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Resumen Utilizando una cepa flagelada (052) y una aflagelada (T-1), se estudié la par-

ticipacion de epitopes flagelares de C. jejuni en la adhesion a células HEp-2
in vitro. La cepa 052 presento una capacidad de adhesion significativamente mayor que
la cepa T-1. Cuando los ensayos de adhesion fueron realizados en presencia de
anticuerpos monoclonales dirigidos contra epitopes flagelares, la capacidad de adhesion
de la cepa 052 experimenté una inhibicion que fluctué entre 64,3 y 92,9%. Mediante una
prueba de ELISA se comprobé que estos anticuerpos monoclonales eran especificos y
estaban dirigidos exclusivamente contra epitopes flagelares de la cepa 052, no reaccio-
nando con la cepa T-1. Estos resultados demuestran que epitopes flagelares de C. jejuni
estarian participando en el proceso de adhesion, sugiriendo la intervencion del flagelo en

la instalacion del proceso infeccioso.
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Campylobacter jejuni es un bacilo Gram nega-
tivo curvo, de caréacter zoonotico, reconocido co-
mo importante agente productor de diarrea en el
hombre, tanto en paises industrializados como en
aquellos en vias de desarrollo’2. Esta bacteria ha
sido aislada como patégeno entérico en practica-
mente todos los paises latinoamericanos, con fre-
cuencias variables (México 5,3%, Argentina 6,1%,
Venezuela 9,2%, Chile 5,7-14,1%, Brasil 7,3-
18,5%, Panama 11,7%, Peru 15-23% y Ecuador
23%), posiblemente debido a las condiciones
ecoldgicas propias de cada lugar, que intervienen
en el ciclo epidemiolégico de C. jejuni 2.

Es importante conocer los factores de virulen-
cia de las diferentes bacterias patégenas, tanto
para entender los procesos involucrados en la
interaccion huésped-parasito como para conocer
de su existencia en cepas aisladas de diversos
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origenes, en especial en bacterias como C. jejuni
cuya distribucion en la naturaleza es bastante
amplia®. Los mecanismos de patogenicidad iden-
tificados en C. jejuni son la capacidad para pro-
ducir toxinas y para invadir el epitelio intestinal.
La adhesion a superficies mucosas ha sido des-
crita recientemente como otro de sus factores de
virulencia, la cual estaria mediada por el lipopo-
lisacarido, algunas proteinas de membrana exter-
na y el flagelo®*.

La adhesion en Campylobacter ha sido obser-
vada utilizando cultivos celulares® 7. Sin embar-
go, las estructuras responsables de este proceso
no han sido bien definidas. Varios trabajos reali-
zados en animales de experimentacion han apor-
tado evidencias de la participacion del flagelo en
la colonizacion intestinal, sugiriendo su rol como
eventual adhesina e indicando que el proceso de
adhesion de C. jejuni a células de mamiferos, su-
puestamente como etapa previa a la colonizacién
estaria mediado, en gran proporcion, por esta es-
tructura bacteriana® 2 9. Este hecho reviste impor-
tancia para explicar la patogenia del cuadro diarrei-
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co y, en forma mas especifica, para explicar los
pasos que anteceden a la instalacion definitiva del
proceso diarreico.

El objetivo de este trabajo fue determinar, en
el flagelo de C. jejuni, la presencia de epitopes
flagelares que pudiesen participar en la adhesion
de esta bacteria a células HEp-2.

Material y Métodos

Cepas bacterianas: En este estudio fue utiliza-
da una cepa virulenta de C. jejuni (cepa 052), ais-
lada de las deposiciones de un lactante de sexo
masculino, de 4 meses de edad, ingresado al Ser-
vicio de Pediatria del Hospital Regional de Valdivia,
por presentar sindrome diarreico agudo y que no
habia recibido tratamiento antimicrobiano.

Como control negativo fue utilizada la cepa de
C. jejuni T-1, una variante aflagelada, cedida por
el Dr. M. Garcia del «Laboratory Center for
Disease Control», Ontario, Canada.

