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RESUM
L’any 2004 el grup de la Dra. Darfeuille-Michaud descriuen un nou patotip d'E. coli que

anomenen Escherichia coli adherent-invasiva (AIEC), ja que les caracteristiques que
presentava no es podien relacionar amb cap tret patogenic de les E. coli causants
d'infeccions gastrointestinals conegudes fins al moment. A més, es va demostrar que es
trobava en major prevalenca a pacients amb malaltia de Crohn. Molts estudis s’han enfocat
a estudiar els mecanismes de patogenicitat del patotip i a trobar un marcador molecular per
la seva deteccid. Actualment la identificacid es basa en la infeccié de cultius cel-lulars in vitro
per determinar la capacitat d’adhesio i invasié de cél-lules intestinals epitelials i la capacitat
de sobreviure i replicar-se en macrofags. Aquest fet implica que la identificacio de 'AIEC és
complexa, i dificilment estandaritzable. A aquest fet se suma que existeix una gran diversitat

de protocols emprats, i afegeix variabilitat als resultats.

Aquest treball esta format per dues parts. Una part bibliografica en el que es revisen els
diferents protocols emprats als estudis que utilitzen els principals models cel-lulars (Caco-
2 i 1-407). A més, d’aquests estudis, s’analitza la variabilitat dels indexs d’invasi6 de les
soques LF82 i K12 als dos models de cel-lules per coneixer la variabilitat entre els tipus
cel-lulars. També s’ha dut a terme una part experimental, en la que s’ha determinat’adhesid
i invasio de soques AIEC i no-AIEC a les Caco-2 i s’han comparat amb les dades obtingudes

al model 1-407.

Els resultats han permeés observar la gran variabilitat metodologica que existeix en la
bibliografia, pero principalment es destaquen un metode per adhesié (MOI: 10 i t d’infecci6:
3 h) i un altre per invasié (MOI: 10, t d’infecci6: 3h, concentraci6 antibiotic: 100 pg/mL it
amb antibiotic: 1 h). Respecte ala comparacié dels indexs extrets de la bibliografia, s'ha vist
que per les dues soques, LF82 i K12, sébn més elevats a les Caco-2 que a les [-407. No s'han
observat diferencies significatives en els indexs d’invasié de les soques AIEC entre els dos
tipus cel-lulars, per tant, els dos models classificarien les soques de la mateixa manera. Pel
que fa als d’adhesio, s’ha observat que sén superiors per les Caco-2 amb major grau de
diferenciacio (15 dies). Per les soques no-AIEC, els indexs d’'invasi6 obtinguts han sigut molt

elevats a les Caco-2, un resultat sorprenent que cal confirmar.

En conclusid, tot i les diferencies observades entre els indexs, les dues linies cel-lulars
semblarien bons models per a la identificacié de I'AIEC, pero a les Caco-2, cal adaptar els

protocols per obtenir una identificacié adequada, sobretot de les soques no-AIEC.
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RESUMEN

El afio 2004 el grupo de la Dra. Darfeuille-Michaud describen un nuevo patotipo de E. coli
que denominan Escherichia coli adherente-invasiva (AIEC), puesto que las caracteristicas
que presentaba no se podian relacionar con ningin rasgo patogénico de las E. coli causantes
de infecciones gastrointestinales conocidas hasta el momento. Ademas, se demostré que se
encontraba en mayor prevalencia en pacientes con enfermedad de Crohn. Muchos estudios
se han enfocado a estudiar los mecanismos de patogenicidad del patotipo y a encontrar un
marcador molecular para su deteccidn. Actualmente la identificacion se basa en la infeccién
de cultivos celulares in vitro para determinar la capacidad de adhesién e invasiéon de las
células intestinales epiteliales y la capacidad de sobrevivir y replicarse en macréfagos. Este
hecho implica que la identificaciéon de la AIEC es compleja, y dificilmente estandarizable. A
esto se suma la gran diversidad de protocolos empleados, y afiade variabilidad a los
resultados.

Este trabajo consta de dos partes. Una parte bibliografica en el que se revisan los diferentes
protocolos empleados en los estudios que utilizan los principales modelos celulares (Caco-
2y 1-407). Ademas, de estos estudios, se analiza la variabilidad de los indices de invasién en
las cepas LF82 y K12 en los dos modelos de células para conocer la variabilidad entre los
tipos celulares. También se ha llevado a cabo una parte experimental en la que se ha
determinado la adhesidén e invasién de las cepas AIEC y no-AIEC en las Caco-2 y se han
comparado con los datos obtenidos en el modelo 1-407.

Los resultados han permitido observar la gran variabilidad metodolégica que existe en la
bibliografia, pero principalmente se destacan un método para adhesi6on (MOI: 10 y t
infeccion: 3 h) y otro para invasién (MOI: 10, t infeccién: 3h, concentracién del antibidtico:
100 pg/mLy t con antibidtico: 1 h). Respecto a la comparacién de los indices extraidos de
la bibliografia, para las cepas LF82 y K12, son mas elevados en las Caco-2 que en las [-407.
No se observaron diferencias significativas en los indices de invasion de las AIEC, por tanto,
los dos modelos celulares clasificarian las cepas del mismo modo. En cuanto a los de
adhesion, son superiores en las Caco-2 con mas diferenciacion (15 dias). De las cepas no-
AIEC, los indices de invasion obtenidos han sido muy elevados en las Caco-2, un resultado
sorprendente que hay que confirmar.

En conclusién, a pesar de las diferencias observadas entre los indices, las dos lineas
celulares parecerian buenos modelos para la identificacién de las AIEC, pero en las Caco-2,
hay que adaptar los protocolos para obtener una identificacién adecuada sobre todo en las

cepas no-AlEC.



o
Universitat

de Girona
| S

Facultat de Ciéncies Memoria del Treball de Fi de Grau

ABSTRACT

In 2004, Dr. Darfeuille-Michaud's group described a new pathotype of E. coli that they
named adherent-invasive Escherichia coli (AIEC), given that its characteristics could not be
related to any of the pathogenic traits of the E. coli causing gastrointestinal infections known
so far. Furthermore, it was proved to be more prevalent in patients with Crohn's disease.
Many studies have focused on studying the mechanisms of pathogenicity of pathotypes and
finding a molecular marker for their detection. Nowadays, identification is based on the
infection of cell cultures in vitro to determine the ability to adhere to and invade epithelial
intestinal cells and the survival and replication ability in macrophages. This implies that the
identification of AIEC is challenging and can hardly be standardised. Moreover, there is a

great diversity of protocols used, adding to the variability of the results.

This work consists of two parts. A bibliographical part in which the different protocols used
in studies involving the main cell models (Caco-2 and 1-407) are reviewed. Additionally, of
these studies, the variability of the invasion rates of the LF82 and K12 strains into the two
cell models is analyzed in order to determine the variability between the cell types. An
experimental part was also carried out, in which the adhesion and invasion of AIEC and non-
AIEC strains onto Caco-2 was determined and compared with the data obtained with the I-

407 model.

The results allowed us to observe the huge methodological variability that exists in the
literature, but we can mainly highlight one method for adhesion (MOI: 10 and t of infection:
3 h) and another for invasion (MOI: 10, t of infection: 3h, antibiotic concentration: 100
ug/ml and t with antibiotic: 1 h). When comparing the indices from the bibliography, it has
been observed that for the two strains, LF82 and K12, they are higher in the Caco-2 cells
than in the 1-407 cells. For the invasion indexes, no significant differences were found in the
AIEC strains, so the two cell models would classify the strains the same way. For the
adhesion indices, they were found to be higher for the Caco-2 cells with a higher degree of
differentiation (15 days). For non-AIEC strains, the invasion rates obtained were very high
for Caco-2, a very surprising result that needs to be corroborated. In conclusion, despite the
differences observed among the indices, the two cell lines appear to be good models for
AIEC identification, but the protocols for Caco-2 need to be adjusted in order to obtain an

adequate identification, especially for non-AIEC strains.

il
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REFLEXIO SOBRE ETICA

Les investigacions sobre AIEC fan servir mostres de pacients. Es molt important que abans
de proporcionar-les firmen un consentiment informat (CI), com bé s’esmenta a I'apartat de
metodes. També el comite étic ha d’aprovar I'estudi. L'objectiu del CI és garantir que el
pacient esta informat i d’acord en participar en I'estudi (Ortiz i Burdiles, 2010). Aquest ha
de ser la garantia d'una participaci6 lliure i voluntaria. El comite d’etica avalua i fa el
seguiment de I’estudi. El seu objectiu és protegir la dignitat i drets dels pacients afavorint el
compliment de la legislacié (Parraga i Martin, 2019). Aixi s’evita l'incompliment de les
normes i s’assegura la confidencialitat de les dades que els pacients proporcionen. En

conclusio, com dur a terme una bona investigacié6 cientifica.

REFLEXIO SOBRE SOSTENIBILITAT

Al treball es realitzen cultius bacterians amb diferents soques d'E. coli categoritzades amb
nivell de bioseguretat 2 (BSL2) (Environment, Health and Safety, s.d.). L'assignacié d'aquest
nivell t¢é en consideracid el microorganisme emprat, les instal-lacions i l'equip i
procediments necessaris per dur a terme un treball amb total seguretat (OMS, 2005). En
aquest laboratori els cultius s’han manipulat a una cabina de seguretat microbiologica
(classe II) per evitar contaminar-los i assegurar la proteccié de 1'usuari. Finalment, per
gestionar aquests residus és molt important disposar de contenidors especifics on llengar
tot el que ha estat en contacte amb els bacteris, aixi com disposar d’equips de proteccié
personal i una autoclau per eliminar correctament qualsevol contaminacié de I'equipament

per poder-lo reutilitzar, seguint sempre els protocols establerts a la Universitat.

