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En la superficie de las bacterias se encuentran dife-
rentes tipos de carbohidratos, algunos de los cuales se
denominan polisacaridos (PS) debido a su gran tamanio;
dentro de esta clasificacion se destacan los polisacaridos
capsulares (CPS) y los lipopolisacaridos (LPS). Estas bio-
moléculas son consideradas factores de virulencia criticos,
protegiendo a la bacteria de la inmunidad del huésped y
la fagocitosis, ademas de que promueven adherencia,
colonizacion y formacién de biofilms necesarios para su
supervivencia. Como muchas de estas estructuras poseen
caracteristicas unicas que solamente estan presentes en
las bacterias, y ademas son capaces de desencadenar una
respuesta inmunolégica en el huésped (razén por la que
se los denomina antigenos), pueden ser empleadas en el
disefo de vacunas polisacaridicas simples o conjugadas.
Las vacunas de este tipo que han tenido mas éxito a nivel
comercial se basan en el empleo de CPS, pero en el caso
de bacterias Gram negativas no encapsuladas, los polisa-
céaridos O-especificos (O-Ag) de los LPS (Figura 1) también
pueden servir como antigenos blancos para el desarrollo de
vacunas. Esta ultima estrategia requiere de un paso adicio-
nal de remocion del Lipido A por presentar caracteristicas
téxicas para el huésped, y es necesario ademas conjugar
el O-Ag a una proteina transportadora para logar estimular
una respuesta T-dependiente (responsable de inducir la
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memoria inmunoldégica a largo plazo). En la formulacion de
estas vacunas puede emplearse tanto el O-Ag nativo, asi
como versiones modificadas del mismo, o bien oligosacari-
dos sintéticos analogos a regiones de estas biomoléculas.
A lo largo de las ultimas décadas un numero considerable
de vacunas basadas en este concepto, que tienen como
blanco especies del género Bordetella, Brucella, Burkhol-
deria, Escherichia, Francisella, Helicobacter, Mannheimia,
Moraxella, Neisseria, Pseudomonas, Salmonella, Shigella
y Vibrio, han llegado a etapas clinicas y pre-clinicas (Zhu
etal., 2021). Si bien las cepas patogénicas de E. coli por lo
general no producen enfermedades tan alarmantes como
otros microorganismos, y los antibiéticos son la primera
opcion de tratamiento frente a este tipo de infecciones, la
rapida evolucion de cepas multirresistentes es cada vez
mas preocupante y la posibilidad de contar con vacunas
comerciales se vuelve una necesidad. En humanos estos
patégenos pueden causar infecciones intestinales y del
tracto urinario, o incluso llegar a producir neumonia, menin-
gitis, bacteriemia y/o sepsis. En el ganado lechero pueden
producir mastitis clinica o subclinica, asi como diarrea
en terneros jévenes, produciendo perjuicios econémicos
anuales importantes en la produccién ganadera.

Unidad repetitiva del

<::| antigeno O-aspecifico

LPS rugoso

—
Lipido A

Membrana Externa

Periplasma | |

Membrana plasmatica

cluster de genes involucrados tipificacién
Oitoast en la biosintesis del O-Ag —= ""?Legé')ar

ADN—-_d“o la bac

Figura 1. Representacion esquematica de la superficie de una bacteria Gram negativa
indicando las diferentes regiones que componen a los lipopolisacaridos (LPS) de tipo liso y

rugoso.

tipificacién seroldgica
(anticuerpos policlonales)

Péptidoglicano

Serogrupos de E. coli

En el caso de E. coli la reactividad serolégica de sus
O-Ag se emplea para definir diferentes serogrupos, y
por consiguiente esta clasificacion esta estrechamente
vinculada a la estructura quimica de estas biomoléculas.
Dependiendo de los factores de virulencia adquiridos las
cepas de un determinado serogrupo pueden pertenecer a
uno o mas patotipos y, aunque actualmente se reconocen
182 serogrupos de esta especie (Furevi et al., 2020; Liu
et al., 2020), solamente una docena de ellos estan siendo
considerados en el desarrollo de vacunas de uso humano
(Zhu et al., 2021). Por ejemplo, se encuentra actualmente
en etapas avanzadas de desarrollo una vacuna biocon-
jugada 10-valente que contempla a los diez serogrupos
mas prevalentes de E. coli que causan infecciones del
tracto urinario en paises desarrollados (serogrupos O1A,
02, 04, O6A, 08, 015, 016, O18A, 025B y O75) (Fierro
et al., 2023).Un aspecto a tener en consideracion es que
el numero de antigenos que pueden ser incluidos en una
Unica vacuna se ve limitado desde el punto de vista practico,
por lo que la seleccién de éstos suele hacerse en funciéon
de la patogenicidad y prevalencia del serogrupo al que
representan. Por esta razoén, al plantearnos el desarrollo

