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INTRODUCCION

En el inicio de enfermedades intestinales de origen bacteriano la adhesion y posterior
invasion del epitelio intestinal por parte de los microorganismos infecciosos son pasos
primordiales. Algunos oligosacaridos no digestibles (FOS, GOS, MOS) pueden inhibir la
adhesion de determinadas bacterias patdgenas a los receptores celulares (lectinas) de la
mucosa intestinal (Ofek et al. 2003). Se ha observado que pectic-oligosacaridos (POS)
obtenidos a partir de la hidrélisis acida de los residuos resultantes durante la extraccion de
pectinas del albedo de la naranja, presentan actividad antiadhesiva frente a determinadas
cepas de E. coli entoropatogénicas (Rhoades et al. 2008).

El objetivo de este trabajo se centr6 en el estudio del efecto de distintas fracciones de
pectic-oligosacaridos sobre la adhesién e invasion de distintos patdgenos bacterianos
intestinales a la mucosa intestinal humana, mediante el uso de cultivos celulares “in vitro”.

MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron dos diferentes fracciones de POS obtenidas en el USDA Eastern Regional
Research Center (Wyndmore, USA) mediante hidrélisis acida de residuos de la extraccion
de pectina del albedo de la naranja (Manderson et al., 2005). Una de las muestras se obtuvo
del filtrado tras la extracciéon de la pectina (POS2) y la otra del material flotando sobre el
filtrado (POS1).

Se estudiaron un total de tres cepas de bacterias enteropatégenas: E. coli 0157:H7 (E. coli
enterohemorragica, EHEC), E. coli 0125:H6 (E. coli enteropatogénica, EPEC) y S.
typhiumurium (ST).

Estudios de adhesion-invasion en cultivos celulares: Los estudios toxicidad y de adhesion-
invasion se realizaron sobre la linea celular intestinal humana Caco- 2. Las células se
sembraron en placa de cultivo celular de 24 pocillos, a una densidad de 1 x 10* cél./ml y
pocillo respectivamente, y se mantuvieron en medio minimo esencial de Eagle (EMEM) con
un 10% de suero fetal bovino, 1% de antibiéticos y un 1% de aminoacidos no esenciales, a
37°C y bajo un 5% de CO.,. Dichos estudios se efectuaron tras 7 o 21 dias de cultivo de las
células dependiendo de la parte del intestino colonizada por la bacteria a estudio (Pinto et
al., 1983), intestino delgado (21 d., células enterociticas) para EPEC y ST, o intestino grueso
(7 d., células indiferenciadas, no secretoras de enzimas digestivas) para EHEC.

A fin de comprobar la citotoxicidad de la muestra y determinar la mayor concentracion de
POS inocua para las células, tras incubar las células durante 3 horas con 1 ml/pocillo de
POS disuelto en DPBS, a 5 dosis distintas (0.5, 1.0, 2.5, 5.0 y 10 mg/ml), se determin6 la
viabilidad celular, frente a células incubadas en DPBS, por el método Azul — Trypan. Cada
dosis fue evaluada en 2 pocillos/placa, en tres pases celulares consecutivos.

La adhesion — invasién de las bacterias a las células en presencia de POS se determin6 por
el método descrito por Elsinghorst (1994). Se infectaron las monocapas celulares con 1
ml/pocillo de suspensiones de cada una de las bacterias a estudio (1 x 108 UFC/ml) en 2.5
mg/ml de POS en DPBS y se incubaron bajo condiciones estandar durante 2 horas para ST
y 3 horas para EHEC y EPEC. A estos tiempos, en la mitad de los pocillos se determind la
adhesién-invasion tras doble lavado con PBS, lisis de células eucariotas con una soluciéon
1% de Triton X-100, siembra de diluciones seriadas del contenido de cada pocillo en placas
de agar Mueller-Hinton y contaje de las UFC. La invasion se determind en la otra mitad de
pocillos, tras una incubacion adicional durante una hora en medio de cultivo con gentamicina
(100 mg/ml) para destruir las bacterias extracelulares, siguiendo posteriormente el protocolo
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anterior. Para cada bacteria a estudio, adhesion e invasion se determinaron por triplicado (3
pocillos/placa), en 3 pases consecutivos de células. En cada placa se incubaron 3 pocillos
de células y 1ml de la suspensién bacteriana Unicamente en DPBS, como control tanto para
la adhesién como para la invasion.

Para determinar si las muestras de POS podian ser fermentadas por las bacterias a estudio,
se estudio el crecimiento de éstas (AUFC) al ser incubadas (1 x 108 UFC/ml) con soluciones
de POS a 2.5mg/ml en DPBS durante 3 horas a 37°C y un 5% de CO,, frente a cuando eran
incubadas Unicamente con DPBS. La carga eléctrica neta de las bacterias en suspension
en soluciones de DPBS, POS1 y POS2 (2.5 mg/ml de DPBS) se midi6 por el potencial zeta.
Los datos de adhesiéon e invasion fueron analizados por andlisis de varianza, considerando
el pase celular como efecto bloque y el tratamiento con POS como efecto principal,
mediante el programa estadistico SAS.

RESULTADOS Y DISCUSION

POS 1 y 2 a una dosis de 10 mg/ml provocé una muerte celular del 100%, tanto en las
células indiferenciadas como diferenciadas. En las células indiferenciadas, POS a una
concentracion de 5mg/ml dio una menor viabilidad celular que las células control, incubadas
Unicamente con DPBS (73.4 con POS1, 75.7 con POS2 vs 85.6.2% con DPBS, P<0.10). El
resto de las concentraciones de POS1 y POS2 a estudio no afectaron negativamente la
viabilidad de las células indiferenciadas (P>0.05). La viabilidad de las células diferenciadas
se vio afectada de la misma manera que en el caso anterior. En funcién de estos datos, la
dosis elegida para los estudios de adhesion—invasion fue aquella mas alta sin efectos
citotoxicos a nivel celular (2.5 mg/ml).