REFLEXIO SOBRE PERSPECTIVA DE GENERE

El patotip AIEC esta associat ala mucosa ileal de pacients amb malaltia de Crohn (Darfeuille-
Michaud et al,, 2004). Un retard en la diagnosi esta correlacionat amb un major risc de patir
complicacions i cirurgies intestinals (Schoepfer et al. 2013). El percentatge d’error en el
diagnostic és superior en dones que homes (Schoepfer et al. 2013), aixd manifesta un biaix
de genere. Els simptomes sovint es confonen amb afeccions ginecologiques o altres
trastorns gastrointestinals funcionals (Sempere et al, 2023). Sabent que existeixen
diferencies en els simptomes entre homes i dones, caldria estudiar bé com es presenten més
comunament a cada genere per aconseguir un diagnostic a temps i evitar accentuar les
complicacions que causa el Crohn per tractar adequadament sense importar el génere i

evitar aixi una percepcié distorsionada.



o
Universitat

de Girona
| S

Facultat de Ciéncies Memoria del Treball de Fi de Grau

INTRODUCCIO
1. MALALTIA DE CROHN

La malaltia de Crohn és una malaltia inflamatdria intestinal cronica d’etiologia desconeguda
associada a una resposta immunitaria alterada (Ballester et al, 2017). Actualment, es
considera que és el resultat de la interacci6 entre de la susceptibilitat genetica, els factors
ambientals i la microbiota intestinal, que provoquen una resposta immune anormal de la
mucosa intestinal (Torres et al.,, 2016). La malaltia de Crohn causa periodes d’activitat i
remissid que poden condicionar greument la qualitat de vida dels pacients, i la seva
incidencia i prevalenca ha augmentat significativament en tot el mén (Ballester et al., 2017).
Aquesta es classifica segons la classificacié de Montreal (Taula 1).

Taula 1. Classificacié de Montreal segons: I'edat de la diagnosi (A), la localitzacié de 1a malaltia (L) i
el comportament de la malaltia (B) (Torres et al., 2016).

A Edat de diagnosi Al: <16 anys; A2: 17-40 anys; A3: >40 anys
L Localitzacidé L1:ili; L2: colon; L3: ileocolonica i L4*: malaltia gastrointestinal superior
B Comportament B1: no estenosat ni fistulitzant; B2: estenosat; B3: fistulitzant; P**

*L4: modificador que s’afegeix a la classificacié de L1-L3 quan també hi ha present malaltia gastrointestinal superior.
**P: modificador que s’afegeix a la classificacié de B1-B3 si hi ha malaltia perianal present al mateix temps.

La disbiosi intestinal en pacients amb malaltia de Crohn es presenta amb una disminucid
dels grups de Bacteroides i Firmicutes (com Faecalibacterium prausnitzii, bacteri comensal
amb propietats antiinflamatories) i un major nombre de bacteris associats a la mucosa com
la E. coli adherent-invasiva (Ballester et al., 2017).

2. LEscherichia coli ADHERENT-INVASIVA

L’any 1998, Darfeuille-Michaud et al. publica un treball en qué s’estudien les poblacions
d’Escherichia coli de la mucosa intestinal de pacients amb malaltia de Crohn i s’identifiquen
soques adherents amb més freqiiencia en aquests pacients que en individus sans. Un any
més tard, el mateix grup demostra que moltes de les soques adherents aillades de 1a mucosa
ileal de pacients amb malaltia de Crohn no només sén adherents, sind que també sén
invasives (Bodeau et al,, 1999).

L’any 2004, Darfeuille-Michaud et al. publiquen un estudi en el qual es proposa un nou
patotip d’Escherichia coli que anomenen Escherichia coli adherent-invasiva (AIEC). En
aquest estudi, s’analitza la composicié bacteriana de pacients amb malaltia de Crohn en
comparacié amb el grup d’asimptomatics (grup control) i es demostra que hi ha una
prevalenca anormal d’E. coli a la mucosa intestinal (Darfeuille-Michaud et al., 2004). En
aquest estudi es van incloure tres grups de pacients: amb malaltia de Crohn ileal i colonica
i amb colitis ulcerosa, i dos grups control. Pel que fa als resultats de prevalenca que es van
obtenir, era superior als grups amb malaltia de Crohn i colitis ulcerosa que als grups
controls. (Darfeuille-Michaud et al., 2004). A la revisié realitzada per Nadalian et al. (2020)
analitzen els resultats de prevalenca d’AIEC en malalts de Crohn i colitis ulcerosa de
diferents estudis. S'observa que la prevalenca de I'’AIEC entre els pacients amb malaltia de
Crohn és del 29% (0,17-0,45), mentre que pels sans és del 9% (0,03-0,19).1 pel que faala
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colitis ulcerosa, també veuen que la prevalenca d’AIEC és major en aquest grup de pacients
(12%, 0,01-0,34) que al grup dels sans (5%, 0,0-0,17) (Nadalian et al., 2020).

Aquestes soques amb capacitat d’adherencia i invasid, i amb capacitat de sobreviure i
replicar-se en macrofags, no es podien relacionar amb cap dels patotips de les E. coli
causants d’infeccions gastrointestinals que es coneixien fins al moment, ja que no
presentaven cap dels factors de viruléncia caracteristics d’aquests. Es va comprovar que no
presentava el gen plasmidic ipaC que codifica per la invasina de I'E. coli enteroinvasiva
(EIEC). Tampoc el gen eae, que codifica la intimina de I'E. coli enteropatogenica (EPEC). Ni
el gen afaD implicat en la invasié d’E. coli adherent difusa (DAEC), ni el gen tia que codifica
una proteina de membrana externa involucrada en la invasivitat d’E. coli enterotoxigénica
(ETEC) (Darfeuille-Michaud et al., 2004). I és per aix0, que es va definir com un nou patotip.

Per tal de considerar una soca AIEC, segons la definicié publicada el 2004 per Darfeuille-
Michaud i col-laboradors, aquesta ha de tenir la capacitat d’envair les cel-lules epitelials
Intestine-407 i HEp-2 amb un index d’invasid igual o superior al 0,1% de I'inocul original.
Aixi com, la capacitat d’adherir-se a les cel-lules intestinals diferenciades Caco-2 i/o
indiferenciades Intestine-407 amb un index igual o superior a un bacteri per cél-lula. També,
ha d’involucrar la polimeritzacié d’actina de la cél-lula hoste i reclutar els microtiibuls en el
procés d’invasié. No ha de presentar cap determinant invasiu conegut préviament, i a més,
ha de ser capac de sobreviure i replicar-se dins els macrofags ]774-A1 (Darfeuille-Michaud
etal., 2004).

Posteriorment a la definici6, s’han estudiat els mecanismes de patogenicitat (Figura 1) per
coneixer millor el patotip. Aquestes caracteristiques s’han estudiat principalment a la soca
de referéncia LF82 (Mansour et al., 2023) i a altres com la NRG857 i la 083:H1 (Pamela et
al,, 2018).

L’habilitat de I'AIEC per adherir-se i envair les cel-lules epitelials esta mediada per diferents
factors de viruléncia, entre els quals s’inclou FimH, I'adhesina del pili tipus I que s’uneix al
receptor CEACAM6 (Cell Adhesion Molecules 6) (Mansour et al, 2023). L'estudi
d'immunohistoquimica realitzat per Barnich et al. (2007) va demostrar un augment
significatiu de I'expressi6é d’aquest receptor en la mucosa ileal no afectada o inflamada de
pacients amb malaltia de Crohn en comparacié amb la mucosa dels controls sense cap
malaltia intestinal inflamatoria. Se suggereix que aquest receptor és un factor determinant
per ales soques AIEC en la colonitzacié de la mucosa ileal de pacients amb malaltia de Crohn
(Barnich et al,, 2007). Tot i que no esta clar si la sobreexpressio del receptor és deguda a la
presencia d’AIEC, o la colonitzacié d’AIEC és conseqiiencia de la sobreregulacié del receptor
(Barnich etal., 2007). Amés de fimH, s’ha comprovat que els gens ompCi chiA, s6n rellevants
per adherir-se a les cél-lules epitelials intestinals (Mansour et al.,, 2023). Algunes soques
tenen invasines com IbeA, que es troba a la membrana externa i interactua amb els
receptors de ’hoste. Aquesta invasina és crucial per envair les cél-lules i colonitzar I'intesti
(Mansour et al,, 2023).
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Els flagels, també participen facilitant I'adhesié i invasié. Es va veure que les soques AIEC
eren hiperflagelades respecte a les E. coli comensals, aix0 resulta amb una major capacitat
per penetrar les criptes intestinals (Mansour et al., 2023). Pero a més, per poder travessar
la capa de moc que recobreix aquestes cel-lules, secreten enzims mucolitics, com Vat, per
afavorir més la invasié de la mucosa (Mansour et al., 2023).

També, el patotip es caracteritza per poder-se replicar dins els macrofags, com els patogens
Shigella i Salmonella, perd en I'AIEC el sistema de secrecio del tipus III és absent. Per aixo,
es proposa que aquestes soques fan servir mecanismes Unics per envair i replicar-se dins
de les cel-lules hostes (Mansour et al., 2023). A més, contenen altres propietats relacionades
amb la supervivéncia i replicacié en macrofags, com proteines que se secreten durant
situacions d’estres com I'HtrA, la tiol-disulfur oxireductasa (DsbA) i la proteina d’'uni6 a

I'RNA (Hfq) (Pamela et al., 2018).

Un altre tret patogenic que van descobrir Martinez-Medina et al. (2009) caracteristic
d’aquest patotip és la formacié de biofilms. Es va veure que les soques AIEC tenien major
capacitat per formar biofilms que les soques d’E. coli aillades de la mucosa intestinal (no-
AIEC). Toti que encara no s’ha demostrat la formacié d’aquests biofilms in vivo.
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Figura 1. Interaccié de 'AIEC amb la mucosa intestinal en context de malaltia intestinal inflamatdria.
(1) AIEC creuant la capa mucosa resisteix als péptids antimicrobians; (2) AIEC s’adhereix a les
cél-lules epitelials intestinals (IEC) i colonitza la mucosa intestinal; (3) AIEC penetra la lamina propia
iles plaques de Peyer a través de les cél-lules M i interactua amb les cél-lules del sistema immunitari

(Pamela et al., 2018).

3. IDENTIFICACIO DEL PATOTIP AIEC AL LABORATORI

Actualment, per tal d’identificar una soca AIEC d’'una mostra clinica, primerament, cal aillar
i confirmar que es tracta d'una E. coli. Un cop confirmat, s’han de realitzar assajos d’adhesié
i invasio en cel-lules intestinals epitelials, i també, assajos de supervivencia i replicaci6 en
macrofags per veure si es compleixen les caracteristiques que defineixen el patotip. Aquesta
identificaci6 es basa en caracters fenotipics a partir d’assajos d’infeccié dels cultius
cel-lulars els quals requereixen molt temps i son dificils d’estandarditzar (Camprubi-Font
et al., 2019) i, per tant, molt complexos d'implementar en estudis clinics.
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Per aixo, des de la definici6 del patotip, s’han realitzat diferents estudis centrats en la
recerca dels mecanismes genétics que caracteritzen I’AIEC. El descobriment d'un marcador
molecular per a la identificaci6 de I'AIEC facilitaria significativament els estudis
epidemiologics per determinar-ne millor la prevalenca i abundancia i descobrir les vies de
transmissio, a més de facilitar els estudis clinics en pacients amb malaltia de Crohn
(Camprubi-Font et al., 2019). Aixi, no caldria realitzar assajos amb cultius cel-lulars, sin6
que es faria directament a partir de la mostra presa del pacient i, per tant, la identificacid
resultaria més rapida i facilment estandarditzable.