(O-Ag)
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de nuevas vacunas (o evaluar la aplicabilidad de aquellas
disefiadas para otros paises) resulta critico tener un buen
conocimiento de los serogrupos circulantes en la region de
interés, ya que estos no necesariamente se corresponden
con los mas prevalentes en otros paises. En lo que con-
cierne al area veterinaria, un ejemplo de esto es el caso de
Leptospira, en la que uno de los serovares mas prevalentes
a nivel nacional no esta contemplado en ninguna vacuna
comercial (Zarantonelli et al., 2018). Por esta razén es de
interés contar con acceso a metodologias alternativas que
permitan caracterizar los serogrupos/serovares de bacte-
rias Gram negativas patogénicas que circulan en la region,
y contribuir a la creacién de un cepario de referencia con
aislados autoctonos, que eventualmente puedan ser em-
pleados en la produccién de material polisacaridico para la
formulacion de nuevas vacunas o produccion de antisueros.

La identificacion de serogrupos por métodos serologi-
cos es un proceso laborioso y de alto costo, que requiere
personal entrenado y acceso a un gran numero de antisue-
ros; consecuentemente, son pocos los laboratorios a nivel
mundial que pueden llevar a cabo un esquema completo
de tipificacion. Esta es una de las razones por la que mu-
chos de estos estudios se limitan al analisis de unos pocos
serogrupos de interés, quedando frecuentemente algunos
aislados sin caracterizar. En las uUltimas décadas las téc-
nicas basadas en tipificacion molecular por PCR, en las
que se analizan secuencias de genes claves involucrados
en la biosintesis del O-Ag, han cobrado importancia por
ser accesibles a un mayor numero de laboratorios, pero
también requieren de la compra de reactivos especificos.
Es interesante notar que estudios recientes basados en el
analisis del genoma de cepas de E. coli enterotoxigénica
(ETEC) han permitido identificar cepas que aun no han
sido catalogadas como pertenecientes a ninguno de los
serogrupos reconocidos por técnicas seroldgicas, dejando
incluso en evidencia que uno de estos genotipos representa
al segundo grupo mas prevalente de ETEC a nivel global

(Iguchi et al., 2017).

Mas alla de esto, una de las limitantes de esta técnica
es que no permite prever modificaciones posteriores al pro-
cesado del O-Ag, y por consiguiente no permite discriminar
entre algunos serogrupos que comparten el mismo cluster
de genes involucrado en la biosintesis del O-Ag, pero que
expresan polisacaridos con estructuras quimicas diferentes
en su superficie. En forma analoga, el método seroldgico
muchas veces no permite discriminar entre O-Ag que po-
seen estructuras quimicas levemente diferentes, aunque
difieran en los genes involucrados en sus biosintesis. Cabe
destacar que en la ultima década se ha producido un gran
avance en la elucidacion estructural de estas biomoléculas,
lograndose completar la caracterizacion estructural del
100% de los O-Ag de E. coli que representan a los 178
serogrupos reconocidos de esta especie que expresan
LPS del tipo liso en su superficie (Figura 1), asi como
definir unos cuantos subgrupos (por €j. E. coli O1 incluye
los subgrupos O1A, O1B y O1C). Hoy en dia, el analisis
estructural de polisacaridos bacterianos se lleva a cabo casi
exclusivamente empleando espectroscopia de Resonancia
Magnética Nuclear (RMN), y los datos espectroscopicos
de estos antigenos se encuentran disponibles tanto en la
literatura como en las bases de datos ECODAB y CSDB
que son de acceso libre (Rojas-Macias et al., 2015; Toukach
and Egorova, 2016). Por esta razén, en laboratorios que
cuentan con acceso a espectrémetros de RMN (Figura 2)
identificar serogrupos de aislados de E. coli a través de las
sefales de RMN de los atomos de hidrogeno y carbono
presentes en sus O-Ag puede resultar una metodologia
accesible, ya que no requiere de la compra de reactivos
ylo estandares especificos.

Una ventaja importante de esta técnica es que no
solamente permite caracterizar los O-Ag incluidos en los
esquemas de tipificacion clasicos, sino ademas detectar fa-
cilmente la aparicion de cepas que producen polisacaridos
con estructuras que no han sido reportadas previamente
(incluyendo subgrupos dentro de un mismo serogrupo), y
en esos casos proceder a realizar una caracterizacion es-

Figura 2. Laboratorio de Espectroscopia y Fisicoquimica Organica, Departamento de Quimica del Litoral del CENUR Litoral Norte, Udelar, ubicado
en la Estacion Experimental «Dr. Mario A. Cassinoni». El laboratorio estd equipado con dos espectrometros de Resonancia Magnética Nuclear Bruker
Avance Il de 400 y 500 MHz (izquierda y derecha, respectivamente).
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tructural detallada de los mismos como se ha demostrado
recientemente para dos nuevos aislados de esta especie
(Qin et al., 2022; Wang et al., 2022).

