpos
policlonales. Tres personas analizaron las membranas reveladas para definir si las bandas
presentes correspondian a un resultado positivo. En su decision, se ayudaron del perfil de los
anticuerpos policlonales y los pesos moleculares. Se considerd la presencia positiva de un
anticuerpo si hubo coincidencia de al menos 2 personas. Finalmente, se midié la intensidad
de las bandas con el programa Image Lab Software 3.0 (Bio-Rad Laboratories Inc.,

California, Estados Unidos) para obtener una medida aproximada de la cantidad de sIgA.

1.7 Analisis estadistico

La presencia de los anticuerpos contra cada proteina y la intensidad de sus respectivas
bandas fueron calculadas para cada tipo de poblacion (a término y pretérmino), asi como en
la muestra total; y fueron reportadas como porcentaje y mediana, respectivamente. Se
comparo las frecuencias y las intensidades entre las dos poblaciones utilizando la prueba de
chi cuadrado y la prueba U de Mann-Whitney (suma rango de Wilcoxon), respectivamente.

Se considerd estadisticamente significativo un valor de p menor a 0.05.

Con el fin de realizar un analisis exploratorio, se evalud la asociacion entre la presencia de
los anticuerpos contra cada proteina y las caracteristicas de la madre (edad materna, edad
gestacional, nUmero de embarazos, nimero de paridad y el tiempo de la toma de muestra)
mediante una regresion logistica maltiple. Se calcularon los “odds ratio” (OR) para cada
caracteristica y sus intervalos de confianza. Un OR se consideré estadisticamente
significativo si el valor de 1 no estaba presente en el intervalo de confianza. Todos los
analisis estadisticos fueron realizados en el programa Stata 12 (StataCorp LP, Texas, Estados
Unidos).
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IV. Resultados

IV.1 Caracteristica de la poblacién

Las caracteristicas de las madres e hijos cuyas muestras fueron escogidas en este trabajo son
descritas en la Tabla 4. La mediana del peso al nacer, la edad de la madre y la edad
gestacional fueron de 2025 g, 26 afios y 37 semanas, respectivamente. Hubo una diferencia
significativa en el peso al nacer de los recién nacidos, la edad gestacional y la edad de la

madre entre los grupos escogidos, segun lo esperado.

Por otro lado, 89 muestras (52.7%) fueron tomadas antes de los 4 dias; mientras que 73
madres (48.7%) tuvieron un hijo nacido vivo en los estudios originales. Ademas, 61 madres
(40.7%) fueron primigestas. Finalmente, 104 madres (69.3%) tuvieron un parto abdominal o
por cesarea, siendo mayor la proporcion de este tipo de parto en el grupo de madres con hijos

pretérmino.

Tabla 4. Caracteristicas de las poblaciones en estudio.

) A término Pretérmino Total
Caracteristica
(n=75) (n=75) (n =150)
L 3455 1750 2025*
Peso al nacer (g)
(3150 - 3840) (1650 -1912) (1750 - 3455)
Edad de la madre (afios)* 24(20-29) 29(25-35) 26* (22-32)

Edad gestacional (semanas)* 40 (39 - 40) 33(32-34) 37*(30-40)
Tiempo de toma de la

muestra (dias)?

2 32(42.7%)  8(10.7%)  40* (26.7 %)
3 24(320%) 15(200%) 39 (26.0 %)
4 12(160%) 17 (227%) 29 (19.3 %)
5 7(9.3%) 16 (21.3%)  23* (15.3 %)
6-7 - 19(253%) 19 (12.7 %)
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NUmero de nacidos vivos?

1 40(53.3%)  33(44.0%) 73 (48.7 %)
2 17(227%)  22(29.3%) 39 (26.0 %)
3 14(187%) 14(18.7%)  28(18.7 %)
4-6  4(5.3%) 6 (8.0 %) 10 (6.6 %)
NGmero de gestaciones?
1 34(453%) 27(36.0%) 61* (40.7 %)
2 19(253%) 20(26.6%) 39 (26.0 %)
3 14(18.7%) 14 (18.7%)  28(18.7 %)
4-8 8(10.7 %) 14 (18.7%) 24 (14.6 %)
Tipo de parto®
Eutécico 29 (38.7%) 17 (22.7%)  46* (30.7%)
Abdominal 46 (61.3 %) 58 (77.3%) 104 (69.3 %)

' Mediana (Rango Intercuartilico), * Cantidad (Porcentaje).
*p < 0.05 (A término vs. Pretérmino).

IV.2 Crecimiento de la cepa Pseudomonas aeruginosa PAO1.

El crecimiento de la cepa Pseudomonas aeruginosa PAOL1 fue analizado por 8 horas en caldo
Luria-Bertani (LB) a 37°C y 250 rpm, midiendo su densidad optica a 600nm (OD 600nm).
La curva de crecimiento se presenta en la Fig. 2. En los cuatro experimentos, la desviacion
estandar de los OD 600nm obtenidos en cada hora fue baja (0 a 0.06). Asimismo, se not6 que

estos valores y la coloracion verduzca del cultivo siempre aumentaron con el tiempo.

Por otro lado, la ecuacion de la recta formada al realizar una grafica semilogaritmica de las
OD 600nm versus el tiempo fue y = 0.3332x — 0.934; por lo que el tiempo de duplicacion

de la bacteria fue 20 min.

A las 5 horas de crecimiento, se encontré una OD 600nm de 1.4 y se eligi6 estos dos datos
como los caracteristicos en la fase temprana del crecimiento estacionario de la cepa

estudiada.
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oD 600nm

Tiempo [h)

Figura 2. Curva de crecimiento de P. aeruginosa PAOL. Un cultivo de una noche de la
cepa fue diluidio en caldo LB y se midi6 el OD 600nm durante 8h. Los datos son el
promedio de 4 réplicas y las barras de error representan la desviacién estandar.

IV.3 Efecto del volumen del sobrenadante en la extraccion de proteinas.