Els primers estudis geneétics es van centrar en la detecci6 dels gens de viruléncia coneguts
presents a altres patotips d’E. coli mitjancant PCR (Camprubi-Font et al., 2019; Céspedes et
al,, 2017; Chassaingetal.,, 2011; Conte et al., 2014; Darfeuille-Michaud et al., 2004; Martinez-
Medina et al,, 2009; Vazeille et al., 2016). També, s’han realitzat estudis gendmics per trobat
nous gens i mutacions puntuals (Baumgart et al., 2007; Camprubi-Font et al., 2019; Dogan
et al, 2014; O’'Brien et al., 2016; Zhang et al., 2015). A més d’estudis de comparaci6 de
sequiéncies dels gens de virulencia (Camprubi-Font et al.,, 2019) i també de transcriptomica
comparativa per identificar els gens que s’expressen diferencialment en el procés d’infeccio
(Bonet-Rossinyol et al., 2023). En cap dels estudis s’han evidenciat gens especifics, o
variants d’aquests, ampliament distribuits en les soques AIEC. Pero, el que es va observar
és que hi havia gens més prevalents o diferencialment més expressats a les soques AIEC que
les no AIEC (Bonet-Rossinyol et al., 2023; Camprubi-Font i Martinez-Medina, 2020). Fins
ara, sols vuit elements genetics s’han proposat com possibles marcadors moleculars, tot i
que, molts d’ells presenten una baixa sensibilitat o s’han estudiat en un nombre reduit de
soques (Camprubi-Font i Martinez-Medina, 2020). Entre els suggerits, es troben els gens
pduC, IpfA, IpfA+gipA, chuA, pic+ampR, i també 29 polimorfismes d'un sol nucleotid (SNPs) i
3 regions gendmiques.

Per tant, donat que la identificacié del patotip de moment només es pot fer mitjangant
I'aillament i caracteritzacié de les soques infectant cultius cel-lulars in vitro, és molt
important que existeixin protocols estandarditzats per tal de tenir certesa que una soca és
considerada AIEC o no-AIEC en qualsevol laboratori d’arreu del mén. Actualment, els
metodes, les linies cel-lulars i I'origen de les soques que s’utilitzen s6n variables entre grups,
la qual cosa pot induir variabilitat a I'analisi, el qual de per si ja és molt variable, i conduir a
obtenir uns indexs d’adherencia i/o invasi6 variables entre estudis (Camprubi-Font i
Martinez-Medina, 2020). Aix0 es pot evidenciar comparant els indexs obtinguts per la soca
LF82 que sol ser usada en molts treballs com a soca controls. Aquesta presenta una
variabilitat d’entre 4,8-62,8 bact/cel en els indexs d’adhesid i entre 0,12% a 12,2% en els
indexs d’invasi6 (Camprubi-Font i Martinez-Medina, 2020).

Aquest fet és molt rellevant en la recerca sobre I’AIEC, inclosa la cerca i validacié de
marcadors moleculars per a la identificacié del patotip. Per tal d’estudiar els mecanismes
de patogenicitat de 'AIEC és important que la soca d’estudi estigui ben identificada com a
tal, i també, és molt important que el socaris que s’utilitzin per a la validacié de marcadors
ho siguin. Per tant, el fet que no existeixen estudis d’intercalibracié en els que s’hagi
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confirmat que les soques AIEC identificades en un laboratori també ho siguin en un altre és
un problema. No seria molt crucial en el cas de soques amb fenotips molt clars, ja que
s’espera que el fenotip es mantingui independentment del protocol usat, perd si en el cas de
soques que tenen fenotips febles, perque el fet que tinguin valors d'indexs d’adhereéncia i
invasio a cel-lules intestinals epitelials o de supervivencia i replicacié en macrofags mitjans-
baixos podrien implicar una classificacié variable segons el protocol usat.

4. MODELS CEL-LULARS: I-407 i CACO-2

Tal com s’observa a la revisio realitzada per Camprubi-Font i Martinez-Medina (2020), hi
ha una gran varietat de models cel-lulars que es fan servir per als estudis d’adhesié i invasid,
i de replicacié en macrofags per a la identificacié de I’AIEC. Perd, les més utilitzades pels
estudis d’adhesid i invasié son principalment les [-407 (22%) i les Caco-2 (36%) (Figura 2),
és per aixo que aquest treball se centra principalment en aquestes dues.

HT-29a _Hek293 HMDM
4% 11%

HCT-8
4%

BMDM —~
11%

U937
5%

Hep2 s
1430 Caco2 RAW26

36% v il THP-1
10% 21%

Adhesion and Invasion Intramacrophage replication

Figura 2. Grafic de revisio de les cél-lules emprades per la identificacié d’AIEC. Analisi de les linies
cel-lulars utilitzades per 'adhesi6 i invasi6 i replicacié en macrofags (Camprubi-Font i Martinez-
Medina, 2020).

Intestine-407 (I-407) és una de les linies cel-lulars que es va usar per determinar la capacitat
invasiva d’'una soca en la definici6é del patotip AIEC (Darfeuille-Michaud et al. 2004). Sén
cél-lules adherents amb morfologia epitelial. A més, expressen el receptor CEACAM6
(Harmonizome, s.d.). L’origen d’aquesta linia cel-lular deriva inicialment de teixit intestinal
embrionari normal, no tumoral, fins que més tard, es va descobrir que s’havia establert a
través de la contaminacié amb la linia cel-lular HeLa.

Aquesta linia cel-lular HeLa, es va aillar d'una pacient amb adenocarcinoma de cervix. S’ha
demostrat que aquestes cel-lules contenen DNA del papil-loma huma (HPV) (Lucey et al,,
2009). Com que era una linia cel-lular molt robusta i immortal, es va distribuir per diferents
laboratoris del mén per estudiar la primera linia cel-lular de cancer huma que s’havia
establert fins al moment (Lucey et al., 2009). Una de les seves caracteristiques és la seva
taxa de proliferacié anormalment rapida, que s’adapta molt facilment a diferents condicions
de creixement i medis de cultiu, i fa que sigui molt facil cultivar-les, per aixd, aquestes
cél-lules s6n una de les fonts més importants de contaminaci6 cel-lular creuada (Lin et al,,
2019).
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La linia cel-lular Caco-2 és la que s’utilitza en aquest treball, i també és una de les més
utilitzades actualment als estudis d’identificaci6 de I'AIEC. Aquest llinatge deriva
originalment d’'un adenocarcinoma de colon d’huma (Cancer Coli), que dona nom a aquest
model. En aquest treball es fan servir les de la casa comercial ATCC (Caco-2 ATCC HTB-37),
i s’estima que el temps de duplicaci6 d’aquestes és d’aproximadament 62 hores (ATCC, s.d.).

Quan el cultiu és confluent, comencen a diferenciar-se espontaniament amb una morfologia
de tipus epitelial. Tarden entre 14 i 21 dies fins a estar completament diferenciades, formant
una monocapa cel-lular amb les caracteristiques morfologiques i funcionals dels enterocits
de l'intesti prim. Després dels 21 dies, es veuen completament polaritzades (Figura 3),
presentant a la part apical microvellositats i formant unions estretes amb les cél-lules
adjacents. D’entre les linies cel-lulars epitelials utilitzades a I’estudi de Barnich et al. (2007)
per detectar I'expressio del receptor CEACAMS6, es va demostrar que la linia cel-lular Caco-
2, si que presentava expressio.

electronic de rastreig (Lea, 2015). B: diferenciacié després de 21 dies de confluéncia en microscopi
electronic amb les estructures de les cél-lules epitelials intestinals formades (Sinnecker et al., 2014).

OBJECTIVES

The current method for AIEC (Adherent-Invasive Escherichia coli) identification involves
infecting cell cultures to assess their adhesion to and invasion of intestinal epithelial cells,
as well as their survival and replication within macrophages. However, the techniques used
for AIEC identification differ among research groups, and there is a lack of inter-laboratory
validation. Therefore, establishing a standardized, consensus-based approach is essential.

The specific objectives are:

1. To conduct a comprehensive literature review of all the methods used to classify AIEC
since the pathotype was described, focusing on those that used Caco-2 and [-407 cell
lines.

2. To conduct a systematic review to study the variability of the adhesion and invasion
levels obtained across different methods, using the LF82 strain as a reference.

3. To determine the adhesion and invasion levels of the Girona strain collection in Caco-2
cells.

4. To compare the adhesion and invasion levels of the Girona strain collection obtained in
Caco-2 and 1-407 cells.
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METODOLOGIA
1. METODES PER A LA REVISIO BIBLIOGRAFICA

Per tal de donar resposta als dos primers objectius del treball s’ha dut a terme una revisid
bibliografica utilitzant la base de dades del PubMed. Aquesta cerca era relativament amplia,
ja que en aquesta tematica no hi ha una quantitat de bibliografia massa gran i ens
interessava incloure tots els articles publicats. Mitjancant la cerca avancada es va buscar el
terme ‘AIEC en tot el text del document, perqueé en tots els articles aquestes sigles s’utilitzen
per anomenar el patotip d’estudi. Donat que ja s’havia fet una revisié prévia al grup de
recerca en el marc de la tesi de la Dra. Carla Camprubi (2019), es va fer una cerca filtrada
per data, de manera que es van cercar els articles publicats del 2019 al 25 d’abril de 2024.
Per al present estudi es van tenir en compte la selecci6 d’articles de la Dra. Carla Camprubi
(2019) juntament amb els seleccionats en aquest estudi.

Per al primer objectiu es pretenia fer una descripcié de la variabilitat dels metodes que s’han
utilitzat en els diferents grups de recerca per a identificar una soca com a AIEC, ja que des
de la seva definicié 'any 2004 els métodes emprats son diversos. En aquest treball ens hem
focalitzat en aquells estudis que han utilitzat les linies Caco-2 i 1-407, el fet que sén les dues
linies més ampliament utilitzades.

Els criteris d’'inclusio dels articles van ser:
- Articles amb un protocol d’adhesié i invasié definit.
- Articles que usaren el model de cultiu cel-lular Caco-2 i/o 1-407.
- Articles amb resultats dels indexs d’adhesio6 o invasio perles soques K12 i/0 LF82 o altres
de referéncia en els models cel-lulars Caco-2 i/o 1-407.

