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RESUMEN

Objetivos. Determinar el efecto de lactoferrina bovina (bLf) en la formacién de biofilms en cepas clinicas de Escherichia
coli enteroagregativa (EAEC), y si este efecto es independiente del hierro. Materiales y métodos. Se utilizaron dos
métodos: (a) cualitativo, mediante observacion directa por microscopia 6ptica, y (b) cuantitativo, lecturas de los valores
de absorbancia mediante lector de ELISA en presencia de bLf en concentraciones de 0,01mg/mL y 1mg/mL, con y sin
hierro, y no bLf (control), en 122 cepas de EAEC para el método cuantitativo (60 cepas de nifios con diarrea y 62 de
nifios sanos) y 31 cepas para el método cualitativo. Resultados. (a) Método cualitativo: se evaluaron 31 cepas, con y
sin hierro. Sin hierro la formacién de biofilms fue de 77% (24/31) en el grupo control versus 58% (14/31) con bLf
de 0,01 mg/mLy 4% (1/31) con 1 mg/mL. Con hierro la formacion de biofilms fue 90% (28/31) en el grupo control versus
55% (17/31) con bLf de 0,01 mg/mL y 4% (1/31) a 1 mg/mL. (b) Método cuantitativo: sin hierro la absorbancia medida a
OD 560 nm del grupo control fue 0,7 £ 0,5 versus 0,4 + 0,3 con bLf0,01mg/mLy 0,3 £ 0,2 con bLf de 1 mg/mL (p<0,0001).
Esta disminucion en presencia de bLf incluso se dio con hierro. Conclusiones. La bLf tiende a disminuir la formacion de
biofilms, mostrando un efecto inhibitorio en las cepas clinicas de EAEC, este efecto no es hierro-dependiente.
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CLINICAL STRAINS OF ENTEROAGGREGATIVE E. Coli

ABSTRACT

Objectives. To determine the effect of bovine lactoferrin (BLF) in the formation of biofilms in clinical enteroaggregative
Escherichia coli (EAEC) strains and whether this effect is independent of iron. Materials and methods. Two methods
were used: (a) qualitative, by direct observation of optical microscopy, and (b) quantitative readings of the absorbance
values using ELISA reader in the presence of bLf in concentrations of 0.01 mg mL and 1 mg/mL, with and without iron and
no bLf (control). Analysis occurred in 122 strains of EAEC (60 strains from children with diarrhea and 62 healthy children)
previously collected in a previous study of passive surveillance of diarrhea in the Southern Cone Lima. 31 strains of the
same method were used for the qualitative study. Results. (A) Qualitative method: 31 strains were evaluated with and
without iron. Without iron biofilm formation was 77% (24/31) in the control group versus 58% (14/31) with bLf of 0.01 mg/mL
and 4% (1/31) with 1 mg/ml. Iron biofilm formation was 90% (28/31) in the control group versus 55% (17/31) with bLf of
0.01 mg/mL and 4% (1/31) with 1 mg/mL. (B) Quantitative method: without iron absorbance measured at OD 560 nm of
the control group was 0.7 + 0.5 versus 0.4 + 0.3 with bLf 0.01 mg/mL and 0.3 + 0.2 with bLf of 1 mg/mL (p<0.0001). This
decrease in the presence of bLf included iron. Conclusions. bLf tends to decrease the formation of biofilms, showing an
inhibitory effect in clinical isolates of EAEC; this effect is not iron-dependent.
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INTRODUCCION

Uno de los problemas de salud publica mas importante en
paises en vias de desarrollo es la diarrea, la cual es una
de las principales causas de morbimortalidad en nifios
menores de 5 afos, afectando de manera importante
el crecimiento, el estado nutricional y el desarrollo
mental del nifio (4. Uno de los agentes principales de
diarrea es el grupo de las Escherichia coli diarrogénicas,
siendo la Escherichia coli enteroagregativa (EAEC)
la mas prevalente ®. Esta ha sido asociada a diarrea
aguda y persistente; también ha sido asociada como
agente causal de diarrea en individuos afectados con el
virus de inmunodeficiencia adquirida ©. Nuevos estudios
reconocen a la EAEC como causante de infecciones del
tracto urinario, bacteremia y sepsis ™.