Luego de dejar crecer la cepa Pseudomonas aeruginosa PAOL por 5 horas en caldo LB a
37°C y 250rpm, se centrifugo el cultivo a 17000g por 15 min y se alicuotaron diferentes
volimenes de sobrenadante (1.5 a 6ml). Se precipitaron las proteinas con &cido
tricloroacético en frio y se hizo una electroforesis en poliacrilamida (SDS-PAGE) al 12.5%,

cuyo resultado se observa en la Fig. 3.
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Figura 3. Estandarizacion de la extraccion de proteinas. SDS-PAGE al 12.5% de las
proteinas precipitadas de diferentes volimenes de sobrenadante provenientes de la
centrifugacion del cultivo de 5h en caldo LB de P. aeruginosa PAOL. El gel fue tefiido con
azul de Coomassie. El volumen de sobrenadante utilizado en cada carril esta indicado en la
parte superior.

En todos los carriles, se observaron 3 bandas principales; sin embargo, solo en los carriles de
2.5 y 3ml de sobrenadante, se pudo notar otras bandas tenues. Asimismo, la intensidad de las
bandas aument6 conforme el volumen utilizado; aunque con 2.5 ml, la intensidad y la nitidez
de las bandas fue la mayor respecto a los otros volimenes. Por lo mismo, se decidié usar
2.5ml de sobrenadante en los siguientes experimentos para obtener un perfil mas adecuado.

IV.4 Efecto del EGTA Y Mg?* en la induccién del sistema de secrecién tipo 11

Un cultivo de una noche de la cepa Pseudomonas aeruginosa PAO1 se diluyé en caldo LB
solo o suplementado con distintas concentraciones de EGTA y en presencia o no de MgCl,
10mM. Después de 5 horas a 37°C y agitacion moderada, se midié el OD 600nm y los
resultados se presentan en la Fig. 4.
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OD 600nm 1.041 0.962 0.690 1.436 1421 1.391

EGTA (mM) 2.5 5 7.5 25 5 7.5

MgCl, (mM) 0 0 0 10 10 10

Figura 4. Crecimiento de P. aeruginosa PAOL1 a distintas condiciones de EGTA y Mg®".
Se diluy6 un cultivo de una noche de la cepa en caldo LB suplementado con distintas
concentraciones de EGTA (2.5, 5 0 7.5 mM) y en presencia 0 no de MgCl, 10mM. La
imagen y los OD 600nm mostrados fueron obtenidos inmediatamente después de 5 horas de
crecimiento a 37°C y agitacion moderada.

El crecimiento con EGTA y sin MgCl, no permitié llegar a la OD 600nm esperada de 1.4 a
las 5h, en cualquier concentracion de EGTA. Ademas, se notd que a mayor concentracion de
EGTA, menor fue el valor de OD 600nm obtenido; incluso en presencia de MgCl,. Esta
tendencia también se not6 en la coloracion verde luego del crecimiento (Fig. 4).

Debido a que la intensidad de la banda esta relacionada a la cantidad de proteina, se dejé mas
tiempo en crecimiento hasta que se llegd a un OD 600nm de 1.4 antes de precipitar las

proteinas. Se realiz6 una SDS-PAGE al 12.5%, cuyo resultado se observa en la Fig. 5.

Sin importar la presencia de Mg?*, la suplementacion de EGTA permitié observar mayor
numero de bandas a las tres presentes en la Fig. 3. No obstante, la nitidez de las mismas fue
mejor en aquellos donde estuvo presente el MgCl,. También se not6 que a una menor
concentracion de EGTA, la intensidad de las bandas fue mayor; de manera similar al
comportamiento que se obtuvo con el OD 600nm, lo cual fue méas notorio cuando habia
Mg?*.
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Para no alejarse de las 5 horas antes determinadas, se decidio que las condiciones de
induccion de las proteinas buscadas fuera el crecimiento en caldo LB con EGTA 2.5mM y
MgCl, 10mM.

EGTA

(mM) 25 5 7.5 2.5 5 7.5
MgCl,
kDa (mM) 0 0 0 0 10 10 10
101
73
<« ExoT
<« ExoS
48
< PopB
<4 PopD
34 op

Figura 5. Estandarizacion de la induccién del T3SS de P. aeruginosa PAO1. SDS-PAGE
al 12.5% de las proteinas extraidas a partir de un cultivo de 5h de la cepa en caldo LB solo o
suplementado con EGTA 2.5, 5 0 7.5 mM; en presencia o ausencia de MgCl, 10mM. El gel
fue tefiido con azul de Coomassie. Las condiciones de cada carril estan indicadas en la parte
superior. Las flechas indican las posiciones aproximadas de las proteinas sefialadas.

V.5 Estandarizacion del Western blot

En un primer paso, se determin6 las concentraciones de los anticuerpos primarios y
secundarios que permitan observar adecuadamente las bandas en la membrana. Para esto, se
indujo el T3SS y se precipitaron las proteinas segin lo descrito anteriormente y luego se
procedié a realizar el Western blot segin el Protocolo 1 (Tabla 3). Las concentraciones

usadas de anticuerpos primarios y secundarios variaron de 1/5000 a 1/100 para la mezcla de
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anticuerpos policlonales contra el T3SS de P. aeruginosa, 1/400 a 1/10 para el “pool” de
calostro, 1/5000 a 1/200 para el anti-lgG de conejo y 1/500 a 1/200 para el anti-IgG de

conejo y el anti-IgA humano. Los resultados de los Western blot se resumen en la Fig. 6.

Respecto a los anticuerpos policlonales, se observaron 3 bandas intensas desde las diluciones
1/250 — 1/250, las cuales corresponden a las proteinas ExoS, PopB y PopD. La banda que
corresponde a ExoT fue tenue en todas las concentraciones. Por otro lado, se notaron bandas
tenues al usar el “pool” de calostro desde las diluciones 1/100 — 1/500, pero solo se pueden
diferenciar facilmente en las diluciones 1/10 — 1/200.