No se observaron incrementos significativos (P>0.05) en las poblaciones de EHEC, EPEC y
ST al ser incubadas bajo las mismas condiciones que en las pruebas de adhesién-invasion
con soluciones de POS1 y POS2 en DPBS (2.5 mg/ml). Esto nos permite afirmar que las
muestras de POS no afectan el crecimiento bacteriano bajo las condiciones a estudio y no
existe una fermentacion de las muestras por parte de las bacterias que conlleve un aumento
en la poblacién bacteriana que pueda enmascaran el efecto anti-adhesivo.

El efecto de los POS sobre la adhesion e invasion de las bacterias a estudio dependi6 de la
cepa bacteriana. La incubaciéon con POS provoc6 una ligera mayor adhesiéon de EHEC a
células Caco-2, resultando Unicamente significativa con POS2. Sin embargo, la invasion de
EHEC a células Caco-2 disminuy6 significativamente (P<0.001), cuando fue incubada en
presencia tanto de POS1 como de POS2, sin aparecer diferencias significativas (P>0.05)
entre ambas muestras (Tabla 1).

Similares efectos, aunque mas patentes, se observaron para EPEC, puesto la adhesion
result6 significativamente (P<0.05) mayor con ambos POS, mientras que la invasién celular
fue 10 veces menor (P<0.001). Lo mismo ocurri6 para ST, aunque debido a la alta
variabilidad experimental no se observaron diferencias significativas en la adhesion.

Estos resultados no coinciden con los encontrados con Rhoades et al. (2008), que
estudiando POS en células HT29 frente a diferentes cepas de EPEC, observaron un
descenso en la adhesion celular.

La carga neta superficial de cada cepa bacteriana suspendida a una concentraciéon de 1 x
10® UFC/ml en soluciones de 2.5 mg/ml de POS1 (-19.4 + 1.54 mV de media) y POS2 (-20.7
+ 2.01 mV de media) en DPBS fue significativamente menor (P<0.05) que cuando se
suspendieron Unicamente en DPBS (-7.2 + 0.99 mV).La diferente carga a nivel de la
superficie bacteriana en presencia de POS pudo provocar una mayor atraccién hacia la
superficie celular sin implicar una adhesién real de las bacterias a la membrana celular
(Weerkamp et al. 1988), pudiendo bloquear la colonizacion celular por unién a las fimbrias
de adhesion (Rhoades et al. 2008). Esto explicaria una mayor adhesion y al mismo tiempo
una menor invasion bacteriana.

Conclusion: las muestras de pectic-oligosacéaridos estudiadas, obtenidas de los residuos de
la extraccion de pectina del albedo de la naranja inhiben la invasion de las bacterias a
estudio, E. coli 0157:H7, E. coli 0125:H6 y S. typhiumurium en células Caco-2, que
representan in vitro el epitelio intestinal.
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Tabla 1. Adhesion e invasion de EHEC, EPEC y ST sobre células Caco-2 en presencia de
POS

DPBS POS1 POS2 DE (n=9) Signif. Tto

E. coli 0157:H7:

Adhesion 1.0 x 10%4 24x10°"® 3.8x10°B 1.4 x 108 *x
Invasion 4.7 x 10*A 1.3x10*B 1.6 x 10*B 1.3 x10*
E. coli 0125:H6:

Adhesion 8.1x 10°° 4.7x10°*  53x10%% 3.1 x10° *
Invasion 5.8 x 10** 6.9 x 10°8 4.4x 10°° 2.4x10*

S. typhimurium:

Adhesién 5.7x10° 4.1x10° 1.5x 107 1.4x 10" ns
Invasién 8.04x10°* 1.86x10°® 0.64x10%® 1.7x10°

ns(P>0.05); *(P<0.05); ** (P<0.01); ™*(P<0.001); Letras diferentes dentro de la misma fila
muestran diferencias significativas entre tratamientos (P< 0.05)
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EFFECT OF PECTIC-OLIGOSACCHARIDES FROM ORANGE ALBEDO ON
ENTEROPATHOGEN BACTERIA ADHESION-INVASION OF HUMAN GUT EPITHELIAL
CELLS IN VITRO

ABSTRACT: The aim of the study was to investigate the ability of pectic oligosaccharides
(POS) to inhibit adhesion and invasion of three relevant enteropathogen bacteria strains: the
enterohemorrhagic E. coli 0157:H7, the enteropathogenic E. coli 0125:H6 and S.
typhiumurium to human intestinal epithelial cell cultures using the human Caco-2 cell line.
Two different POS fractions resulting in pectin extraction from orange albedo, were tested,
POS1 (from filtrate) and POS 2 (from floc). Bacteria tested showed a higher adhesion with
POS1 and POS2 at a dose of 2.5 mg/ml (P<0.05 for E. coli strains, P>0.05 for S.
typhimurium), nevertheless invasion was significantly reduced (P<0.001) for the three
bacteria strains, especially for E. coli 125:H6 when they were incubated with either POS1 or
POS2 in DPBS on Caco-2 monolayers. Reduction of zeta potential of bacteria strains on
POS solutions could produce an apparent or unspecific attachment of bacteria to cells which
did not imply a real bacteria attachment to cells and consequent cell invasion.
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