Els criteris d’exclusid dels articles van ser:
- Articles que no feien servir el model cel-lular Caco-2 i/o [-407.
- Articles on no hi havia els resultats dels indexs d’adhesié i/o invasié en Caco-2 i/0 1-407.
- Articles on I'experiment que es realitzava no eren 'assaig d’adhesié ni d’invasid.

Dels articles seleccionats es va extreure la segiient informacio:

- Tipus cel-lular utilitzat als assajos d’adhesié i invasio.

- MOI (Multiplicity Of Infection, que es defineix com el nombre de bacteris que s’'usen per
a infectar cada cél-lula eucariota).

- Temps d’infeccié.

- Antibiotic usat post-infeccié per eliminar els bacteris no internalitzats, concentracio i
temps d’incubacié.

- Pais on es troba el grup de recerca principal que signa la publicacié.

Aquesta informacié serveix per conéixer com es du a terme l'assaig d’adhesi6 i invasi6 a
cada article. Resumidament, primer s’incuben les cel-lules (a una concentracié coneguda) a
la placa on es duu a terme I'assaig formant una monocapa. El temps d’incubacié d’aquestes
cél-lules dependra del tipus cel-lular i de I'assaig que es porti a terme (adhesi6 o invasio).
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Posteriorment, aquestes cél-lules s’infecten a una MOI coneguda i s’incuben durant un
determinat temps. Passat aquest temps, per I'assaig d’adhesié es fa el recompte dels bacteris
que han quedat adherits extracel-lularment. Per al d’'invasi6, després del temps d’incubacio,
s’afegeix antibiotic i s'incuba de nou per matar els bacteris extracel-lulars, i finalment, es fa
el recompte dels bacteris que han internalitzat les cél-lules.

El segon objectiu vol respondre una pregunta: Hi ha diferéncies entre métodes pel que fa als
indexs d’adhesi6 i invasié obtinguts per a una mateixa soca? Per respondre aquesta
pregunta es va prendre nota dels valors dels indexs d’adhesi6 i invasi6 de la soca AIEC de
referencia LF82 i de la soca control K12, essent ambdues les més utilitzades en els estudis
publicats. En alguns casos, aquesta dada no estava disponible directament a l'article i es va
decidir demanar-la als autors o calcular-la si es proporcionava la informacié de les cél-lules
inicials a partir de la MOI. Per aix0, per poder obtenir informacié més detallada, sobretot
dels resultats dels indexs, es va contactar amb els segiients corresponding authors: Sra.
Bukato (Russia), Sr. Katouli (Australia), Sr. Wall (Regne Unit), Sra. Giilsen (Turquia), Sr.
Fazeli (Iran) i Sra. Superti (Italia). Sols es va obtenir resposta del Sr. Wall i la Sra. Bukato,
pero no van poder proporcionar la informaci6 que se’ls demanava, ja que no la disposaven.

2. METODES EXPERIMENTALS
2.1. Cultiu de les cél-lules Caco-2

Per fer créixer i mantenir les cel-lules Caco-2 (ATCC HTB-37) es va utilitzar el medi de cultiu
EMEM (Gibco, USA) el qual es complementava amb 1X de: vitamines (Gibco, USA), L-
glutamina (Gibco, USA), antibiotics, aminoacids (HyClone, USA); i serum fetal bovi (FBS) al
10% (HyClone, USA). El medi es mantenia a la nevera i es temperava a temperatura ambient
abans del seu us. Per realitzar els passes de cel-lules, en primer lloc, s'observaven les
cél-lules al microscopi (CKX41, OLYMPUS) per comprovar si estaven ben crescudes.
S’esperava aproximadament entre el 80 i 90% de confluéncia abans de dur a terme el passe
(Figura 4). Tot el procediment es va dur a terme a la cabina de seguretat (Heraeus,
Alemanya) per tal d’assegurar I'esterilitat de I'ambient i protegir a l'usuari.

Figura 4. Cél-lules Caco-2 observades al microscopi (CKX41, OLYMPUS) al 80-90% de confluéncia
abans de realitzar el passe. Font propia.
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Primerament, es va aspirar el medi que contenia el flasc6 i es van afegir 10 mL de PBS
(Corning, USA), que es repartien per tota la superficie de les ceél-lules, per rentar-les bé del
medi, i després s’aspirava. Tot seguit, es va afegir 1 mL de tripsina (Corning, USA) i es va
deixar a l'estufa a 37 2C amb 5% CO;. Passats 5 minuts, es donaven uns cops secs per
desenganxar les cél-lules del flascé completament. Cal tenir en compte que les cél-lules no
poden estar molt de temps en contacte amb la tripsina perque, aquesta pot afectar la seva
viabilitat i que no siguin optimes per 'experiment. Després, en van addicionar 10 mL de
medi EMEM complet, per aturar I'efecte de la tripsina, i aquest volum amb les cel-lules es va
passar a un Falcon.

Aquest Falcon es va centrifugar (Centrifuge 5804R, Eppendorf) durant 5 minuts a 4 2C i
1500 r.p.m. Es va aspirar el sobrenedant i es va disgregar bé el pellet, després es va
resuspendre amb 10 mL d’EMEM complet. Es molt important pipetejar molts cops per tal
d’homogeneitzar i disgregar bé les cel-lules i que aixi, puguin créixer correctament a un nou
flascé. Aquest nou flascé es preparava, segons si les cel-lules es mantenien 3 o 4 dies
incubant, 1:3 o 1:4 respectivament, a un volum final de 20 mL i un flascé T75 (3 mL cél-lules
+ 17 mL d’EMEM o 2 mL cel-lules + 18 mL d’EMEM). Aix0 sempre que les cél-lules s’hagin
resuspés en 10 mL de medi i la confluéncia fos d’entre el 80-90%. Finalment, es deixaven
incubar a 37 2C amb 5% CO; aproximadament uns 3 o 4 dies perque continuessin creixent,
fins que s’arribava a una confluencia al voltant del 80-90% (Figura 4).

2.2. Preparacio de les plaques de cél-lules per 'assaig d’adhesid i invasi6

Per als assajos d’adhesid i invasio, cal preparar les plaques amb la concentracié de cél-lules
desitjada. Per a aixd, un cop es tenen les ceél-lules en suspensié i disgregades, se n’ha de fer
un recompte.

Per fer-ho, es posaven 10 pL a un eppendorf per fer una dilucié 1/5 amb colorant Trypan
blue (10 pL de ceél-lules + 40 uL de colorant). D’aquesta suspensio, s’agafaven 10 pL i es
col-locaven a la cambra de Neubauer per fer el recompte. De la cambra, es comptaven tres
dels nou quadrats que té, normalment una de les diagonals. Amb aquest recompte
s’obtenien el nombre de cél-lules que hi havia per mL (cél/mL) (Equacié 1).

_ R1+R2+R3

3 X 5% 9x1000

Equacié 1. Calcul per obtenir les cel-lules que hi ha per mL (cél/mL). Mitjana del recompte de
cél-lules dels tres quadrats comptats de la cambra (R1+R2+R3/3), multiplicat pel factor de dilucié
amb el colorant Trypan blue (x5), pels quadrats totals que hi ha a la cambra (x9) i finalment x1000
per passar de pul a mL.

Per als assajos s’utilitzaven plaques de 24 pouets on cada un havia de tenir un total d’1 mL
a una concentracio6 de 1,5x105 cel-lules per pouet. Per determinar el volum de cél-lules que
s’havien d’afegir (cel/pouet) i que estigués a la concentraci6 desitjada, es realitzava el
seglient calcul (Equacié6 2).
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C inicial XV inicial = C final XV final

Equacio 2. Calcul per obtenir el volum de cél-lules per cada pouet (cel/pouet). On la C inicial sén les
cel/mL (Equacié 1). La C final és la concentracié de cel-lules que es volen per pouet (1,5x105
cél/pouet). El V final és 1 mL multiplicat pel nombre de pouets que s’utilitzaran a 'assaig, i el V inicial
el que s’ha de calcular.

Les plaques per I'assaig d’invasio es deixaven incubant durant 48 hores a 37 2C amb 5% COx.
En canvi, per I'assaig d’adhesi6 es van deixar, a les mateixes condicions, durant 7 i 15 dies
per tal de tenir les cél-lules amb un cert nivell de diferenciaci6. Com que als articles no
estava molt ben especificat, es va consultar per correu el protocol que feien servir la Dra.
Dogan i els seus col-laboradors i per 'adhesi6 a 7 dies es va seguir aquest. Pels 15 dies es va
seguir el protocol de Darfeuille-Michaud et al. (2004).

2.3. Cultius bacterians

El dia abans de realitzar I'assaig, es preparaven els cultius bacterians de les diferents soques
d’E. coli amb les que posteriorment s’infectaven les cel-lules Caco-2. Al treball es van
incloure 10 soques AIEC i 10 no-AIEC (ECG) (Martinez-Medina et al. 2009), les quals
presenten una distribucid filogenética semblant entre elles (Taula 2).

Taula 2. Soques d’estudi, aillades i caracteritzades préviament al laboratori (Martinez-Medina et al.
2009). S’'inclouen 10 soques AIEC i 10 no-AIEC. S’'indica I'origen (CD: malaltia de Crohn i non-IBD: no
malaltia inflamatoria) i el filogrup al qual pertanyen. La soca LF82 i la E. coli no patdogena K12
s’inclouen com a soques de referéncia.

Soca Pacient Filogrup
AIEC 04 non-IBD B2
AIEC 07 non-IBD B1
AIEC 11 CD B2
AIEC 12 CD B2

AIEC 14-1 CD B2

AIEC AIEC 15-1 CD B2
AIEC 16-1 CD B2

AIEC 17 CD D

AIEC 23 CD A

AIEC 25 CD B2

LF82 CD B2
ECG001 CD B2
ECG004 non-IBD Bl
ECG008 non-IBD B2
ECG009 CD B2
ECG015 CD B2

no-AIEC ECG018 CD Al
ECG026 CD B2

ECG034 CD D

ECG042 CD B2

ECG043 non-IBD B2

K12 non-IBD A

Per realitzar els cultius, s'inoculaven a partir de cultius glicerinats a 1 mL de Luria-Bertani
liquid (LB) en un tub de vidre amb tap transpirable i es deixaven durant tota la nit a I'estufa
a379C.

10
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2.4. Infeccio dels cultius cel-lulars

El protocol d’infeccié es va dur a terme amb una MOI de 20. La MOI és la multiplicitat
d’infeccio, és a dir, el nombre de bacteris que infectaran una cel-lula (bact/cél). Tenint en
compte que els assajos es fan en plaques de 24 pous amb 1,5x105 cel-lules per pouet, es
preparaven suspensions bacterianes que continguessin 3x10¢ bacteris per cada 25 pL, que
era el volum d’infeccid, per tal de tenir la MOI desitjada.