Por lo anterior, se eligieron las diluciones de 1/100, 1/10, 1/200 y 1/200 para la mezcla de
anticuerpos policlonales, el “pool de calostros”, el anti-lgG de conejo y el anti-IgA humano,

respectivamente.

Debido a que se tuvieron problemas para detectar las bandas de todas las proteinas en la
mezcla de anticuerpos policlonales y la falta de reproducibilidad entre membranas (Datos no
mostrados), se decidié probar con el Protocolo 2, en base de lo indicado por Hauser y

colaboradores, quienes donaron los anticuerpos (Tabla 3).
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(Anticuerpos] o el

kDa 1 2 3 4 5 6 7 8 9

101 — |

73 — | 1
[ ¢} <« ExoT
i l “ <«ExoS
48 — ' ' "
:'v‘
- , 4PopB
' <4PopD
34 —

Anticuerpos policlonales  “Pool” de Calostro

Figura 6. Estandarizacion de la concentracion de anticuerpos. Western blot de las
proteinas precipitadas de P. aeruginosa PAOL, segun lo descrito anteriormente; enfrentadas
a una mezcla de anticuerpos policlonales y anti-1gG o a un “pool” de calostro y anti-IgA . La
deteccion colorimétrica se realiz6 mediante la reaccion con 4-cloro naftol. Las
concentraciones de los anticuerpos primarios y secundarios fueron: 1, 1/5000 y 1/5000; 2,
1/1000 y 1/1000; 3, 1/500 y 1/500; 4, 1/250 y 1/250; 5, 1/100 y 1/200; 6, 1/400 y 1/500; 7,
1/100 y 1/500; 8, 1/50 y 1/250; 9, 1/10 y 1/200. Las flechas indican las posiciones
aproximadas de las proteinas sefialadas.

Al cambiar las soluciones y los tiempos de incubacion, no hubo problemas en detectar las
bandas, tanto en la mezcla de anticuerpos policlonales como en el “pool” de calostro (Fig. 7).
No obstante, se notaron bandas inespecificas en la mezcla de anticuerpos y la nitidez de las
bandas no fue Optima debido a los remanentes de leche descremada que quedaron en la
membrana. Para solucionar esto, se decidié cambiar los lavados con el buffer fosfato salino

(PBS) sin la suplementacion de la leche descremada (Protocolo 3, Tabla 3). Al realizar este
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cambio, no hubo problemas con la deteccion de las bandas (Fig. 7), tanto para la mezcla de
anticuerpos como para el “pool” de calostro, aunque persistié la presencia de bandas

inespecificas en los anticuerpos policlonales.

kDa AP C AP C AP C

110 — é
922 — A
<« ExoT
<« ExoS
50 —
- ‘ \ <4 PopB
:
37 — - 5 .  <PopD
& § 3
24 — : §
. ] ‘97
Prot. Prot. Prot.
1 2 3

Figura 7. Estandarizacion del protocolo de Western blot. Las proteinas precipitadas de P.
aeruginosa PAO1 fueron sometidas a un Western blot usando las soluciones y tiempos de los
3 protocolos descritos en la Tabla 3.. Se usaron como anticuerpos primarios una mezcla de
anticuerpos policlonales (AP) o un “pool” de calostro (C). La deteccion colorimétrica se
realizO mediante la reaccion con 4-cloro naftol. Las flechas indican las posiciones
aproximadas de las proteinas sefialadas.

Debido a lo descrito, se optd por elegir el Protocolo 3 para desarrollar los posteriores
Western blot. No obstante, se not6 que la intensidad de las bandas con la coloracion del 4-
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cloro naftol no era la 6ptima. Por tal motivo, se probé la tincién con diaminobencidina. La

comparacion entre metodos se observa en la Fig 8.

La intensidad de las bandas al revelar con la diaminobencidina fue mayor respecto al 4-cloro
naftol cuando se uso la mezcla de anticuerpos, el “pool” calostro o muestras de calostro
individuales. Esta mayor intensidad también se observo en las bandas inespecificas en los
anticuerpos policlonales. Ademas, la intensidad de las bandas reveladas con la

diaminobencidina persistiéo mas tiempo que el 4-cloro naftol (Datos no mostrados).

kDa AP C 1 2 3 4 5 AP C

110 — .
92 — 4
Bl .
(#
| i « ExoT
50 — b ’ — < ExoS
H
f
<4 PopB
37 — ; <4 PopD
. l4
L k‘v’ C¥ \.
4-cloro naftol Diaminobencidina

Figura 8. Eleccion del método de deteccion colorimétrica. Western blot de las proteinas
precipitadas de P. aeruginosa PAOL. Se usaron como anticuerpos primarios una mezcla de
anticuerpos policlonales (AP), un “pool” de calostro (C) y cinco muestras individuales (1 a
5). La deteccion colorimétrica se realizd mediante la reaccion con 4-cloro naftol o
diaminobencidina. No se varid la concentracion de los anticuerpos entre ambos métodos de
revelado. Las flechas indican las posiciones aproximadas de las proteinas sefialadas.
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Finalmente por los motivos expuestos, se decidio que las condiciones del Western blot para
el analisis de muestras fueran el Protocolo 3, con las diluciones de 1/100, 1/10 y 1/200 para
la mezcla de anticuerpos policlonales, las muestras de calostros y los anticuerpos

secundarios, respectivamente y el revelado por la reacciéon de diaminobencidina.