La patogenicidad de la EAEC es compleja ya que estas
cepas son heterogéneas. El factor de virulencia mas
estudiado es el gen aggR, el cual se encarga de regular los
factores de virulencia, controla la expresion de los factores
de adherencia (con un patrén de ladrillos apilados), proteina
dispersina y un largo cluster de genes codificados en el
cromosoma de la EAEC (. Esta bacteria presenta tres
estadios en su patogénesis: (a) adherencia a la mucosa
intestinal colénica mediante la fimbria adherente agregativa
(AAF) y otros factores de adherencia; (b) formacion de
biofilms debido al aumento de la produccion de moco
generando asi la adherencia de la EAEC a la superficie
de los enterocitos, y (c) efectos citotoxicos debidos a la
respuesta inflamatoria y a la liberacion de toxinas que
conducen a la destruccion tanto de las microvellosidades
intestinales como la de los enterocitos ©9.

La lactancia materna se ha identificado como la
intervencion mas efectiva para proteger a los nifios
menores de 5 afios de edad contra las diarreas ©. De
los componentes de la leche materna, la lactoferrina es
la segunda proteina mas abundante; se encuentra en
una concentracién de 10 mg/mL en el calostro humano
y una concentracién de 1mg/mL en la leche madura ©.
Esta proteina posee dos efectos antimicrobianos: (a)
Bacteriostatico, por su capacidad de quelar el ion férrico
limitando su utilizacion por las bacterias patégenas que
lo requieren para su crecimiento y expresion de sus
factores de virulencia. (b) Bactericida, al unirse a las
porinas y al lipido A del polisacarido (LPS) presente en
la membrana externa de las bacterias Gram negativas
generando un aumento en la permeabilidad de esta
ocasionando dafio a la bacteria ©. Un estudio previo
de la EAEC con la cepa prototipo O42 (0O44:H18)
evidencio que la bLf inhibe el crecimiento en forma
dosis-dependiente; la adherencia en las células Hep-
2; la formacién de biofilms; aumenta su aglutinacion e
induce la liberacién y degradacion de AAF ©).

El objetivo de este estudio fue determinar el efecto de
la bLf en la formacion de biofiims en cepas clinicas
de EAEC. Como objetivo secundario, determinar
si el efecto de bLf en la formacion de biofiims es
independiente del hierro. Este hallazgo es importante
pues la formacién de biofilms, como ya se menciono,
es uno de los factores de virulencia mas importante de
este enteropatdgeno.

MATERIALES Y METODOS
DISENO DEL ESTUDIO

Estudio experimental desarrollado en el Laboratorio de
Infectologia Pediatrica del Laboratorio de Investigacion
y Desarrollo y en el Laboratorio de Enfermedades
Entéricas y de Nutricion de la Universidad Peruana
Cayetano Heredia.

SELECCION DE LA MUESTRA

Se utilizaron 122 cepas clinicas de EAEC aisladas e
identificadas por PCR multiple a tiempo real buscando
la presencia del gen aggR en muestras de un estudio
previo: “Estudio de la diarrea causada por coliformes
(E.coli) y otras causas en nifios menores de dos afios de
edad en Lima, Perd”. Este fue un estudio de vigilancia
pasiva de diarrea en el cono sur de Lima, en donde se
aislo cepas clinicas de EAEC de un grupo proveniente
de nifios con diarrea y otro proveniente de nifios sanos
que estaban colonizados con este patégeno!®. De las
122 cepas que se utilizaron en el método cuantitativo, 60
provinieron de nifios con diarrea y 62 de nifios sanos. En
el caso del método cualitativo, se seleccionaron al azar,
solo 31 cepas, para realizar este analisis. Este proyecto
se desarrolld6 en el Laboratorio de Enfermedades
Entéricas y Nutricionales del Instituto de Medicina
Tropical “Alexander von Humboldt” y en el Laboratorio
de Infectologia Pediatrica de los Laboratorios de
Investigacion de Desarrollo.

MATERIALES

Bacterias: para el estudio se utilizd la cepa prototipo
EAEC 042 (O44:H18) como cepa control positivo,
E. coliHB101 como cepa control negativo y 122 cepas
clinicas de EAEC almacenadas en el criobanco a
-70 °C (M,

Lactoferrina bovina: se utilizd bLf de Tatua Nutrionals, Nueva
Zelanda. Se empled la concentracion de 1,00 mg/mL,
equivalente a la concentracion de esta proteina en la
leche materna madura. Adicionalmente, se usé una
concentracion menor de 0,01 mg/mL.
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Hierro: se prepard una solucion madre de ion férrico a
una concentracion de 200 mg/mL de la cual se partid
para realizar los ensayos en una relacion de 1M: 2M,
respecto a las concentraciones de la bLf (0,01 mg/mLy
1 mg/mL). En este estudio se suplementd el medio con
hierro para demostrar que la disminucion de la formacion
de biofilms no se debe a su efecto bacteriostatico
(disminucion en el crecimiento bacteriano), si no por otro
mecanismo no-dependiente del hierro.