Microscopia electronica (ME) y anticuerpos
monoclonales (AM): La presencia o ausencia de
flagelos en las cepas estudiadas se establecié por
ME, mezclando 250 pl de bacterias con una so-
lucién acuosa de acido fosfotungstico al 2%, pH
6. Las preparaciones, tenidas negativamente, fue-
ron aplicadas a una grilla cubierta con membra-
na de colodion y film de carbén, siendo observa-
das en microscopio Philips EM-300 con un volta-
je de aceleracion de 60 KW', Utilizando el mis-
mo meétodo se comprobd la pureza de las prepa-
raciones de flagelos puros, aislados de las célu-
las bacterianas por el método de centrifugacion
diferencial propuesto por Ueki y col', con los cua-
les se prepararon AM.

Los AM utilizados (1F12, 2A5, 2A12 y 3A3)
fueron obtenidos en el Instituto de Inmunologia de
la Universidad Austral de Chile por los métodos
habituales' y su reactividad frente al flagelo de
C. jejuni fue medida por ELISA® utilizando como
antisuero 100 pl de sobrenadante sin diluir del cul-
tivo de los clones. El mismo ensayo se repitié con
100 pl de sonicado de C. jejuni T-1. Como con-
trol de lectura inespecifica se utilizé suero de ra-
tén no inmunizado diluido 1/500 y como control
negativo, medio RPMI-1640. Fueron considerados
positivos los sobrenadantes que mostraban lec-
turas tres veces mas altas que la del suero de
raton no inmunizado.
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Ensayos de adhesion a células HEp-2: Fueron
realizados en monocapas de células HEp-2 cultiva-
das en placas Lab-Tek de 8 pocillos, con medio RPMI-
1640 adicionado de 10% de suero fetal bovino (RPMI-
10%)%'". Las monocapas fueron lavadas dos veces
con 1 ml de RPMI-10%, inoculadas con una suspen-
sion (10° u.f.c.) de la cepa 052 o de la cepa T-1 en el
mismo medio e incubadas por 18 h a 37°C en estufa
de CO,. Posteriormente, fueron lavadas 5 veces con
PBS, fijadas con metanol, tenidas con Giemsa y exa-
minadas por microscopia de contraste de fase
(1000X). La adhesion bacteriana fue determinada si-
guiendo el criterio de Lindblom y col'® considerando-
se que hubo adhesion cuando al menos el 20% de
las células HEp-2 presentaban una o mas bacterias
adheridas.

Ensayos de inhibicion de la adhesion: La cepa
052 fue suspendida (10® u.f.c.) en 1 ml del
sobrenadante de los hibridomas productores de
AM. Cada suspension fue incubada durante 30
min a 37°C en atmésfera de microaerofilia, cen-
trifugada y los sedimentos bacterianos resuspen-
didos en RPMI-10%, inoculados en monocapas
de células HEp-2, continuando con el procedi-
miento descrito para los ensayos de adhesion.
Se consideré que hubo inhibicién significativa de
la adhesion cuando ésta experimento una reduc-
cién igual o superior a 50% en relacion a los
ensayos realizados en ausencia de anticuerpos's.
Como control negativo se utilizd 1 ml de RPMI-
10% sin anticuerpos.

Todos los ensayos fueron realizados dos ve-
ces, en duplicado. Los resultados se expresaron
como la media obtenida en los cuatro ensayos,
para cada una de las condiciones experimentales.

Andlisis estadistico: El anélisis estadistico de
los resultados fue realizado utilizando la décima
de proporciones «z»'7.

Resultados

La ME permitié confirmar la presencia de un
flagelo de 6,8 pm de longitud en cada extremo de
la cepa C. jejuni 052 (Fig. 1a). La imagen obteni-
da por ME de |la cepa T-1 aflagelada se muestra
en la Fig. 1b. Ninguna de las dos cepas en estu-
dio present6 fimbrias u otras estructuras similares.
La centrifugacién diferencial resulté apropiada
para obtener fracciones del flagelo de longitud
variable (0,1-3,0 pm), sin que se observen otras
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TABLA 1.— Adhesion de las cepas de Campylobacter
jejuni 052 (virulenta) y T-1 (variante aflagelada) a
células HEp-2.