IV.6  Analisis de muestras

Las 150 muestras de calostro fueron sometidas a un Western blot con las condiciones ya
mencionadas para determinar la presencia de sIgA contras las proteinas ExoT, ExoS, PopB y
PopD. La Fig. 9 muestra un Western blot de 16 muestras de calostro como ejemplo. En la
mayoria de casos, ademas de las bandas correspondientes a los anticuerpos contra el T3SS de
P. aeruginosa (comparandolo con las bandas de los anticuerpos policlonales), se notaron una
gran cantidad de otras bandas cuyo rango de peso molecular varié entre 37 y 92 kDa.
Asimismo, la intensidad de las bandas vario entre diferentes muestras.

kDa 9 10 11 12 13 14 15 16 17
110 —

922 —

<« ExoT
- <« ExoS

50 —

< PopB

37 - - < PopD

24 —

Figura 9. Andlisis de muestras. Western blot de 16 muestras individuales de calostro (1 al
16) bajo las condiciones previamente determinadas. Se us6 la mezcla de anticuerpos
policlonales (17) como control positivo. Las flechas indican las posiciones aproximadas de
las proteinas sefialadas.
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De las 600 observaciones (4 anticuerpos para cada una de las 150 muestras), 377 (62.8 %)
tuvieron coincidencia de las 3 personas que evaluaron; mientras que para el resto de las
bandas, se decidi6 la presencia o ausencia con la coincidencia de 2 personas. La frecuencia
de los slgA contra las 4 proteinas estudiadas se muestra en la Tabla 5. En total, la cantidad de
muestras que presentaron sIgA contra el T3SS fue alta. En detalle, 97 (64.7%) muestras
tuvieron slgA contra PopD, 103 (68.7%) contra ExoT, 120 (80%) contra ExoS y 120 (80%)
contra PopB. Entre las madres con hijos a término (AT), el porcentaje de la presencia fue
similar entre los 4 tipos de slgA (72.0 — 77.3%); mientras que en la poblacion con hijo
pretérmino (PT), los porcentajes variaron de 54.7% para PopD hasta 88.0% para ExoS. Al
comparar las dos poblaciones (AT vs PT), solo hubo diferencia significativa en la frecuencia
de slgA contra ExoS (p=0.014, 72.0 vs 88.0%) y contra PopD (p = 0.010, 74.7 vs 54.7%).

Tabla 5. Frecuencia de slgA contra el T3SS de P. aeruginosa en muestras de calostro.

) Atérmino”  Pretérmino’ Total" Valor de p
Proteina

(AT,n=75 (PT,n=75  (N=150) (AT vs.PT)
55 (73.3 %, 48 (64.0 %, 103 (68.7 %,

ExoT 0.218
61.8-82.9) 521-748)  60.6—76.0)
54 (72.0%,  66(88.0%, 120 (80.0 %,

ExoS 0.014
60.4—81.8) 784-944)  72.7-86.1)
58 (77.3 %, 62 (82.7 %, 120 (80.0 %,

PopB 0.414
66.2-86.2) 722-90.4) 72.7-86.1)
56 (74.7%,  41(547%, 97 (64.7 %,

PopD 0.01
62.3-840) 42.7-66.2)  56.5—72.3)

! Cantidad (Porcentaje, Intervalo de confianza al 95%).

Al determinar los perfiles de presencia de los 4 tipos de sIgA estudiados (Tabla 6), se noto
que la presencia simultanea de los cuatro anticuerpos fue la mas comin (64/150, 42.7%),
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seguida por la presencia de ExoT, ExoS y PopB (20/150, 13.3%). La presencia de
cualesquiera 3 anticuerpos también fue comun (44/150, 29.3%). Solo 8 muestras (5.3%) no
presentaron ningun anticuerpo estudiado, pero 3 presentaron al menos una banda de otros

pesos moleculares (Datos no mostrados).

Tabla 6. Perfil de anticuerpos contra el T3SS de P. aeruginosa en las muestras de
calostro. La presencia (+) o ausencia (-) de los 4 anticuerpos fue determinada en cada
muestra para generar el respectivo perfil.

Perfil de anticuerpos Atérmino’  Pretérmino’  Total!
ExoT ExoS PopB PopD (AT,n=75) (PT,n=75) (N =150)
¥+ + + 37(493%) 27(360%) 64 (42.7%)

+ + + - 4 (5.3 %) 16 (21.3%) 20 (13.3 %)
- + + + 4 (5.3 %) 8(10.7%) 12 (8.0%)
- + + - 2 (2.7 %) 8 (10.7%) 10 (6.7 %)
- - - - 5 (6.7 %) 3(4.0%) 8 (5.3 %)
+ - + + 5 (6.7 %) 2 (2.7 %) 7 (4.7 %)
Otros perfiles 18 (24.0%) 11 (14.7%) 29 (19.3 %)

! Cantidad (Porcentaje).

Como una medida semicuantitativa de la cantidad de anticuerpos, se midio la intensidad de
las respectivas bandas en las membranas mediante el programa Image Lab Software 3.0
(Bio-Rad), y los resultados se muestran en la Tabla 7. Se observo un gran rango de
intensidades en todos los anticuerpos. Al comparar los valores de intensidad entre las madres
con hijos AT y PT, se notd una diferencia significativa en la intensidad de las bandas que
corresponden al anticuerpo contra ExoT (p<0.001, 21360 vs. 38674) y contra ExoS
(p<0.001, 22949 vs 38667.5).
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Tabla 7. Intensidad de bandas que corresponden a los anticuerpos contra el T3SS de P.
aeruginosa. Los valores de intensidad estan dados en unidades arbitrarias.

o o Valor de p
Proteina A término (AT)' Pretérmino (PT)* Total'
(AT vs. PT)
21360 38674 27585
ExoT <0.001
(1360 - 62641) (4230 - 87978) (1360 - 87978)
22949 38667.5 30335.5
ExoS <0.001
(3440 - 119521) (8772 - 114513) (3440 - 119521)
27009 28353.5 28208
PopB 0.539
(1935 - 149836) (7130 - 196768) (1935 - 196768)
31830 31234 31410
PopD 0.420

(1911-172627) (13416 - 596948) (1911 - 596948)

! Mediana (Minimo — Maximo).

Finalmente, como un andlisis exploratorio en busqueda de asociacion entre la presencia de
los anticuerpos y caracteristicas maternas, se realizd una regresion logistica maltiple y los

valores de odds ratio (OR) y sus intervalos de confianza al 95% se presentan en la Tabla 8.