Medio de cultivo: para reactivar las bacterias se uso el
medio de cultivo Mc Conkey (Merck). Para los ensayos
de formacién de biofilms se usaron los medios de
cultivo DMEM-HEPES (Hyclone) y caldo de cultivo Luria
(Invitrogen).

METODOS

Reactivacion de cepas: las 122 cepas clinicas de EAEC
se obtuvieron del criobanco a -70 °C, luego reactivadas
en placas con el medio de cultivo Mc Conkey dejandolas
crecer por 18-24 h a 37 °C. Este procedimiento fue el
primer paso para ambos métodos.

Meétodo cualitativo: ensayo de la formacién de biofilm.
Luego de la reactivacion de las 31 cepas elegidas al azar,
se cultivé 10 uL del caldo de cultivo Luria, que contenia
a la cepa, en placas de 24 pocillos con el medio DMEM-
HEPES, a un pH 7,4, suplementado con 0,4% de glucosa
(1:100 diluciones). Cada pocillo contuvo un cubreobjetos en
su base. Luego, se agrego lactoferrina a concentraciones
de 1,00 mg/mL y 0,01mg/mL con hierro en una relacion
de 1M: 2M y se dejé a 37 °C en una incubadora a 5%
CO, por cuatro horas. Luego, se retiré el cubreobjetos
con la bacteria adherida y se lavd vigorosamente.
Posteriormente, se retird el medio y se fijé6 con etanol
al 95% por 10 min; luego se afnadio cristal violeta al 2%
por 10 min vy, finalmente, se lavé con solucion salina
(0,9% NaCl). Se hizo la lectura respectiva mediante
microscopio de luz éptica por triplicado © (Figura 1).

Se retra 100l el
culivo de la
noche previa, se
Fezela con A B CABC

1000l Sin hierro  Con hierro
DMEM+HEPES+) i
Avghucoss sobee [ & 75
ceapucto || CoPR1 >
conleniendo fos [ 0N
cubreotieres | CoP2 1>

L oolonia e T
§—0— —
|\J camal) | comoll) |

18-24 horas a Se retira

Tefilr con cristal violeta Se r_enia
2% por 10 minutos. Se cubreobjetos, se

lava con NaCl 0.9% y A £OnIFRS i 4.

‘ fija con etanal 95% Incubadora 5%
el MRl por 10 minutos €| co por 4 horas

Figura 1. Método cualitativo: ensayo de biofilms (modificado de
Ochoa et al., 2008)
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Figura 2. Método cuantitativo de biopeliculas (modificado de
Wakimoto et al., 2004)

Método cuantitativo: ensayo de la formacion de biofilms.
Luego de la reactivacion de las 122 cepas, se retird una
colonia reactivada y se inocul6 al medio Luria Broth, y
se las cultivd con agitaciéon (150 rpm) por 18 h a 37 °C.
Luego, se transfirié 5 uL del cultivo en 200 uL de medio
DMEM-HEPES suplementado con 0,45% de glucosa,
en una placa de ELISA de 96 pocillos de fondo plano.
Simultaneamente, se realizaron dos intervenciones:
a) se agrego6 bLf a concentraciones de 1,00 mg/
mL y 0,01 mg/mL sin hierro y b) se agregd bLf a
concentraciones de 1,00 mg/mL y 0,01mg/mL con
hierro, en una relacion de 1M: 2M, con respecto a las
concentraciones de la bLf. Esta mezcla se cultivo por
18 h a 37 °C. Luego, se retiré el medio de todos los
pocillos, se tifid con cristal violeta a 0,5% por cinco
minutos y se realizd el lavado con agua destilada. El
biofilm fue cuantificado después de la adicion de
200 pL de etanol al 95% por lector de ELISA a 560 nm.
La cepa EAEC 042 se utilizd6 como control positivo y
la E. coli HB101 como control negativo (' (Figura 2).

DEFINICION DE VARIABLES

Se utilizaron tres tipos de variables: (a) El hierro en una
relacion de 1M: 2M, con respecto a la concentracion
de bLf; y bLf a concentraciones de 0,01 mg/mL,
1 mg/mL y grupo control como variables independientes;
(b) La formacién de biofilms como variable
dependiente definida como ausencia o presencia de
la misma, y (c) Las cepas como variables controladas.