El conocimiento de la estructura quimica de estas mo-
Iéculas también es clave para entender el comportamiento
de reacciones serolégicas cruzadas que se observan entre
polisacaridos que presentan estructuras quimicas simila-
res. Como ventaja adicional, este tipo de técnicas también
permite estudiar la estructura tridimensional de estos anti-
genos y sus derivados en solucion, lo que puede resultar
util para evaluar las mejores estrategias de conjugacion
que permitan mantener las caracteristicas del polisacarido
nativo en la formulacion de nuevas vacunas.

Las cepas de E. coli empleadas en este estudio fueron
aisladas en el Laboratorio Regional de Paysandu del DILA-
VE «Miguel C. Rubino» a partir de ganglios mesentéricos
obtenidos durante necropsias de terneros afectados por
diarrea (cepas SC-UY1, SC-UY4 y SC-UY5) o a partir de
leche de vacas con mastitis (cepas SC-UY2y SC-UY3). La
especie se identificé utilizando tincién de Gram y pruebas

Aislado de la Bacteria
{necropsia, leche, eic.)

i

P ™y
Caracterizacion de la Bacteria

(tincion de Gram y pruebas bioquimicas)

0

Cultivo celular
(100 mL cakio LB, 37°C, 16 h, 220 rpm)

B Inactivacion: CHz0 1%, 16 h, 4°C
' ™

Obtencién del pellet celular
(centrifugacion 1300xg)

0

Extraccion del LPS
(fenolfagua 1:1, B8°C, 1 h)

Ul

Obtencion del O-PS
{ACOH 1%, 100°C, 1 h)

Concentracidn de la socidn:
centricones (cutoff 10 kDa)

Obtencién del PS-OH
(NH4OH 12.5%. t. amb., B h, agitaciin)

1) Purificacitn: columna PD-10:
2) Liofiizado

Espectroscopia de RMN
{Bruker Avance Il 500 MHz, D30, 25°G)

Figura 3. Esquema de trabajo optimizado para la obtencién de
polisacaridos O-especificos de E. coli libres de lipido A (derecha), e
imagenes representativas del proceso (izquierda).

bioquimicas. Para la obtencién de material polisacaridico
se comenzé trabajando sobre un protocolo genérico que
involucraba el cultivo celular en medio Luria-Bertani (1L),
seguido de la inactivacion de la bacteria, la obtencién del
pellet celular, y extraccion del LPS empleando una mez-
cla de fenol/agua 1:1 en caliente. El PS libre de lipido A
(O-PS) fue obtenido a partir del LPS por tratamiento con
acido acético 1%, permitiendo asi obtener un material con
mejor solubilidad en medio acuoso y evitar la formacion de
micelas. Esto ultimo es muy comun en soluciones de LPS,
lo que provoca un ensanchamiento en las sefales en los
espectros de RMN resultando en una disminucién de la
resolucion y sensibilidad de los experimentos. Con el fin
de mejorar la homogeneidad estructural de la preparacién
se decidio incorporar una etapa adicional de hidrdlisis de
grupos ésteres que pudieran estar presentes en la estruc-
tura, y obtener asi un O-PS O-desacilado (PS-OH). Cada
una de estas etapas fueron optimizadas, hasta obtener un
protocolo optimizado (Figura 3) en el cual se logré reducir
el volumen de cultivo inicial a 100 mL, y evitar etapas adi-
cionales que se habian considerado inicialmente como la
precipitacion del LPS, dialisis y tratamientos enzimaticos
con RNAsa, DNAsa y Proteinasa K, que suman varios
dias adicionales de trabajo. Los materiales obtenidos en
las diferentes etapas fueron analizados empleando espec-
troscopia de RMN, con el fin de decidir las mejores estra-
tegias para obtener la mayor cantidad de material posible,
con un buen grado de pureza y en un tiempo razonable.
En las condiciones actuales, el tiempo de analisis total es
de una semana y pueden procesarse varias muestras en
simultaneo.