Ninguna caracteristica pudo explicar la presencia de los 4 anticuerpos a la misma vez. El
tiempo de toma de muestra fue un “factor protector” (OR significativo y menor a 1) para la
presencia de slgA contra ExoT (0.66), ExoS (0.58) y PopB (0.53). Por otro lado, la edad
materna fue un “factor de riesgo” (OR significativo y mayor a 1) para la presencia de
anticuerpos contra PopB (1.15) y PopD (1.09), mientras que el nimero de embarazos lo fue
solo para la presencia de sIgA de PopD (2.05). La edad gestacional fue un “factor protector”
para la presencia de sIgA contra ExoS (0.71), pero un “factor de riesgo” para el anticuerpo
contra PopD (1.17). Finalmente, el nimero de paridad no estuvo asociado a la presencia de

ningun anticuerpo.
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Tabla 8. Odds ratio e intervalos de confianza al 95% de la presencia de los slIgA contra

el T3SS de P. aeruginosa segun las caracteristicas maternas.

Caracteristica Proteina

materna ExoT ExoS PopB PopD

Edad materna 1.04 1.02 1.15 1.09
(0.96-1.11) (0.93-1.12) (1.04-1.28) (1.01-1.18)

NUmero de 1.32 1.14 1.65 2.05
embarazos (0.72-2.42) (0.52-251) (0.67-4.03) (1.04-4.04)

Edad 0.96 0.71 0.89 1.17
gestacional (0.85-1.09) (0.58-0.86) (0.75-1.05) (1.03-1.33)

Tiempo de la 0.66 0.58 0.53 0.78
muestra (0.49-0.90) (0.39-0.86) (0.36-0.78) (0.59-1.04)

Numero de 0.63 0.69 0.36 0.38

paridad (0.29-1.40) (0.26-1.87) (0.11-1.10) (0.16-0.91)
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V. Discusién

La presencia de anticuerpos en calostro es importante para el recién nacido, puesto que su
sistema inmune aun no ha madurado (Brandtzaeg, 2010). En este trabajo, se determiné la
presencia de inmunoglobulina A secretora (sIgA) contra algunas proteinas del T3SS de
Pseudomonas aeruginosa (ExoT, ExoS, PopB, PopD) en el calostro de mujeres peruanas.
Esto se determind basado en la presencia de bandas con peso molecular similar a las
proteinas buscadas y que recorrian la misma distancia que la respectiva banda al usar la

mezcla de anticuerpo policlonales (Fig. 9).

Los blancos contra los que actdan los anticuerpos presentes en la leche materna reflejan la
exposicion de la madre frente a diversos antigenos (Brandtzaeg, 2010; Breakley et al., 2015).
Por tanto, la presencia de anticuerpos contra P. aeruginosa en calostro demuestra que dichas
madres han estado en contacto con este patdgeno. Las fuentes de contaminacion podrian ser
reservorios de agua, aire, ambientes intrahospitalarios, entre otros; lo cual puede facilitar la
colonizacién de las vias respiratorias o el intestino (De Bentzmann y Plésiat, 2011). Al
contacto con estos tejidos, el T3SS es inducido y las proteinas translocadoras y efectoras son
secretadas (Diaz et al., 2011). El sistema inmune del hospedero puede generar células B
capaces de producir anticuerpos contra estas proteinas (Cruz et al., 2012). Finalmente, las
células B llegan al tejido mamario, en donde los anticuerpos son incorporados a la leche
materna (Brandtzaeg, 2010; Corthesy, 2013).

La generacion de anticuerpos contra el T3SS de P. aeruginosa por parte del hospedero esta
comprobada en estudios previos. Diversos trabajos han encontrado 1gG contra ExoT, ExoS,
PopB, PopD vy otras proteinas relacionadas en el suero sanguineo de adultos y nifios con CF
(Moss et al., 2001; Banwart et al., 2002; Corech et al., 2005; Cruz et al., 2012). La frecuencia
de estos anticuerpos varia segun la proteina contra la que actda: contra ExoT (75 — 82%),
ExoS (33 — 91%), PopB (54 — 100%) y PopD (73 — 91%). Ademas, también se ha
comprobado la existencia de este tipo de 1gG en suero de personas sanas, aungue en un

menor porcentaje respecto a los pacientes con CF (Cruz et al., 2012).

Por otro lado, la capacidad de la expresion del T3SS en cepas de P. aeruginosa ha sido

estudiada, mediante Western blot o ELISA, dando un amplio rango de porcentajes. Por
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ejemplo, en cepas aisladas de neumonia, la produccién de ExoS fue aproximadamente de
45%, mientras que un 23% no producia ninguna proteina del T3SS (Hauser et al., 2002; EI-
Sohl et al., 2008). En tanto, la produccién de ExoT y ExoS fue de 95 y 27%,
respectivamente, en cepas que causaron bacteremia (EI-Sohl et al., 2012); mientras que en
aquellas que generaron infecciones nosocomiales, fue de 63 y 37%, respectivamente
(Hattemer et al., 2013). Asimismo, la expresion en cepas aisladas del ambiente (suelos, agua
o alimentos) fue de 72% para ExoS, 100% para ExoT, 78% para PopB y 83% para PopD
(Jain et al., 2004). Finalmente, otro estudio analiz6 cepas clinicas aisladas de diferentes
lugares (sangre, orina, esputo, entre otros), encontraron que estas expresaban ExoT, ExoS,
PopB y PopD en un 84, 62, 85y 85%, respectivamente (Li et al., 2005). Las frecuencias de
sIgA contra las proteinas mencionadas encontradas en este trabajo (65 — 80%) esta dentro de
lo esperado, puesto que son comparables a los porcentajes mencionados tanto para la
presencia de IgG en suero, como para la expresion en cepas de P. aeruginosa. No obstante,
hay que recalcar que estas frecuencias reflejan lo que sucede en la poblacion peruana,
mientras que lo mencionado corresponden a poblaciones de otros paises. Debido a la
cantidad de estudios y a que la expresion de los genes estd modulada por factores
ambientales que no son constantes (EI-Sohl et al., 2012), no se puede dilucidar un porcentaje
de prevalencia global para comparar mejor las frecuencias encontradas en este trabajo.