Primer, amb els cultius incubats durant tota la nit, es preparava una dilucié 1/2 amb LB
(500 pL cultiui 500 pL d’LB), i es mesurava 'absorbancia a una densitat optica (DO) de 620.
Es mesurava amb el cultiu diluit per tenir valors més fiables d’absorbancia. Aquest valor es
multiplicava després per 2, per desfer la dilucié. Per conéixer el volum de bacteris que calia
afegir a cada pouet per infectar les cél-lules a una MOI de 20, es preparava una solucié a una
DO de 0,075 (Equacié 3). Una DO de 0,1 representa 1,6x108 bact/mL. Una DO de 0,075
representa una concentracié de 1,2x108 bact/mL, que en els 25 pL que s’afegien per a
infectar serien els 3x106 bacteris necessaris per infectar a una MOI de 20 al pouet de
cél-lules amb 1 mL de medi. Com que cada pouet havia de contenir un volum total d’1 mL, el
volum restant al dels bacteris era d’EMEM + 10% d’FBS.

V bacteris (uL) =

D0620

Equacio 3. Calcul del volum de bacteris (uL) que s’afegeixen a cada pouet (soluci6é a una DO= 0,075).

2.5. Assaig d’adhesié i d’invasié

Un cop les plaques han estat 2 dies incubant per I'assaig d’invasio, i 7 i 15 dies pel d’adhesid,
es procedia amb l'assaig.

Primer, es rentaven les cél-lules dues vegades amb 1 mL de PBS (Corning, USA), i després,
s’'afegia 1 mL del medi EMEM a cada pouet de la placa. Aquest medi ja no contenia cap
antibiotic, sols estava complementat amb FBS desactivat (10%). Les cél-lules posteriorment
s'infectaven amb 25 pL de la diluci6é preparada amb el cultiu de nit dels bacteris (apartat
2.4) que contenia la concentracié de bacteris (3x10¢) per tenir una MOI de 20. Un cop
infectades les cel-lules, s’incubaven les plaques durant 3 hores a 37 2C amb 5% CO..

Per I'assaig d’adhesid, passat el temps d’incubaci6 es feien tres rentats amb PBS (Corning,
USA) i s’afegien 500 pL de trité 1X (Sigma, USA) a cada pouet. Al cap de cinc minuts es
rascava el fons per poder aixecar bé les cél:-lules. Cal tenir en compte que el trité no pot estar
més de 30 minuts en contacte amb les cél-lules perqué podria afectar la viabilitat dels
bacteris. Es pipetejava diversos cops i es feien dilucions seriades (10-1, 10-2, 10-3i 10-4) amb
Ringer (450 pL Ringer + 50 pL mostra). Després, se sembraven les dilucions 10-2, 10-3i 104
en LB agar.

Per 'assaig d’invasid, es va fer un rentat amb PBS (Corning, USA), i es va afegir 1 mL del

medi amb 100 pg/mL de gentamicina i es va tornar a incubar durant una hora més a 37 ¢C
amb 5% CO; per tal d’eliminar els bacteris extracel-lulars i quedar-nos només amb els que
havien envait les cél-lules i s’havien replicat intercel-lularment. Passada aquesta hora, es
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van fer 2 rentats amb 1 mL de PBS (Corning, USA), i es van afegir 500 pL de trit6 (1%) a cada
pouet. Després, es rascava el fons per desenganxar bé totes les cel-lules. I finalment, es va
fer un banc de dilucions (101, 10-2i 10-3) amb Ringer (450 pL Ringer + 50 puL mostra), i es
van sembrar la mostra directa i les dilucions 10-1i 10-2 en LB agar.

A les plaques se sembraven 25 pL de les dilucions corresponents, suaument amb la punta
de la micropipeta s’expandia tot el volum per tot el quadrat de la placa. Finalment, les

plaques s'incubaven durant tota la nit a 37 °C.

2.6. Recompte de colonies

L’endema de 'assaig, es feia el recompte de colonies de les plaques. Tenint en compte que
es donaven com valides aquelles plaques que tingueren entre 15 i 150 colonies i
comprovant que cap placa estava contaminada, és a dir, que sols s’observava un Unic tipus
de colonia per cada dilucié plaquejada. Un cop obtingut el nombre de colonies de cada
dilucié plaquejada, es calculava el nombre de colonies de cada pouet (ufc/pouet) (Equacio
4).

Y. colonies

t= x 0,
ufc/poue v xd

Equacio 4. Calcul del nombre de colonies per cada pouet de la placa (ufc/pouet). Divisié del nombre
de colonies comptades, entre el volum que s’ha afegit al pouet (V= 1000 pL) i la dilucié plaquejada
(d), tot multiplicat pel volum de trit6 que s’ha afegit (0,5).

I amb el nombre de colonies per pouet (ufc/pouet) es calcula I'index d’adhesié (Equacié 5) i
d’invasié (Equacié 6).
ufc/pouet

index d'adhesié = -
bacteris inicials

Equacié 5. index d’adhesi6: n° de bacteris finals (ufc/pouet) entre el n® de bacteris inicials afegits al
pouet.

. ) . ufc/pouet
Index d'invasié (%) = ———— X100
bacteris inicials

Equacié 6. Index d’invasi6 (%): n® de colonies per pouet (ufc/pouet) entre el n° de bacteris inicials.

3. ANALISIS ESTADISTIQUES

Per dur a terme les analisis estadistiques s’ha fet servir el programa GraphPad Prism
(www.graphpad.com). En primer lloc, es va analitzar la normalitat de les dades usant el test
Shapiro-Wilk, i es van usar testos parameétrics quan les dades eren normals i no parametrics
quan no ho eren. Per als resultats extrets de la bibliografia es va fer el test no parametric de
Mann-Whitney U per veure si hi havia diferencies significatives entre els resultats publicats
de la LF82 ila K12. Pel que fa als resultats experimentals, per 'adhesi6 es van comparar les
dades de forma aparellada usant un paired t-test i de forma no aparellada, usant una t-
Student. Per la invasio es va usar una t-Student o un Mann-Whitney U segons s’indica en el
text. Per determinar si hi ha diferéncies significatives s’ha considerat un p- valor < 0,05.
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RESULTATS
1. REVISIO BIBLIOGRAFICA

1.1 Resultats de la cerca bibliografica i seleccid d’articles per 'estudi

La cerca bibliografica realitzada a PubMed ha donat com a resultat un total de 159 articles
dels quals sols 31 d’ells ha proporcionat informacié rellevant. A la Figura 5 es pot veure
I'esquema d’aquesta seleccio.

Dels seleccionats s’han extret els metodes emprats en l'assaig: tipus de cel-lules usades
(Caco-2 0 1-407), temps d’incubaci6 de les cél-lules abans de I'assaig d’adhesi6 i/o invasio,
MOI, temps d’infeccio, concentracié d’antibiotic (AB) i temps d’aplicacié d’aquest.

Els motius de no seleccié dels 128 articles descartats han sigut principalment que
I'experiment no era un assaig d’adhesid ni d'invasid, siné que eren estudis on es realitzaven
mutacions genetiques a les soques per veure les conseqiiencies en la patogenicitat; estudis
immunologics o immunohistoquimics, o treballs fets amb diferents linies cel-lulars a les
quals s’analitzen en el treball. A més, tampoc contenien informaci6 dels metodes emprats
pel cultiu cel-lular de Caco-2 o0 I-407, ni per I’assaig d’adhesié o invasio.

PubMed
AIEC
159 articles
128 articles descartats 31 articles seleccionats
- treball amb altres tipus cel-lulars

- altres tipus d'experiments: modificacions
genetiques, estudis immunohistoquimics... 5 articles 26 articles

amb dades adhesié- no dades

invasio adhesi6-invasio

Figura 5. Esquema de la cerca bibliografica realitzada al PubMed amb AIEC com a paraula clau,
donant com a resultat un total de 159 articles, dels quals 128 han estat descartats i 31 seleccionats
que han proporcionat dades dels metodes emprats, i 6 d’ells també els resultats d’adhesi6-invasio.

Aquests articles juntament amb els de la tesi de la Dra. Carla Camprubi (2019) conformen
un total de 54. D’aquests s’ha fet una classificacié del nombre d’articles per paisos segons la
procedencia del grup de recerca que els ha publicat (Figura 6). Entre ells es troben: Franga
(17), Estats Units (9), Italia (6), Espanya (4), Australia (3), Japé (2), Ruassia (2), Xile (2),
Suecia (1), Canada (1), Corea del Sud (1), Iran (1), Turquia (1), Regne Unit (1), Polonia (1),
Belgica (1) i la Xina (1) (ordenats de més a menys publicacions).
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Ne articles A
1 9 17

Figura 6. N¢ d’articles publicats per paisos. S'indiquen els articles publicats fins al 25 d’abril de 2024
en els que es determina la capacitat d’adherencia i invasi6 de soques AIEC usant els models cel-lulars
Caco-2 i Intestine-407.

A Franga majoritariament s6n dos grups de recerca els que han publicat sobre aquest tema,
el grup de la Dra. Darfeuille-Michaud pertanyent a la Université Clermont Auvergne (15/17)
i el grup de la Université de Lille (2/17). Als Estats Units, son diversos els grups de recerca
que han publicat en aquest ambit. El grup que ha publicat més és el grup del Dr. Simpson
que pertany ala Cornell University (4/9). Toti que també es troben la University of Nebraska-
Lincoln, la University of Texas, la University of California, 1a University of North Carolina i 1a
Harvard Medical School of Boston. D’ltalia les publicacions sén principalment de la
Universita di Roma (4/6), i també es troba la Universita di Torino i el Istituto Superiore di
Sanita. Finalment, d’Espanya tots provenen del grup de Microbiologia Intestinal de la
Universitat de Girona.

1.2 Diversitat de métodes emprats per determinar I’adhesié i invasié de les soques

Dels 54 articles seleccionats, en 40 s’han fet servir les cél-lules Caco-2 (74,1%) i a 15 les I-
407 (27,8%), tenint en compte que a dos articles es feien servir ambdues linies com a
models cel-lulars. A un article no s’especificava el tipus cel-lular utilitzat als assajos.
D’aquests articles s’han extret les dades corresponents als metodes: MOI, temps d’infeccio,
concentracié, temps amb AB i el temps d’incubaci6 de les cel-lules per 'assaig d’'invasio i
d’adhesié (Taula 3).