CEPAS Adhesion (%) X Bact/cel + SD
052 70,0° 4,46 + 2,29
Tt 27,5" 1,36 + 0,78°

x Bact/cel + SD: Promedio de bacterias adherida por
célula + desviacion estandar
*p<0,01

Fig. 1.— Fotomicrografia electrénica de C. jejuni mostran-
do (a) una célula flagelada de la cepa 052 (16.000x);
(b) una célula aflagelada de la cepa T-1 (16.000 x) y
(c) una preparacion de flagelos purificados de la cepa
052 (22.572 x). Barra= 1 pym.

estructuras o partes del cuerpo bacteriano (Fig.
1c).

La interaccién de C. jejuni con la linea celular
HEp-2 se muestra en la Tabla 1. La cepa 052 tie-

Fig. 2.— Fotomicrogratia mostrando (a) adhesién de las
cepas 052 y (b) de la cepa T-1 de C. jgjuni a células
HEp-2 (1.000 x). Barra = 8 um

ne la capacidad de adherirse a células epiteliales
en cultivo (Fig. 2a). El 70% de las células HEp-2
presentaron adhesion bacteriana con un prome-
dio de 4,46 (+ 2,29) bacterias por célula. La cepa
T-1 también demostré capacidad de adherencia
(Fig. 2b), aunque en una proporcién significati-
vamente menor (27,5%) y con un promedio de
1,36 (+ 0,78) bacterias adheridas por célula.
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TABLA 2.— Subclase de los hibridomas productores de
anticuerpos monoclonales y su efecto sobre la adhesion
de la cepa 052 a células HEp-2

CLONES Subclase % de inhibicién  x Bact/cel
Ig G de la adhesion + SD
1F12 Ig G2a 64,3 3,80 + 0,76
2A5 Ig G3 92,9 1,50 + 0,55
2A12 Ig G3 78,6 2,70 + 1,67
3A3 Ilg G3 75,0 1,86 + 0,66

X Bact/cel + SD: Promedio de bacterias adheridas por
célula + desviacion estandar.
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Fig. 3.— Resultados del ELISA de 4 clones anti-flagelo
de Campylobacter probados contra bacterias ente-
ras de las cepas 052 y T-1.

(Abs. 402 nm = absorbancia a 402 nanometros).

Establecido el fenomeno de adhesion, se eva-
lué la actividad de 4 AM antiflagelo (1F12, 2A5,
2A12, 3A3) en relaciéon a la capacidad de adhe-
sion observada con la cepa 052. Como se deta-
lla en la Tabla 2, todos los AM utilizados fueron
capaces de inhibir la adhesion de esta cepa a las
células HEp-2. El porcentaje de inhibicion mas
alto (92,9%) lo presentd el anticuerpo producido
por el clon 2A5. El AM 1F12, previamente identi-
ficado por ‘ELISA como bajo productor de
anticuerpos, inhibid en menor porcentaje el fend-
meno de adhesion (64,3%) observandose, en es-
tos ensayos, el mayor numero de bacterias ad-
heridas por célula.

Volumen 56 - N? 5/1, 1996

La especificidad de los AM antiflagelo se de-
mostré con un ensayo de ELISA en el cual los
sobrenadantes de los clones productores de
anticuerpos fueron probados, paralelamente, con
sonicado de bacterias enteras de la cepa C. jejuni
052 y de la cepa aflagelada T-1. Como se apre-
cia en la Fig. 3, los 4 sobrenadantes presentaron
anticuerpos contra la cepa 052, sin expresar
reactividad inmunolégica con la cepa T-1. Estos
resultados demuestran que los 4 AM utilizados
estaban dirigidos exclusivamente contra epitopes
flagelares.

Discusion

Las bacterias enteropatogenas deben vencer
diversos mecanismos de defensa del huésped
para establecer exitosamente el proceso de infec-
cion intestinal. La capa de mucus que recubre el
epitelio y los movimientos peristalticos eliminan
rapidamente los organismos no adheridos a la
mucosa'®. Sin embargo, las bacterias moviles
pueden atravesar la capa de mucus y sobrevivir
junto a las células epiteliales o en las criptas. El
contacto con el epitelio intestinal puede aumen-
tar, ademas, a través de la union mediada por
moléculas existentes en la superficie de la bacte-
ria y de la célula epitelial®. C. jejuni es una bac-
teria que no presenta fimbrias y en cuya superfi-
cie tampoco se observa otras estructuras
fibrosas, postulandose que las proteinas que po-
tencialmente podrian participar en los procesos
de adhesion de la bacteria a las células epiteliales
del huésped estarian ubicadas en los flagelos®.