Se ha podido encontrar también la existencia de anticuerpos en calostro contra otros
antigenos de P. aeruginosa, lo cual se ve reflejado en la gran cantidad de bandas que
reaccionaron en las muestras individuales de calostro (Fig. 9). Anteriormente se ha
reportado, en suero sanguineo, la presencia de anticuerpos contra diversos antigenos de esta
bacteria, tales como su lipopolisacarido, la exotoxina A, el alginato, la elastasa, entre otros
(Moya et al., 2007; Dogru et al., 2013). Asimismo, otras proteinas del T3SS, como PcrV,
también producen anticuerpos en el hospedero (Cruz et al., 2012). Los demas sistemas de
secrecion producen proteinas, como la proteasa alcalina, lipasas, fosfatasas, hemolisinas y
otras toxinas, que también pueden generar respuesta inmune y que pueden estar entre las
proteinas precipitadas (Gellalty y Hancock 2013; Filloux, 2011). Todo esto puede explicar la
presencia de anticuerpos contra la diversidad de antigenos de P. aeruginosa, obtenidas para

una gran cantidad de muestras analizadas. A nuestro conocimiento, debido a que
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anteriormente solo se ha reportado la presencia de slgA contra el LPS de esta bacteria (Tabla
2); este es el primer trabajo en reportar sIgA contra proteinas secretadas de P. aeruginosa,
especificamente de su sistema de secrecion tipo 111, en calostro humano. Por este motivo, no
es posible hacer una comparacion directa entre frecuencias de este tipo de sIgA en distintas

poblaciones.

Respecto al proceso de estandarizacion, hay similitudes y diferencias con lo reportado en la
literatura. El tiempo de duplicacion aqui reportado para P. aeruginosa PAOL en caldo LB
(20 min) es similar a lo encontrado por Mandsgerg et al. (2009) y LaBauve y Wargo (2012):
26 y 25-35 min, respectivamente. En cuanto a la cantidad de volumen de sobrenadante para
precipitar las proteinas, el rango utilizado en diferentes estudios va de 1.5 a 5 ml (Hauser et
al., 2002; Kholer et al., 2013; Hattermer et al., 2013), dentro del cual se encuentra lo aqui
determinado (2.5ml, Fig. 3). Es importante determinar la cantidad de proteina a usar, puesto
que volumenes pequerfios representan una cantidad de proteinas baja, lo cual no podria llegar
a ser detectado por la sensibilidad del azul de Coomassie, la cual es baja en comparacién a la
tincion de plata (Chevallet et al., 2006). Por otro lado, una gran cantidad de sobrenadante, si
bien incrementa la cantidad de proteinas, podria generar bandas tan intensas y gruesas que
pueden ocultar a bandas de proteinas cuya expresion haya sido menor u ocultar bandas de

peso molecular cercano (Gilda et al., 2015), como es el caso de las proteinas ExoS y ExoT.

El efecto del EGTA y el Mg®* en la expresion del T3SS de P. aeruginosa también ha sido
reportado. Se ha demostrado que la presencia de este quelante induce la secrecién, pero no la
expresion; es decir, las proteinas esperadas se encuentran en el citoplasma y al afadir el
compuesto, son secretadas al medio extracelular y se pueden extraer del sobrenadante (Kim
et al., 2005). Asimismo, el EGTA es conocido por quelar Ca®*, pero también tiene la
capacidad de hacerlo con otros cationes divalentes, entre ellos el Mg, aunque con menos
afinidad que con el Ca®* (Sorour et al., 2015). Al disminuir la cantidad de magnesio
disponible, se afecta el crecimiento de la bacteria, puesto que este ion es cofactor de diversas
reacciones, como la replicacion del ADN (Nelson y Cox, 2009). Esto explicaria por qué a
mayores concentraciones de EGTA, el tiempo para llegar al OD esperado es alto, la
intensidad de las bandas es baja y hay una menor coloracion verdosa (Fig. 4 y 5). Ademas,

también explica porque al afiadir el MgCl,, se restaura el crecimiento y el tiempo que tarda
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en llegar al OD es igual al tratamiento sin EGTA ni Mg?* (Fig. 4 y 5). Esta relacion entre la
secrecion del proteinas del T3SS vy la cantidad de Ca®* y Mg?* ha sido reportada antes; no
usando EGTA, sino elaborando medios de crecimiento con diferentes concentraciones de los

cationes mencionados (Horsman et al., 2012).

No obstante, resulta interesante que la mayoria de protocolos para obtener el T3SS no usen la
suplementacién de Mg®*. El método de induccién més utilizado es el crecimiento de la cepa
por una noche en caldo LB con EGTA 5mM (Rolsma y Frank, 2014), lo cual podria asegurar
no solo que se llegue a un OD éptimo, sino que la cantidad de proteina obtenida sea la
adecuada. Sin embargo, dependiendo de la cepa, la expresion de proteasas puede degradar
las proteinas secretadas. Por tanto, un menor tiempo de induccion es util para las cepas que
producen proteasas como la elastasa y la proteasa alcalina, como es el caso de la cepa PAO1
(Rolsma y Frank, 2014). De esta manera, con el objetivo de reducir el tiempo de trabajo, las

condiciones obtenidas en este trabajo (EGTA 2.5mM y MgCl, 10mM) son adecuadas.