Taula 3. N2 d’articles dels quals s’ha extret informacid, categoritzats per les variables d’estudi: tipus
cel-lular, MOI, temps d’infeccié (T inf, en hores), concentracié d’AB ([AB], pg/mL), temps d’'incubacié
amb antibiotic (T AB, en hores), temps d’incubaci6 de les cél-lules a la placa (T inc. cel. adhesio, en
hores) per I'assaig d’invasi6 i d’adhesié.

Tipus cel-lular | MOI | Tinf(h) | [AB] (ng/mL) | T AB (h) T inc. cel. invasié (h) T inc. cel. adhesio (h)
Caco-2 39 40 35 36 19 8
1-407 15 15 15 15 13 6
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Tot i disposar de 40 articles en els quals es van usar les Caco-2 i 15 per les [-407 no hem
obtingut totes les dades dels parametres que s’analitzen per a molts d’aquests (Taula 3).
Aquest fet evidencia que els protocols no estan ben definits als articles.

Una de les variables que hem analitzat és el temps d’incubaci6 de les cél-lules a la placa on
es duu a terme I'assaig. Hem observat que aquest temps varia segons el tipus cel-lular amb
el qual es treballa i el tipus d’assaig (adhesi6 o invasid).

En el cas de les cel-lules 1-407, el temps d’incubaci6 per I'assaig d’adhesié és generalment
entre 20 h (N=3) i 24 h (N=3) (entre paréntesis el nombre d’articles) (Barnich et al. (2004);
Bonet-Rossinyol et al. (2023); Boudeau et al. (2001); Darfeuille-Michaud et al. (2004);
Martinez-Medina et al. (2009); Mayorgas et al. (2021)). Per l'assaig d'invasi6 aquest temps
és sovint també de 20 h (N=10) o 24 h (N=2), tot i que en un cas és de 48 h (Barnich et al.
(2004); Bonet-Rossinyol et al. (2023); Boudeau et al. (1999); Boudeau et al. (2001);
Chassaing i Darfeuille-Michaud (2013); Costa et al. (2020); Darfeuille-Michaud et al. (2004);
de Sousa Figueiredo et al. (2021); Lapaquette et al. (2010); Ldépez-Siles et al. (2022);
Martinez-Medina et al. (2009); Mayorgas et al. (2021); Rolhion et al. (2007)). En el cas de
les Caco-2, el temps d’incubacié varia molt en funci6 del tipus d’assaig. Pel que fa a I'assaig
d’adhesid en les Caco-2 (Figura 7A), s’ha observat que hi ha una gran variabilitat entre els
estudis, essent en alguns casos de 48 h (N=2), de 360 h (N=2), de 24 h (N=1),de 72 h (N=1),
de 96 h (N=1) i de 240-264 h (N=1) (Beata et al. (2021); Bonfiglio et al. (2019); Chervy et al.
(2022); Chokr etal. (2021); Darfeuille-Michaud et al. (2004); Eaves-Pyles et al. (2008); Fang
etal. (2018); Vazeille et al. (2011)). Pero és important destacar que a la majoria dels articles
no es va poder trobar aquesta informacié (80%). Per I'assaig d’'invasié en les Caco-2 (Figura
7B), també s’ha observat una variabilitat molt gran en aquest parametre: 48 h (N=8), 164 h
(N=4)i24h (N=1),72h (N=1),96 h (N=1),336 h (N=1), 168-240 h (N=1), 240-264 h (N=1)
i96-120 h (N=1), toti que en aquest cas, 48 h va ser el temps més utilitzat (Baumgart et al.
(2007); Beata et al. (2021); Bleich et al. (2023); Bonfiglio et al. (2019); Boudeau et al.
(1999); Bradford et al. (2024); Céspedes et al. (2017); Chervy et al. (2022); Chokr et al.
(2021); Dogan et al. (2014); Dogan et al. (2020); Fanelli et al. (2020); Fanelli et al. (2023);
Raso et al. (2018); Simpson et al. (2006); Tanaka et al. (2023); Tanaka et al. (2024); Vazeille
etal. (2016); Zhangetal. (2021)). També cal destacar que al 50% dels articles no es va poder
trobar aquesta informacio.

- N ificat
B 1 1 0 especilicat
= No especificat 1 N =48h

48h = 168h

360h 24h

72h
24h |
21 96 h
72h
336h

96h 168-240

240-264h 240-264h

96-120h
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Figura 7. N2 d’articles segons el temps d’incubaci6 de les Caco-2 en placa abans d’iniciar la infeccié
(h). A: N@ d’articles per I'assaig d’adhesi6 destacant en blau els articles on no s’ha donat aquesta dada.
B: N2 d’articles per I'assaig d’'invasi6 destacant els tres amb més publicacions: verd (no especificats),
roig (48 h) i blau (168 h). Les llegendes estan per ordre seguint 'ordre del grafic.

Posteriorment, s’han analitzat els diferents “metodes per l'assaig d’adhesié” descrits. Cal
ressaltar que només s’ha pogut obtenir informacio al respecte en pocs articles (N= 14, 26%).
D’aquests, en un 57,1% dels casos s’'usaven les Caco-2 i la resta les I-407. Pel que fa al temps
d’infeccid, majoritariament a tots els articles era de 3 h per als dos tipus cel-lulars (69,2%),
totiqueenalgunserade2h (15,4%),4h (7,7%)i24 h (7,7%).

També s’han classificat els articles per “metodes per I'assaig d’'invasid” tenint en compte les
variables: tipus cel-lular, MOI, temps d’infeccié (h), concentracié d’AB (pg/mL) i temps amb
AB (h) (Taula 4). Cada métode correspon a una metodologia idéntica respecte a aquestes
variables i s’ha classificat amb una lletra diferent. El temps amb antibiotic no s’ha inclos en
la Taula 4, ja que per tots els métodes era d’'una hora, excepte el Metode C que eren 3 h.

Taula 4. Classificacié dels diferents metodes d’invasi6 segons: tipus cel-lular, MOI, temps d’infeccié
(T inf) (h), concentracié de 'antibiotic ([AB]) (ug/mL) i la referencia d’on s’ha extret.

N . T inf [AB] N
METODE | Tipus cel-lular | MOI Referencia
P ) | (ng/mL)
Abdelhalim et al. (2020); Bertuccini et al. (2014); Boudeau et al.
(1999); Darfeuille-Michaud et al. (2004); Hwang et al. (2022);
Caco-2 Kamali Dolatabadi et al. (2022); Kittana et al. (2023); Pace et al.
(2021); Saitz et al. (2022); Sevrin et al. (2020); Vazeille et al.
(2011); Vazeille et al. (2016); Wen et al. (2023)
Metode A 10 3 100 Barnich et al. (2004); Boudeau et al. (1999); Boudeau et al.
(2001); Chassaing i Darfeuille-Michaud (2013); Costa et al.
1-407 (2020); Darfeuille-Michaud et al. (2004); de Sousa Figueiredo et
al. (2021); Lapaquette et al. (2010); Lépez-Siles et al. (2022);
Martinez-Medina et al. (2009); Mayorgas et al. (2021); O’Brien et
al. (2017); Rolhion et al. (2007); Viennois et al. (2020)
Métode B Caco-2 20 3 100 Baumgart et al. (2007); Dogan et al. (2014); Dogan et al. (2020);
Raso etal. (2018)
Metode C Caco-2 1 3 100 Bertuccini et al. (2014)
Metode D Caco-2 10 0,5 100 Céspedes et al. (2017)
Metode E Caco-2 100 3 50 Eaves-Pyles et al. (2008)
Metode F Caco-2 100 2 50 Fang et al. (2018)
Metode G Caco-2 10 3 3000 Willing et al. (2009)
Metode H Caco-2 100 2 100 Astley etal. (2021)
Metode I Caco-2 10 1,5 100 Elhenawy etal. (2019)
Metode | Caco-2 10 3 300 Bukato et al. (2019); Pobeguts et al. (2020)
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Metode K Caco-2 10 2 50 Ormsby et al. (2020)
Metode L Caco-2 100 2 150 Bonfiglio et al. (2019); Smit et al. (2022)
Caco-2 Fanelli et al. (2020); Fanelli et al. (2023)
Metode M 100 405 100
1-407 Bonet-Rossinyol et al. (2023)
Metode N Caco-2 100 3 100 Boudeau et al. (1999); Chervy et al. (2022); Simpson et al. (2006)
Metode O Caco-2 50 3 100 Beata et al. (2021)
Metode P Caco-2 100 1,5 150 Bradford et al. (2024)

Tal com s’observa a la Taula 4, tant amb les cel-lules Caco-2 com amb les 1-407, el metode
més utilitzat ha estat el Métode A (Figura 8A) el qual la MOI és de 10, el temps d’infeccid
son 3 h, la concentraci6 d’antibiotic sén 100 pg/mL i el temps amb antibiotic és 1 h.

Si s’analitzen detalladament les diferents MOI (Figura 8B), temps d’infecci6 (Figura 8C) i
concentracié d’antibiotic (Figura 8D) que s’han emprat per a les Caco-2, es veu que hi ha
una gran variabilitat metodologica als articles publicats. Respecte al temps amb antibiotic
la majoria dels articles ha sigutd’1 h (81,6%),a 3 d’ells 3 hia 4 articles no estava especificat.

A B
= Falta informacié
=B

“MOI10

= MOI 100

= MOI 20

“ no especificat

MoI1

*MOI10,5

+ MOI 50

TOoO RTIZImOO zZZZC—m

MOI10i100

=3h
= 100 pg/mL

=2h
= no especificat
15h

“405h 50 pg/mL

05h
150 pg/mL
1h
300 pg/mL
24h

1i3h = 250 pg/mL

Figura 8. Grafic amb el n2 d’articles publicats dels quals s’obtenen dades dels protocols d’invasi6 en
el model Caco-2 (Taula 4). A: segons métode, B: segons la MO], C: segons el temps d’'infecci6 (h), D:
segons la concentracié d’AB. A la llegenda es mostren ordenats segons abundancia i en color es
destaquen els més abundants.
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1.3 Diferéncies entre els indexs d’adhesié i invasi6 usant les Caco-2 i I-407: resultats de la
revisio sistematica

Els articles seleccionats a la revisi6 bibliografica 2019-2024 (Figura 4), juntament amb els
de la tesi de la Dra. Carla Camprubi (2019) conformen un total de 54, dels quals sols de 22
(Caco-2: 1511-407: 7) es van poder aconseguir els resultats dels indexs d’adhesi6 o invasio
de la LF82 i la K12. A la resta d’articles (Caco-2: 25 i 1-407: 7) aquests indexs no es van
obtenir perque no estaven indicats. Per les Caco-2, no es van poder extreure els resultats
dels indexs d’11 articles ja es trobaven en forma de grafics o estaven en unitats diferents de
bact/cel (adhesio) i % (invasio), i no es podia fer la conversié per falta d’informaci6. De 2
articles es van obtenir els indexs d’invasi6 i d’adhesid, d'un sols I'index d’'invasi6 i d'un altre
sols el d’adhesid. I per les 1-407, de 6 articles es van poder extreure els indexs d’invasio i
d’adhesid i d'un article sols el d’invasié.