ANALISIS DE DATOS

Los datos se almacenaron y procesaron en una base
en el programa Excel. Para valorar la medicion de la
formacion de biofilms por el método cuantitativo se
obtuvo como nuevo punto de corte de la absorbancia
a un OD de 560 nm a 0,581, obtenido a partir de la
absorbancia promedio de la cepa control negativo E.coli
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HB101. Todas las absorbancias medidas en este estudio
mayores a 0,581 se consideraron como positivas para
la formacién de biofilms, mientras que las que estaban
por debajo de este punto de corte se consideraron
negativas. Los datos de las variables cuantitativas
continuas se analizaron con la prueba T de Student
para comparar las medias de la absorbancias entre
los grupos, presentando el valor de la media +/- error
estandar y se report6 el valor de p. Para las variables
cualitativas se utilizo la prueba estadistica chi-cuadrado,
comparando la variable de formacion de biofilms versus
las diferentes concentraciones de bLf.

RESULTADOS
METODO CUALITATIVO

Para la formacion de biofilms, se trabajo con 31 cepas de
EAEC, alas que se les expuso a dos situaciones: sin y con
hierro. En ausencia de hierro la formacion de biofilms fue
77% (24/31) del grupo control versus 58% (14/31) a bLf
de 0,01 mg/mL versus 4% (1/31) a 1 mg/mL. En presencia
de hierro la formacion de biofilms fue 90% (28/31) del
grupo control versus 55% (17/31) a bLf de 0,01 mg/mL
versus 4%(1/31) a 1 mg/mL (Figura 3).

METODO CUANTITATIVO

Para la formacién de biofims se analizé la media de
las absorbancias, desviacion estandar por medio de
la prueba T de Student; comparando los siguientes
grupos: (a) Cepas sin hierro, la absorbancia medida a
OD 560 nm del grupo control fue 0,7 + 0,5 versus 0,4 +
0,3 con bLf 0,01 mg/mLy 0,3 + 0,2 con bLf de 1 mg/mL
(p<0,001). (b) Cepas con hierro, la absorbancia medida
a OD 560 nm del grupo control fue 0,7 + 0,5 versus 0,5
+ 0,4 con bLf 0,01 mg/mL (p<0,002), y 0,7 £ 0,5 versus
0,4 + 0,3 con bLf de 1 mg/mL (p<0,001) (Figura 4). Se
considerd positiva la formacion de biofilms, cuando
la absorbancia medida en el espectrofotometro a un
OD de 560 nm fue mayor a 0,581. En este método se
realizaron dos intervenciones: (a) Cepas trabajadas sin
hierro, el grupo control formo biofilms en 52% (64/122),
bLf de 0,01mg/mL en 19% (23/122) y bLf de 1 mg/mL
en 8% (23/122); y (b) Cepas trabajadas con hierro, el grupo
control formo biofilms en 47% (57/122), bLf de 0,01 mg/mL
en 31% (38/122) y bLf de 1 mg/mL en 25% (31/122).

Este efecto se evidencié también con la prueba
estadistica chi-cuadrado teniendo como variables
a la formacion de biofiims y la exposicion a la bLf a
concentraciones de 0,01 mg/mL y 1 mg/mL con y sin
hierro. Se compararon los siguientes grupos: (a) Cepas
sin hierro del grupo control versus bLf 0,01mg/mL;
grupo control versus bLf 1 mg/mL y; bLf 0,01 mg/mL
versus bLf 1 mg/mL, obteniéndose en los tres grupos una

SIN HIERRO CON HIERRO
Control BLT 0.01mg/mL Bif Img/mL Contral bLf 0.01mg/mL Bif Img/mL
C+
i - - - -
C-
i - - - -
cis
c32
Dsm - - -
ca2
N - - -

Figura 3. Efecto de la Lactoferria bovina en la formacién de biofilms (método cualitativo). Se muestra la formacion de biofilms de las
cepas sin exposicion a Lactoferrina bovina, con y sin hierro; y el efecto de la Lactoferrina bovina a 0,01 mg/mLy 1 mg/mL, con y sin hierro
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Figura 4. Efecto de la lactoferrina bovina (bLf) en la formacion
de biofilms medido mediante las medias de las absorbancias.
Se compararon las medias de las absorbancias de la formacion
de biofilms de EAEC sin hierro (A) y con hierro (B) frente a
dos situaciones: Grupo control versus bLf 0,01 mg/mL y grupo
control versus bLf 1 mg/mL. La bLf disminuy6 la absorbancia
cuando fueron expuestas a ésta, incluso en presencia de hierro
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Figura 5. Efecto de lactoferrina bovina (bLf) a concentraciones de
0,01 mg/mLy 1 mg/mL con y sin hierro en la formacion de biofiims
representado en porcentajes. (a) Al comparar las sin hierro entre
el grupo control versus bLf 0,01 mg/mL, grupo control versus bLf
1 mg/mL y bLf 0,01 mg/mL versus bLf 1 mg/mL (*p<0,001).
(b) Al ser las mismas cepas expuestas a hierro entre el grupo
control versus bLf 0,01mg/mL (**p<0,01), grupo control versus
bLf 1 mg/mL (*p<0,001) y bLf 0,01 mg/mL versus bLf 1 mg/mL
(***p<0’05)
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Figura 6. Comparacion de la formacion de biofilms en nifios con
diarrea y nifios sanos expuestos y no a la lactoferrina bovina
a concentraciones de 0,01 mg/mL y 1 mg/mL. Al comparar la
formacion de biofilms en ambos grupos no se observd una
relacion estadisticamente significativa.