Respecto a las condiciones del Western blot, hay algunas discordancias respecto a lo
reportado. La concentracion aqui usada del “pool” de anticuerpos policlonales es mayor a lo
que utilizan y recomiendan los autores originales: diluciéon 1/100 vs 1/1000 (Hauser et al.,
2002; Hattermer et al., 2013). Esto podria explicarse por la cantidad de proteinas usadas en
cada trabajo, asi como en la concentracion del anticuerpo donado. Por otro lado, las
concentraciones usadas para las muestras de calostro si estan conformes a lo utilizado
anteriormente para este tipo de estudios (Noguera-Obenza et al., 2003; Durand et al., 2013).
Estos bajos factores de dilucion (1/10 — 1/40) podrian explicarse por la cantidad de
anticuerpos sIgA gue se encuentran en calostro: entre 2 — 3 mg/ml para slgA total (Araujo et
al., 2005; Kawano y Emori, 2013); por lo que la cantidad de sIgA contra una proteina
especifica seria mas baja y por tanto, una mayor dilucion no permitiria detectar los
anticuerpos. Por otro lado, se recomienda realizar las pruebas con diferentes soluciones
buffer (usualmente PBS o TBS), debido a los diferentes resultados que se obtienen al usar
distintos anticuerpos (Gilda et al., 2015). En este caso, los anticuerpos policlonales
mostraron mejores resultados con el protocolo con PBS y una mayor concentracion de leche
descremada, lo cual puede mejorar el bloqueo de las proteinas y por tanto, el resultado final.

En cambio, los anticuerpos del calostro muestran una versatilidad respecto a la solucion de
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trabajo, puesto que anteriormente se trabajaron las muestras con TBS (Durand et al., 2013) y
en esta investigacion, con PBS. La diferencia de resultados entre los distintos anticuerpos
hace notar la importancia del proceso de estandarizacion del Western Blot (Gilda et al.,
2015). Finalmente, anteriormente ya se habia reportado que el revelado con
diaminobencidina es més sensible que con 4-cloro naftol (Davies et al., 1994), lo cual
concuerda con este trabajo. No obstante, a diferencia de ese estudio, la intensidad de bandas
duré mas tiempo con la diaminobencidina que con el 4-cloro naftol. Diferentes formas de
almacenar las membranas, asi como el tiempo de espera pueden explicar la diferencia entre

los resultados.

En este trabajo se realiz6 una semicuantificacion de los anticuerpos encontrados. Para dos
proteinas (ExoT y ExoS), se encontré que la intensidad de las bandas fue mayor en las
muestras provenientes de madres con hijos pretérmino respecto a aquellos con hijos a
término (Tabla 7). Este resultado es concordante con los reportes que sefialan que en
calostro, los niveles de proteinas, entre ellas los sIgA totalesson mayores en partos
prematuros respecto a partos a término (Aradjo et al., 2005; Ballard y Morrow, 2013).
Asimismo, se realiz6 un analisis exploratorio sobre la asociacion de caracteristicas maternas
con la presencia de los anticuerpos buscados. La composicion de la leche materna,
incluyendo los niveles de slgA, esta determinado por diversos factores, como la edad
gestacional, el indice de masa corporal materno, el estado de lactancia, el nimero de paridad,
factores genéticos, entre otros (Turin y Ochoa, 2014; Hsu et al., 2014). Los resultados con
significancia estadisticas de la Tabla 8 no deben ser tomados como determinantes, puesto
gue no se ha tenido en cuenta el tamafio muestral necesario para realizar conclusiones. No
obstante, resulta interesante que hubo cierto grado de coincidencia con lo reportado en la
literatura. Por ejemplo, la presencia de anticuerpos contra ExoT, ExoS y PopB fue menor
mientras mayor tiempo pasé para la toma de muestra, lo cual concuerda con el hecho que los
niveles de slgA disminuyen en el tiempo (Hsu et al., 2014). Ademas, se ha reportado que la
cantidad de sIgA en leche materna tuvo una tendencia a subir con la edad materna, sin
presentar diferencia significativa; mientras que no se mostraron tendencias con el numero de
paridad o el nimero de embarazos (Bachour et al., 2012), de manera similar a lo expuesto en
la Tabla 8.
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Los beneficios de los sIgA presentes en leche materna para el recién nacido son conocidos.
Por ejemplo, el aumento de la cantidad de sIgA en el calostro se asocia a una menor tasa de
sintomas (gastrointestinales o respiratorias) en el nifio (Breakley et al., 2015).
Especificamente contra P. aeruginosa, se ha reportado que in vitro, slgA contra LPS de P.
aeruginosa, con o sin lactoferrina, tienen un efecto bacteriostatico (Funakoshi et al., 1981) y
que slgA de calostro inhibe la adherencia de esta bacteria a epitelio de cérnea (Masinick et
al., 1997). Bloquear las proteinas del T3SS es clave para combatir infecciones agudas
respiratorias y disminuir la mortalidad de P. aeruginosa (Sawa et al., 2014), por lo que la
presencia de slgA contra su T3SS en calostro seria favorable para el recién nacido. Por
ejemplo, se sabe que la bacteria coloniza el tracto intestinal y es capaz de traspasarlo,
causando infecciones sistémicas. Incluso, algunas infecciones en pulmon pueden deberse a la
diseminacion de la bacteria por la sangre. Por esto, la sepsis por P. aeruginosa puede estar
asociada a su presencia en el intestino. Este proceso es mas prevalente en personas
inmunosuprimidas u hospitalizadas, como los recién nacidos (Markou y Apidianakis, 2013).
Durante el proceso de invasion, la proteina ExoS se localiza en la membrana de la célula
hospedera para unirse con el factor FXYD3, inhibiendo su actividad Na*/K* ATPasa y por
tanto, disminuyendo la expresion de proteinas, como ocludina y ZO-1, en las uniones
estrechas, lo cual ocasiona su ruptura. Esto facilita el paso de la bacteria a través del tejido
epitelial (Okuda et al., 2010). De esta manera, anticuerpos contra ExoS podrian prevenir este
proceso y por tanto, evitar casos de sepsis neonatal. Incluso, anticuerpos contra ExoT
podrian también funcionar, debido a que estas dos proteinas son homdlogas (75% de
identidad) y puede llegar a haber una reaccion cruzada (Hauser et al., 2002; Hauser, 2009).
Incluso, la cantidad de sIgA contra ExoS fue mayor en madres con hijos pretérmino respecto
a aquellas con hijos a término (Tabla 7). Esto trae en consideracion el potencial rol protector
de estos anticuerpos ante una infeccion sistémica causada por P. aeruginosa en esos recién

nacidos.