En nuestro estudio hemos podido confirmar,
por ME la presencia de un flagelo de 6,8 pm de
longitud en cada extremo de la cepa 052 (Fig. 1a)
y la ausencia de éstos en la cepa T-1 (Fig. 1b).
Ninguna de las dos cepas en estudio presento
fimbrias u otras estructuras similares, lo que con-
cuerda con las observaciones realizadas por
Pead' y por Hernandez y col®.

La importancia de la motilidad de Campylo-
bacter como factor de colonizacién intestinal fue
preconizada por Morooka y col® y Diker y col® en
un modelo de ratén recién nacido. Newell y
McBride®, utilizando el mismo modelo experimen-
tal, informaron que la colonizacién fue igualmente
eficiente en una cepa silvestre mévil como en una
mutante flagelada inmévil, mientras que con una
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cepa aflagelada la colonizacion fue pobre, sugirien-
do que el flagelo, activo o inactivo, es necesario
para la colonizacion del tracto gastro-intestinal de
raton por C. jejuni. Con estas evidencias, nos abo-
camos al estudio de la interacciéon de C. jejuni con
la linea celular HEp-2 pudiendo comprobar que la
cepa 052 tiene la capacidad de adherirse a célu-
las epiteliales en cultivo (Fig. 2a). El 70% de las
células HEp-2 presento adhesion bacteriana con un
promedio de 4,46 (= 2,29) bacterias por célula (Ta-
bla I). La cepa aflagelada T-1 también mostré ca-
pacidad de adherencia (Fig. 2b). Sin embargo, la
proporcion de células con bacterias asociadas
(27,5%) y el promedio de bacterias adheridas por
célula (1,36 = 0,78) fueron significativamente me-
nores (Tabla 1).

El fenomeno de adhesién, que fue observado
reiteradamente con la cepa C. jejuni 052 en una
cuantia aproximadamente 3 veces mayor a la
encontrada con la cepa aflagelada T-1, sugiere
la participacion del flagelo en la asociacion de la
bacteria con la célula epitelial. Estos resultados,
obtenidos in vitro, estarian en concordancia con
las observaciones hechas en modelos animales
por Morooka y col®, Newell y McBride® y Diker y
col® quienes establecen que el flagelo es un fac-
tor necesario para promover la colonizacion intes-
tinal de C. jejuni en ratones. Pavloskis y col?!, uti-
lizando conejos como modelo bioldgico, también
concluyen que los flagelos de Campylobacter son
necesarios para inducir la colonizacion intestinal
los cuales, ademas, son capaces de provocar una
respuesta inmune protectora.

Establecido el fenémeno de adhesién, se eva-
lué el efecto de 4 AM antiflagelo (1F12; 2A5,
2A12, 3A3) sobre la capacidad de adhesion de la
cepa 052 (Tabla 2). Cuando se realizaron ensa-
yos de adhesion en presencia de AM, se obser-
v6 inhibicion del fenomeno de adhesion. El anti-
cuerpo producido por el clon 2A5 produjo el efecto
inhibitorio mas alto (92,9%), lo cual podria indicar
que el epitope al cual se dirige este anticuerpo
estaria mas expuesto en el flagelo, se presenta-
ria en forma mas repetida sobre la molécula o su
rol seria mas importante en el proceso de adhe-
sion. Alternativamente, podria pensarse que es-
tos resultados se deben solamente a que este an-
ticuerpo tiene mayor afinidad por el epitope que
los AM 3A3 y 2A12, los que ejercieron una ac-
cién inhibitoria similar (75% y 78,6 % respectiva-
mente) y menor que la ejercida por el monoclonal
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2A5. EI AM 1F12, previamente identificado por
ELISA como bajo productor de anticuerpos, ejer-
cié el menor efecto inhibitorio sobre el fenémeno
de adhesion (64,3%) presentando, ademas, el
mayor numero de bacterias adheridas por célu-
la. Las diferencias observadas en relacién a la
inhibicion de la adhesion permiten sospechar que
existen epitopes que participarian mas eficiente-
mente que otros en la adhesion, ya sea por su
configuracion o por su ubicacion en el filamento
flagelar. En un trabajo previo, Newell?? describio
la existencia de, al menos, 6 epitopes diferentes
en el flagelo de Campylobacter