A partir de les dades d’aquests articles s’han extret els indexs d’invasi6 per la linia cel-lular
Caco-2 i 1-407 (Figura 9). Per la soca invasiva LF82, s’observa que els indexs sén
significativament superiors a la linia cel-lular Caco-2 (4,773%2,450) que a les 1-407
(3,274+1,542) (p-value= 0,048); en canvi, per la soca control K12, tot i que les diferencies
no son significatives estadisticament (p-value= 0,072), s’observa que els indexs també sén
superiors en les Caco-2 (0,042+0,038) que a les I-407 (0,005+0,008).
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Figura 9. Indexs d’invasi6 de les soques AIEC LF82 (A) i la comensal K12 (B) en els models cel-lulars
d’estudi.

2. RESULTATS EXPERIMENTALS

Les cel-lules per I'assaig d’adhesi6 s’han deixat diferenciar-se durant 7 i 15 dies a la placa
tal com s’indicava al protocol de Baumgart et al. (2007) i de Darfeuille-Michaud et al. (2004)
(Figura 10). S'observen les cél-lules unes al costat de les altres formant la monocapa amb
morfologia epitelial. Al cap de 15 dies, les cél-lules tenen els marges més marcats que al cap
de 7 dies, el que podria indicar un nivell de diferenciacié superior. Ja que, el procés de
diferenciacio d’aquestes cel-lules es dona en patré de mosaic, amb algunes arees amb
cél-lules completament diferenciades després dels 12-14 dies i altres zones amb cél-lules
menys diferenciades (Lea, 2015).
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Figura 10. Cel-lules Caco-2 enla placaa 7 (esquerra) i 15 (dreta) dies de diferenciacié observades al
microscopi (CKX41, OLYMPUS) Font propia.

2.1. Diferéncies entre els indexs d’adhesi6 usant les Caco-2 iles I-407

En aquest estudi es van obtenir els indexs d’adhesié del socari AIEC de la Universitat de
Girona en el model cel-lular Caco-2, que es va dur a terme en monocapes incubades durant
7 i 15 dies respectivament (Figura 11). Aquests valors es van comparar amb els indexs
obtinguts préviament al grup de recerca en el model [-407 (Martinez-Medina et al., 2009).

A B &

»
ADH_I (bact final /bact inicial)

ADH_I (bact final /bact inicial)
N
1
L
L
L
LI
]

T ¥
o g 54
w & Fonu

~ & 3

7 $

E &

Figura 11. Grafic index d’adhesié (bact finals/bact inicials) de cada linia cel-lular 1-407 i Caco-2 a 7 i
15 dies. A: Grafic de dades no aparellades dels indexs d’adhesié (bact finals/bact inicials). B: Grafic
de dades aparellades dels indexs d’adhesié (bact finals/bact inicials).

Les dades s’han analitzat en conjunt, comparant pel tipus cel-lular i grau de diferenciaci6 de
les Caco-2 (Figura 11A), i de forma aparellada (Figura 11B). En ambdés casos, s’observa
que els valors d’adhesi6 son més elevats per la linia cel-lular Caco-2 a 15 dies en comparacio6
amb les cél-lules Caco-2 incubades durant 7 dies i les 1-407. Per estudiar si hi havia
diferéncies significatives dels indexs d’adheréncia entre les [-407 i les Caco-2 a 7 i 15 dies
s’ha fet un test parametric per les dades aparellades i no aparellades. Sols el test per les
dades aparellades (paired t-test) ha donat significatiu entre les [-407 i les Caco-2 a 15 dies
amb un p-value = 0,023.
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2.2. Diferéncies entre els indexs d’invasi6 usant les Caco-2iles I-407

Per I'assaig d’'invasi6 s’ha analitzat I'index obtingut per les soques AIEC de la col-lecci6 de
Girona i també de les ECG (no-AIEC de l'intesti) i aquestes s’han comparat amb les dades
prévies obtingudes pel grup en les [-407 (Martinez-Medina et al., 2009).

Els resultats obtinguts per les [-407 i les Caco-2 s’observen a la Figura 12. Pel que fa als
resultats dels indexs de les soques control LF82 i K12, s’observa que sén una mica superiors
pel model cel-lular Caco-2 (K12: 0,122+0,042 i LF82: 1,588+0,638) que per les [-407 (K12:
0,002+0,002 i LF82: 1,191%0,403). Com que es tenien suficients dades d’aquestes soques,
s’ha confirmat que hi havia normalitat i s’ha fet el test parameétric de t-Student. Per la soca
LF82, el test ha confirmat que no existeixen diferéncies significatives entre les Caco-2 i les
[-407 (p-value= 0,213). En canvi, per la soca K12, si existeixen diferencies significatives
entre Caco-2i1-407 (p-value < 0,0001).

Per la resta de soques AIEC, els indexs d’invasi6é sdn generalment bastant semblants entre
models cel-lulars tot i que per algunes soques s’observa que és superior a les Caco-2.
D’aquestes, com hi havia poques dades no es va poder comprovar la normalitat i es va fer
un test no parametric. I es confirma que les soques AIEC 15-1 i AIEC 23 presenten
diferéncies significatives entre les linies cel-lulars amb un p-value= 0,024 i p-value= 0,009
respectivament. Per I'analisi estadistica de I'’AIEC 12 es van treure els valors més extrems i
en conseqiiéncia ens hem quedat tant sols amb dos valors i no podem obtenir significacio
estadistica.
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Figura 12. Grafic index d’invasi6 (%) de cada soca AIEC, K12 i LF82 en les linies cel-lulars Caco-2
(blanc) i 1-407 (negre). Les diferencies significatives s’indiquen amb asteriscs: *(p<0.5 i >0.1),
**(p<0.01i>0.001).
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Pel que fa a I'assaig d’invasio a les soques ECG (no-AIEC) observem els resultats dels indexs
a la Figura 13. Per la linia cel-lular Caco-2 els valors sén sorprenentment molt més elevats
que a les 1-407. Aquest resultat no s’esperava, ja que aquestes soques no sén invasives.
Respecte a I'analisi estadistica dels resultats, no s’ha pogut realitzar perque no s’han

aconseguit dades suficients de les ECG a les [-407.
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Figura 13. Grafic index d’invasié (%) de cada ;oca
(blanc) i 1-407 (negre).

DISCUSSIO

1. DISCUSSIO DE LAPARTAT BIBLIOGRAFIC

1.1 Diversitat de métodes emprats per a la identificacié del patotip AIEC

L’estudi de 'AIEC comenca a Franca a finals de la decada dels 90, Darfeuille-Michaud i
col-laboradors publiquen un estudi on s’aillen soques d’E. coli adherents de pacients amb
malaltia de Crohn (Darfeuille-Michaud et al., 1998). Més tard, es descobreix que aquestes
soques també sén invasives, i es proposa I'Escherichia coli adherent-invasiva (AIEC) com a
nou patotip d’E. coli (Darfeuille-Michaud et al., 2004). Des d’aquest moment fins ara, els
francesos sén els que més han publicat sobre AIEC, perd actualment aquesta tematica esta
agafant molta importancia, i ja sén diversos els grups arreu del mén que han comengat a
treballar en aquest camp de recerca.

En aquest treball s’ha dut a terme una revisid bibliografica dels métodes usats per a la
identificaci6 del patotip AIEC, centrant-nos en aquells que usen com a model cel-lular Caco-
2 11-407, les linies cel-lulars més freqiients. Els articles obtinguts d’aquesta cerca provenen
d’autors que investiguen a diferents paisos, entre ells: Franca, Estats Units, Italia, Espanya,
Australia, Japd, Russia, Xile, Suécia, Canada, Corea del Sud, Iran, Turquia, Regne Unit,
Polonia, Bélgica i la Xina. D’aquests, els que més publicacions tenen seguit de Franca son els
Estats Units, Italia i Espanya. Cal destacar que hi ha moltes més publicacions sobre AIEC en
les que es fan servir altres tipus cel-lulars per a la identificacid del patotip o que se centren
en l'estudi de I'AIEC des d’altres perspectives i que no s’han tingut en compte en aquest
treball (Barnich et al., 2007; Camprubi-Font et al., 2019; Mansour et al., 2023; Martinez-
Medina et al,, 2009; Nag et al., 2022; Pamela et al., 2021; Saitz et al., 2022).
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Pel que fa a les linies cel-lulars s’observa que a un 74,1% d’articles revisats fan servir les
Caco-2iaun 27,8% les [-407. A més de la variabilitat respecte al model cel-lular, també hi
ha molta variabilitat pel que fa a les variables dels protocols (temps d’'incubaci6 de les
cél-lules, MOI, temps d’infecci6, concentracié d’antibidtic i temps d’aquest) segons sil’assaig
que es duu a terme és d’adhesié o d’invasi6. Cal destacar que dels diferents metodes
emprats, per al model cel-lular Caco-2 s’ha observat molta més variabilitat que per les [-407.
Pel que fa al temps d’incubacié de les cel-lules, per I'assaig d’adhesi6, quan s’usa el model
cel-lular [-407 és quasi sempre de 20 o 24 h, en canvi, per les Caco-2 el més freqilient és de
48 0 360 h. Per I'assaig d’invasio6, per al model cel-lular I-407 és de 20 h i per les Caco-2 s6n
48 h majoritariament. Pel que fa a les variables MOI, temps d’infecci6, temps amb antibiotic
i la concentracié d’aquest, s’ha vist que a la majoria d’aquests articles es fa servir el mateix
protocol per les dues linies cel-lulars i també per I'assaig d’adhesid i d’'invasid. La MOI és de
10, el temps d’infecci6 de 3 hores, i el temps i concentracié d’antibiotic d’1 horai 100 pg/mL
(aquesta darrera dada només aplica a 'assaig d’invasio).

De manera que el protocol més emprat per I'assaig d’adhesié és amb un temps d’incubacio
de 20-24 hperlesI-407ide 48i 360 h perles Caco-2iambuna MOI és 10, el temps d'infeccid
séon 3 htantales[-407iles Caco-2.1perl'assaig d’'invasid, el temps d’incubacié més freqiient
és de 20 h per les I-407 i de 48 h per les Caco-2, i el métode que més es fa servir per a les
dues linies cel-lulars és amb una MOI és 10, el temps d’infeccié sén 3 h, la concentracié
d’antibiotic s6n 100 pg/mL i el temps amb aquest és d’1 h.