En los espectros de RMN de los PS-OH provenientes
de los diferentes aislados pudo observarse que la calidad
de las preparaciones es remarcable, siendo ademas la
cantidad de material obtenido (~2 mg) suficiente como para
adquirir espectros de RMN bidimensionales como los que
se muestran en la Figura 4. En los espectros de 'H, *C-
HSQC las diferentes sefiales representan correlaciones
entre 4tomos de hidrégeno y carbono de cada uno de los
componentes del O-Ag (indicados con diferentes letras
en mayusculas en la Figura 4). Los patrones de estas
sefales pueden ser empleados como huellas dactilares
para identificar la estructura quimica de los polisacaridos,
ya que la posicion de cada una de ellas es altamente sen-
sible a las caracteristicas estructurales de cada molécula.
La region del espectro de 'H, *C-HSQC que se muestra
en la Figura 4 por lo general es suficiente para distinguir
el serogrupo al que representan estos PS, facilitando la
etapa de comparacion de sefales con bases de datos.
El resto de las sefiales del espectro (que no se muestran
en la figura) se usan en forma confirmatoria para validar

CAHQUC 47 | Diciembre 2024

43




estas asignaciones.

A partir de la comparacion de estos espectros con
informacioén disponible en bases de datos vy literatura, fue
posible identificar que los aislados SC-UY2, SC-UY3 y
SC-UY5 pertenecen a los serogrupo O1C, 088 y 0146 de
E. coli, respectivamente. Es interesante notar que cepas
pertenecientes a E. coli O1 estan frecuentemente asocia-
das a infecciones del tracto urinario en humanos y por con-
siguiente es uno de los antigenos O-especificos de interés
en la formulacién de vacunas de uso humano. Pequefas
modificaciones estructurales en estos antigenos dan lugar
a tres subgrupos diferentes (O1A, O1B y O1C), que si bien
no pueden ser diferenciados por métodos seroldgicos re-
sultan facilmente distinguibles a través del andlisis de sus
PS-OH por espectroscopia de RMN. Por otro lado, cepas
pertenecientes a E. coli 0146 han sido asociadas a brotes
en humanos en varias ocasiones, siendo uno de los quince
serogrupos mas prevalentes en casos clinicos en Estados
Unidos asociados con cepas que producen toxina Shiga.

También es interesante notar que dos de los cinco
aislados con los que comenzamos este estudio (SC-UY1
y SC-UY4) expresan antigenos O-especificos que no se
corresponden a ninguno de los reportados para E. coli

94 | Uyl o
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aislados de ganglios mesentéricos de necropsias de terneros

aislados de leche de casos de mastitis bovina

Figura 4. Regiones seleccionadas de espectros de RMN de 'H,
8C-HSQC de los antigenos O-especificos de los aislados de E. coli
analizados en este estudio, mostrando sefiales caracteristicas de cada
uno de los componentes del O-Ag (nombrados con diferentes letras).

ni para ninguna otra especie. Estas estructuras tampoco
son consistentes con ninguno de los clusteres de genes
involucrados en la biosintesis de los O-Ag de genotipos no
incluidos en los esquemas serolégicos. Actualmente esta-
mos trabajando en la caracterizacion estructural detallada
de estos antigenos.

Los resultados obtenidos en este estudio ponen en evi-
dencia laimportancia de tener acceso a metodologias alter-
nativas para poder complementar estudios epidemiolégicos
y caracterizar cepas de bacterias patégenas circulantes en
el pais, que son de preocupacion sanitaria tanto a nivel de
salud humana como animal. Tener acceso a esta informa-
cion es clave para establecer estrategias mas efectivas a
la hora de seleccionar los serogrupos a ser incluidos en
vacunas que estan en etapa de desarrollo, o evaluar la
aplicabilidad en nuestro medio de aquellas disefiadas para
otros paises. El acceso a cepas autéctonas que producen
O-Ag bien caracterizados, y los protocolos optimizados
para su obtencién, también representan insumos muy
valiosos a la hora de producir materiales polisacaridicos.

Esta materia prima de alto valor agregado, puede ser
de interés tanto para desarrollar nuevas vacunas, como
para la produccién de antisueros o el desarrollo de técnicas
de diagndstico. Particularmente, en el Departamento de
Quimica del Litoral se viene trabajando en la obtencion y
caracterizacion de nanoparticulas de oro funcionalizadas
con polisacaridos de este tipo, como estrategia para el
disefio de nuevas vacunas. Es importante sefialar que si
bien la metodologia presentada en este trabajo se aplicé a
aislados de E. coli, también puede ser facilmente adaptable
al estudio de otras bacterias Gram negativas para las que
se cuenta con informacién espectroscépica de sus antige-
nos O-especificos, como por ejemplo los géneros Serratia,
Salmonella y Shigella. La caracterizacion de antigenos
O-especificos de bacterias del género Leptospira es un
desafio que también se viene abordando en nuestro grupo
de investigacion, en colaboraciéon con otros laboratorios
de Montevideo, y pretende sentar las bases para tener
una mejor comprension de los serovares circulantes en
nuestro pais.
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