La especificidad de los AM antiflagelo se de-
mostré con un ensayo de ELISA en el cual los
sobrenadantes de los clones productores de
anticuerpos fueron probados, paralelamente, con
sonicado de bacterias enteras de las cepas 052
y T-1. Como se observa en la Fig. 3, ninguno de
los 4 sobrenadantes que mostraron positividad
frente a la cepa 052 reacciono con la cepa T-1.
El hecho que los AM hayan reaccionado sélo con
un sonicado de la cepa flagelada demuestra que
ellos estaban dirigidos exclusivamente contra
epitopes flagelares, los cuales no se encuentran
en el sonicado de la cepa T-1, formado unicamen-
te por antigenos somaticos. Por otro lado, estos
resultados indican que la centrifugacion diferen-
cial'' resulté apropiada para obtener fracciones
puras de flagelos, libres de otras estructuras o
partes del cuerpo bacteriano (Fig. 1c). Los AM
utilizados en este trabajo, todos de la clase IgG,
presentaron diferente reactividad inmunolégica
con la prueba de ELISA, lo cual, junto a los dife-
rentes efectos observados sobre la adhesion, su-
gieren que los epitopes flagelares parecen ser
distintos, participando con diferentes grados de
eficiencia en el fendmeno de adhesion y en la
induccion de anticuerpos. La inhibicion de la ad-
hesion por estos AM podria ser la expresion in
vitro del efecto protector observado in vivo por
Pavloskis y col?! utilizando anticuerpos policlo-
nales antiflagelos y por Ueki y col® utilizando AM
de la clase IgM e IgA. Newell*, utilizando 6 AM
de la clase IgG y 2 de la clase IgM, no encontro
el efecto protector descrito por Pavloskis y col?!
y Ueki y col®. Sin embargo, establece que exis-
tirian varios epitopes flagelares, los que por una
inadecuada exposicion en el flagelo no ejerce-
rian el efecto protector observado por estos au-
tores.
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Nuestos resultados demuestran que el flagelo
de Campylobacter participa en la adhesion y, por
tanto, esta estructura tendria participacion en la
instalacion del proceso infeccioso. La proteina fla-
gelar de C. jejuni ha sido reconocida como alta-
mente inmunogénica en seres humanos® y como
la inmunidad protectora a bacterias enteropa-
togénicas se asocia con una rapida eliminacién del
microorganismo en el intestino, estos anticuerpos
estarian dirigidos contra antigenos de colonizacion.
Creemos que estudios futuros que permitan una
mejor comprension de las interacciones entre la
adhesina y el receptor conduciran a nuevos mo-
dos de intervenir en el proceso infeccioso. En re-
lacion a Campylobacter, ésto es especialmente
importante en paises en vias de desarrollo donde
el porcentaje de aislamiento de estas bacterias en
casos de diarrea es alto, como ocurre en Asia,
Africa y América Latina' 2.
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Summary

Participation of Campylobacter jejuni flagellar
epitopes in cellular adhesion

Using a flagellated (052) and an aflagellated
(T-1) strains we studied the participation of
flagellar epitopes of C. jejuni in the adhesion to
HEp-2 cells in vitro. Strain 052 was significantly
more adherent than strain T-1. When adhesion
assays were carried out with antiflagella mono-
clonal antibodies, strain 052 showed inhibition of
their adhesive capacity that varied between 64.3
and 92.9%. With an ELISA test it was demon-
strated that those monoclonal antibodies were
specific and directed exclusively against flagellar
epitopes of strain 052 being unreactive with strain
T-1. Our results show that flagellar epitopes could
participate in the adhesion process suggesting
that flagella could be involved in the installation
of the infectious process.
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