disminucion en la formacion de biofilms estadisticamente
significativa (p<0,001) (Figura 5-A). (b) Cepas con hierro
del grupo control versus bLf 0,01 mg/mL; grupo control
versus bLf 1 mg/mL y bLf 0,01 mg/mL versus bLf 1 mg/mL,
obteniéndose en los tres grupos un efecto similar a las
cepas trabajadas sin hierro: p<0,01, p<0,001 y p<0,05
respectivamente (Figura 5B).

Comparando los datos, dependiendo si la cepa
pertenecia a un nifio con diarrea (caso) o nifio sano
(control) para evaluar la formacion de biofims, a
diferentes concentraciones de lactoferrina, no se
muestra una relacion significativa (Figura 6).

DISCUSION

Se ha demostrado que la lactoferrina tiene actividad
antimicrobiana frente a diferentes patdgenos (*'4), Esta
actividad esta caracterizada por su efecto bacteriostatico,
al quelar el hierro, y su efecto bactericida al unirse
directamente a la célula generando un incremento de
la permeabilidad de la membrana ('®. Ademas, tiene
otras actividades antibacterianas que se relacionan
con su efecto en el desarrollo y formacién de biofilms,
adhesion bacteriana y colonizacion, invasion intracelular
y apoptosis de las células infectadas('®. Asi mismo, se
ha estudiado la importancia de la formacién de biofilms
como factor de virulencia causante de infecciones
agudas (diarreas, infecciones del tracto urinario),
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infecciones cronicas, como mecanismo de resistencia
bacteriana a los antimicrobianos y el crecimiento de
estos en los dispositivos médicos e implantes ™.

Los efectos mencionados de la lactoferrina han sido
estudiados en diversos patotipos de E. coli diarrogénicas,
la importancia del estudio en EAEC radica en el ser el
agente aislado con mas frecuencia en el sector pediatrico
con enfermedad diarreica en nuestro medio ©. El efecto
de la lactoferrina sobre la formacién de biofiims ha sido
estudiado en cepas prototipos de EAEC (O42) en células
Hep — 2; sin embargo, este efecto no ha sido estudiado
en cepas clinicas de EAEC. Este es el primer estudio, a
nuestro entender, donde se describe el efecto de la bLf
en cepas clinicas de EAEC obtenidas de nifios menores
de 2 afos. La evaluacion del efecto de la lactoferrina en la
formacion de biofilms se midio utilizando dos métodos: uno
cualitativo, que permite visualizar el acimulo de bacterias
unidas al plastico, y uno cuantitativo, que permite medir
la cantidad de biofiims de manera indirecta, al medir la
cantidad de colorante que se unié a las bacterias adheridas
al pocillo de la placa ©. En el método cualitativo se observo
que las cepas expuestas a bLf disminuyeron la formacioén
de biofilms incluso a bajas concentraciones de 0,01 mg/
mL al igual que el estudio realizado en cepas prototipos de
EAEC ©. El método cuantitativo utilizado en este estudio
para la medicion de la formacion de biofilms fue elegido
por presentar una sensibilidad del 100% y especificidad
del 99% con respecto a otros métodos de estudio (', Se
obtuvo que hay una inhibiciéon y disminucién en la
formacion de biofilms estadisticamente significativa
al exponer los biofilms a bLf a concentraciones de
0,01 mg/mL y 1 mg/mL con y sin hierro, demostrando
que su efecto no es hierro-dependiente. Este método de
medicion de la formacion de biofiims no se utilizé en el
estudio con cepas prototipo de EAEC por lo que no se
pudo comparar dichos resultados ©.

Al comparar el efecto de la bLf de las cepas provenientes

de niflos con diarrea y nifios sanos, no fue significativo
ya que ambos grupos formaron e inhibieron biofilms
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