Un altre fet que cal destacar és que a la majoria dels articles consultats falten molts detalls
dels protocols que es fan servir per als assajos d'adhesi6 i d'invasi6, a més que, com s’ha
vist, existeix una gran variabilitat de protocols. Aquesta falta d’informacié i variabilitat,
confirma que existeix una falta d’estandarditzacié entre meétodes. Donada aquesta falta, els
indexs d’adhesio i invasi6 de les soques s6n molt variables entre els grups de recerca
(Camprubi-Font i Martinez-Medina, 2020). Per aix0, cal unificar les metodologies que fan
servir tots els grups que dediquen la seva recerca a I’AIEC per tal que siguin reproduibles i
els resultats que es publiquin siguin comparables. Un cop s’arribi a un consens amb els
metodes, s’haurien de provar en les diverses col-leccions de soques de les diferents regions
del mon per tal que les soques AIEC estiguin ben identificades (Camprubi-Font i Martinez-
Medina, 2020).

1.2 Indexs d’adhesié i invasié de dues soques control en Caco-2 i I-407 publicats en treballs
previs

En aquesta part s’han analitzat els resultats dels indexs publicats pels diferents

investigadors de les soques K12 i LF82 a les dues linies cel-lulars per a analitzar si existeixen

diferencies respecte al model cel-lular.
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Una observaci6 que hem fet durant la recerca d’aquestes dades a la bibliografia és que els
indexs d’adhesi6 i d'invasié no estaven indicats a totes les publicacions, de vegades es
donaven les dades directament en un grafic. També de vegades es trobaven els indexs amb
unitats diferents i la informaci6 que es donava a I’article no permetia obtenir els valors amb
les mateixes unitats. Aixd no va permetre realitzar una comparacio6 tan amplia dels indexs
en les dues linies cel-lulars com s’esperava. Tot i aix0, dels resultats que es van obtenir,
s’observa que el nivell d’'invasio és superior a les Caco-2 que a les [-407 per les soques LF82
iK12.

Actualment, la variabilitat que hi ha entre els metodes, les linies cel-lulars i 'origen de les
soques que s’utilitzen entre els diferents grups, pot conduir a una identificaci6 diferent o
erronia de I’AIEC (Camprubi-Font i Martinez-Medina, 2020). En aquest cas, el fet que els
indexs que s’obtenen per la soca de referéncia LF82 i la soca control K12 siguin diferents
entre els dos models cel-lulars fa pensar que a un model una soca pugui ser classificada com
ainvasivai, en canvi, a l'altre no. Aix0 és especialment preocupant sobretot a les soques que
presenten un index baix, proxim al llindar que classifica una soca com adherent/invasiva
(Camprubi-Font i Martinez-Medina, 2020). Per comprovar-ho, es va dur a terme 1'assaig
d'invasi6 i adhesié a diferents soques AIEC i no-AIEC als dos models cel-lulars per estudiar
si també existien aquestes diferéncies.

2. DISCUSSIO DELS RESULTATS EXPERIMENTALS

A la part experimental s’han analitzat 10 soques AIEC i 10 soques no-AIEC fent servir dos
metodes diferents segons el model cel-lular. Per les Caco-2 per I'assaig d’adhesié s’han
deixat incubant les cél-lules durant 7 dies i s’ha fet servir el metode amb una MOI de 20
(tenint en compte el nombre de cél-lules inoculades el primer dia) i 3 h d’infeccio; i pel
d’invasi6 s’han incubat les cél-lules durant 2 dies i I'assaig s’ha realitzat amb una MOI de 20
(tenint en compte el nombre de cel-lules inoculades el primer dia), 3 h d’infeccié i 100
ug/mL d’antibiotic i durant 1 h. Per les [-407, per 'assaig d’adhesi6 les cél-lules s’han
incubat durant 20-24 h i s’ha emprat el métode amb una MOI de 10 i 3 h d’infeccié; i pel
d’invasio les cel-lules s’han incubat 20-24 h i s’ha fet servir el metode amb una MOI de 10, 3
h d’infecci6 i 100 pg/mL d’antibidtic i durant 1 h.

En aquest estudi vam confirmar que les soques AIEC definides a partir del model 1-407
també es confirmen com a invasives en el model Caco-2. Pel que fa als resultats d’invasié,
els indexs han sigut bastant semblants entre els dos models cel-lulars. Aixi i tot, s’observen
una mica superiors al model Caco-2 que [-407, pero sols existeixen diferencies significatives
perlessoques AIEC 15-11 AIEC 23 ila soca control K12. Pels assajos d’adhesi6, s’ha observat
un index superior a les Caco-2 amb un major grau de diferenciaci6 (incubades durant 15
dies) respecte a les Caco-2 incubades durant 7 dies i també superior als indexs obtinguts
amb les 1-407. Per9, cal tenir en compte que en aquest assaig, la MOI ha estat molt baixa, ja
que es van infectar a una MOI de 20 tenint en compte el nombre inicial de cél-lules ala placa,
pero el nombre de cél-lules va augmentar després de 7 i 15 dies d’incubacié. Tot i aixd, donat
que la MOI és inferior esperariem que el nombre de bacteris adherits per cél-lula fos inferior
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també, pero justament és superior i, per tant, confirma que les soques adhereixen millor els
cultius de Caco-2 més diferenciades que no pas les mateixes cél-lules en estadis més
indiferenciats o les cel-lules 1-407. Aquests resultats no concorden amb un estudi semblant
realitzat per Sarem et al. (1995) on es comparava el nivell d’adhesio de tres soques diferents
de Lactobacillus en les dues linies cel-lulars Caco-2 i 1-407, van observar que els nivells
d’adhesié eren superiors a les [-407 (incubades durant 5 dies) respecte a les Caco-2
incubades durant 21 dies. Pero, com que les soques que fan servir son diferents, els
mecanismes de colonitzacié d’aquestes poden ser diferents dels de I’AIEC.

Donat que I'index d’adhesio se sol donar com a bacteris/cél-lula hoste, i que interessa fer
una MOI ajustada, considerem que de cara a futurs estudis és important fer un recompte de
les cél-lules en el moment de la infeccié o bé confirmar que el temps de duplicacié és de 62
h, tal com indica la casa comercial ATCC. Aquest recompte no és molt complex, pero resulta
molt laborids de realitzar. Els metodes utilitzats per recomptar el nombre de cel-lules
inclouen comptar amb un hemocitometre o un comptador electronic (de Coulter), mesurar
el pes de la cel-lula seca o humida, el volum cel-lular i el contingut de DNA o de proteines
totals (Zwicker et al., 1996). Finalment, per tenir una comparacié dels resultats rigorosa,
també caldria realitzar assajos amb una MOI semblant a les 1-407.

Respecte a les soques no-AIEC, els resultats obtinguts en la linia cel-lular Caco-2 han sigut
molt sorprenents, ja que tot i no ser soques invasives, els indexs d’invasié obtinguts a la
majoria d’aquestes han sigut superiors a 0,1%. Per tant, com indica la definicié del patotip
(Darfeuille-Michaud et al.,, 2004) s’haurien de classificar com AIEC. Creiem que aquests
resultats tan elevats poden ser deguts a un problema durant la realitzaci6 de I'assaig, ja que
a diferencia de les AIEC, les monocapes de les cél-lules es replegaven o es desenganxaven
més facilment del pouet de la placa després de la infecci6. Pensem que possiblement
I'antibiotic afegit posteriorment no hagi pogut eliminar bé tots els bacteris adherits
extracel-lularment i aquests s’han inclos en el recompte de colonies com a bacteris
intracel-lulars. Aquesta hipotesi s’hauria de contrastar amb més assajos i altres tecniques,
com 'observaci6 al microscopi de les monocapes o analitzar I'efecte de 1‘antibiotic amb les
monocapes replegades, per veure si realment ha estat aquest el problema. A més, veient que
els resultats han sigut bastant elevats i que hem tingut problemes amb les monocapes, es
podria provar d’ajustar el protocol a una MOI de 10, que també és de les més utilitzades per
I'assaig d’invasio, per comprovar si amb aquest canvi les monocapes es veurien menys
afectades i s’obtindrien resultats més acurats.

Tal com s’ha pogut comprovar amb les no-AIEC, cal adaptar els protocols perque els
resultats que siguin indiferents al tipus cel-lular que es faci servir, ja que els dos models
analitzats son els més emprats per a la identificacié d’AIEC. Per aixo, s’han de realitzar més
assajos i establir un protocol consens que permeti 'adequada caracteritzaci6é del patotip,
molt important sobretot a les soques amb indexs al limit del valor per tal de ser
considerades AIEC. A més, un cop obtingut el protocol estandarditzat, s’haurien de realitzar
estudis fent servir les diverses col-leccions de soques de diferents regions geografiques
(Camprubi-Font i Martinez-Medina, 2020) per assegurar que estan ben classificades.
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CONCLUSIO

Following the objectives proposed in this work and the results obtained, we can conclude

that:

1. There is a lack of information in the bibliography about the particularities of the
protocols used to test the AIEC phenotype and the results obtained from the adhesion
and invasion indices.

2. There is a considerable variation in the methods used to test the adhesion and invasion
of E. coli strains, despite there are some protocols that are more popular, one based on
Caco-2 and the other on I-407 cells.

3. For the adhesion test, the most used method is with an incubation time of 20 or 24 h for
1-407 cells and 48 or 360 h for Caco-2 cells, and for both cell lines the method is a MOI of
10 and an infection time of 3 h. For the invasion assay, the most used method is with an
incubation time of 20 h for [-407 cells and 48 h for Caco-2 cells following with a MOI of
10, an infection time of 3 h, an antibiotic concentration of 100 pg/mL and an antibiotic
time of 1 h for both cell lines.

4. According to the results reported in the literature, the indices of the AIEC reference strain
LF82 and the control strain K12 are higher in the Caco-2 cell type than in the [-407 cells,
however the differences are only significant in the LF82 strain.

5. AIEC strains identified using 1-407 model in Girona were confirmed as adherent and
invasive in the Caco-2 model.

6. The adhesion levels of AIEC strains were higher in Caco-2 differentiated cells than in I-
407 or Caco-2 less differentiated.

7. Mostly non-AIEC strains showed higher invasion levels than expected in Caco-2 model],
being classified as invasive. Further tests are required to confirm/refute this result.
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