Sin embargo, neutralizar las proteinas efectoras con anticuerpos especificos podria ser no
efectivo. Por tanto, es mas recomendable atacar los sistemas de secrecion o translocacion,
como las proteinas PopB y PopD, para disminuir la virulencia. (Sawa et al., 2014). De esta

manera, anteriormente se ha probado in vitro que el uso de anticuerpos contra PcrV
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disminuye la translocacion de ExoY. No obstante, este efecto no ocurrio al usar anticuerpos
contra ExoU, ExoY o PopD (Sawa et al., 1999). Por otro lado, la inmunizacion pasiva con
anticuerpos anti—PcrV protegio a todos los ratones infectados con P. aeruginosa. En cambio,
al usar anticuerpos anti-ExoU o anti—PopD, la supervivencia fue parcial o nula. Ademas, al
enfrentar la bacteria con los anticuerpos antes de la infeccion al raton, solo aquellos contra
PcrV protegieron de la infeccién (Sawa et al., 1999). Asimismo, se ha reportado que
anticuerpos contra PcrV inhibieron la hemolisis de eritrocitos por P. aeruginosa de una
forma dosis dependiente, lo cual no paso6 con los anticuerpos contra PopB y PopD (Goure et
al., 2005). Debido a estos resultados, se ha ido usando anticuerpos contra PcrV como
tratamiento e incluso vacuna contra P. aeruginosa (Sawa et al., 2014). En cambio, los
anticuerpos contra otras proteinas del T3SS han sido usados como herramienta de
diagnostico de la infeccion por esta bacteria en pacientes con fibrosis quistica, no
encontrandose aun un rol protector (Mauch y Levy, 2014). No obstante, debido a que el 85%
de los géneros presentes en la microbiota de los ratones no estan en aquella de los humanos
(Nguyen et al., 2015) y a que esta participa en el desarrollo del sistema inmune, por ejemplo,
de las células presentadoras de antigenos y las células Tc (Wu y Wu, 2012), es posible que
resultados distintos puedan obtenerse. Por tanto, determinar la actividad funcional de estos
anticuerpos es importante para asegurar que estos pueden prevenir enfermedades contra P.
aeruginosa. El ensayo de la capacidad bactericida del anticuerpo (SBA, del inglés “Serum

Bactericidal Antibody Assay”) es adecuado para esta bacteria (Feavers y Walker, 2010).

Este trabajo tiene algunas limitaciones. En primer lugar, no se ha probado otros quelantes de
calcio, como el acido nitrilotriacético (Rietsch y Mekalanos, 2006); ni se ha probado con
otros métodos de extraccion de proteinas, como la precipitacion con sulfato de amonio
(Howell et al., 2013) para obtener las proteinas del T3SS. En segundo lugar, tampoco se ha
hecho una cuantificacién de las proteinas obtenidas y solo se bas6 en la intensidad de las
bandas, tanto para las proteinas del T3SS como para los anticuerpos. Esto es debido a que no
se extrajo las proteinas especificas, sino todas las presentes, sea en el sobrenadante del
cultivo celular o en el suero de calostro. Dicha cuantificacion puede realizar mejor con
métodos como el ELISA (Li et al 2005) o el Western blot cuantitativo (Taylor y Posch,

2014). Sin embargo, el objetivo de este trabajo fue determinar la presencia o ausencia de los
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anticuerpos, para lo cual, el método de Western Blot es suficiente. Asimismo, no se
determind la presencia de sIgA contra todas las proteinas del T3SS, tales como ExoU, debido
a que la cepa PAO1 no la expresa; o PcrV, porque no se contaba con anticuerpos contra esta
proteina como control positivo. Debido a que es poco comun encontrar la expresion
simultanea de ExoS y ExoU (Feltman et al., 2001), seria necesario el uso de varias cepas,
como PA103 y PAK, para poder detectar anticuerpos contra todas las proteinas del T3SS; o
el uso de proteinas recombinantes para aquellas que no han sido analizadas. Finalmente, no
se ha utilizado un control negativo, el cual pudo ser una cepa que no exprese el T3SS debido
al bloqueo de los genes (gene knockout) de cada proteina o del activador transcripcional
ExsA.
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V1. Conclusiones

En este trabajo se determind una alta prevalencia (> 60%) de inmunoglobulina A secretora
contra las proteinas ExoS, ExoT, PopB y PopD, pertenecientes al sistema de secrecion tipo
I11 de Pseudomonas aeruginosa, en calostro de mujeres peruanas; lo que refleja la exposicion
previa de la madre ante este patogeno. El perfil de anticuerpos mas comun fue la presencia
simultanea de los cuatro anticuerpos (= 40%). Ademas, se determinaron condiciones nuevas
para la induccion, extraccion de las proteinas mencionadas y la deteccion de anticuerpos

contra estas en calostro humano.
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VIl. Recomendaciones

Las recomendaciones para el estudio se basan en las limitaciones antes descritas. En primer
lugar, se puede cuantificar y determinar la actividad funcional de los anticuerpos para
confirmar si estos pueden proteger a los recién nacidos contra las infecciones causadas por P.
aeruginosa. En segundo lugar, es deseable detectar la presencia de sIgA contra PcrV, debido
al rol protector que cumplen los anticuerpos contra esta proteina. Asimismo, se puede contar
con el control negativo para una determinacion més adecuada de la presencia de los
anticuerpos. Finalmente, se debe incrementar el tamafio muestral de ambos grupos (madres
con nifios a término y pretérmino) si se desea determinar concluyentemente una relacién
entre las caracteristicas de la madre y sus hijos y la presencia de los anticuerpos en el

calostro.
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