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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la aplicabilidad de la determinacion colorimétrica de la actividad nitrato
reductasa microbiana para estudiar la asociacién de microrganismos con enterocitos humanos en cultivo (linea
Caco-2). El nitrito producido luego de la incubacién de las suspensiones bacterianas con una solucién de nitrato-
formiato fue evaluado mediante una reaccion de diazotacién-copulacién con dcido sulfanilico y cloruro de N-naftil-
stilen diamonio. Se observé una relacién bifdsica entre la concentracion bacteriana y la concentracion de nitrito
producida. Esta respuesta particular podria ser atribuida al cardcter sigmoideo de la cinética de reduccion de nitrato
y hace que sea necesaria la modificacion de los métodos de célculo. La asociacién bacteriana con células Caco-2 se
mostré dependiente de la cepa encontrandose los mayores valores para Staphylococcus aureus ATCC 25923, Para
algunas cepas, los porcentajes de asociacion calculados en base a la actividad nitrato-reductasa fueron
significativamente mayores que los calculados en base a recuentos de microorganismos viables. Los resultados del
presente trabajo muestran que la asociacién de microorganismos con enterocitos humanos en cultivo puede ser
evaluada a través de la medicién de la actividad nitrato reductisica, siempre que para los célculos se tengan en
cuenta la relacion bifasica entre la concentracion bacteriana y la concentracion de nitrito.
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SUMMARY

Colorimetric method to evaluate the interaction between microorganisms and cultured human enterocytes.
The aim of the present study was to gain further insight on the reliability of the colorimetric determination of the activity
of bacterial nitrate reductase to evaluate bacterial concentrations and interaction between microorganisms and
enterocyte-like cells. Nitrite produced after incubation of the samples with a nitrate-formate solution was determined
with a diazotization reaction with sulphanilic acid and N-naphthyl-ethylene-diamonium dichloride. Cell association
assays were performed with diffarentiated Caco-2 cells. A biphasic relationship was found between nitrite concentration
and bacterial densities. This behavior seems to be due to the sigmoideal character of the kinetics of nitrate reduction.
Association to Caco-2 cells was strongly strain dependent being Staphylococcus aureus ATCC 25923 the strain
showing the highest values of association. For some strains, percentages of association calculated on the basis of
the colorimetric assay were significantly higher than those calculated in terms of viable counts. Bacterial association
with enterocyte-like cells can be evaluated by measures of the activity of bacterial nitrate reductase provided that the
biphasic relationship between bacterial and nitrite concentrations is taken into account for the calculations. Results
presented in this paper show the applicability of the colorimetric method to assess the amount of microorganisms
associated to human enterocytes in culture.
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INTRODUCCION

El estudio de la interaccién entre los microorganismos y
los enterocitos es fundamental para comprender el efec-
to de la flora intestinal sobre el hospedador. Aunque exis-
ten varios modelos in vitro de células epiteliales intesti-
nales humanas, las células Caco-2 constituyen uno de
los sistemas mas aceptados para el estudio de las
interacciones entre microorganismos y enterocitos hu-
manos (1, 8, 11).

Con respecto a los métodos utilizados para la deter-
minacion de concentraciones bacterianas, su confia-
bilidad, costo y duracién depende del microorganismo
en estudio asi como también del sistema experimental
empleado. Una revisién de los métodos utilizados para
determinar la concentracién de microorganismos (tanto
en suspension como asociados a células eucaridticas)
muestra que los recuentos de bacterias viables y las lec-
turas espectrofotométricas se encuentran entre las téc-
nicas mas comunmente empleadas. Asimismo se utili-
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zan la marcacion radioactiva, citometria de flujo, recuen-
tos totales, PCR cuantitativa y métodos enzimaticos (4,
7,14, 16).

Los métodos basados en alguna actividad enzimética
microbiana presentan buena sensibilidad y especificidad
y permiten la determinacion especifica de microorga-
nismos en muestras complejas (3, 4). En particular, la
capacidad de ciertos microorganismos de reducir nitrato
a nitrito en la respiracion anaerdbica ha sido utilizada
para determinar concentraciones bacterianas y la capa-
cidad de Escherichia coliy Staphylococcus aureus de
interaccionar con células Hela, células uroepiteliales y
coagulos de fibrina (18).

El objetivo del presente trabajo fue determinar la
confiabilidad de la determinacion colorimétrica de la ac-
tividad nitrato reductasica para la evaluacion de concen-
traciones bacterianas y la interaccién de diferentes
microorganismos con células de epitelio intestinal huma-
no en cultivo.

MATERIALES Y METODOS

Cepas y condiciones de cultivo

Las cepas de Escherichia coli CM1, Bacillus cereus 2 y Bacillus
corous M2 partenecen a la coleccion de cultivos de la Catedra
de Microbiologia de la Facuitad de Ciencias Exactas (Universi-
dad Nacional de La Plata). Las cepas de Salmonellay Shigella
fueron cedidas gentiimente por el Dr. Horacio Lopardo del Hos-
pital de Pediatria Prof. Dr. Juan P. Garrahan, Buenos Aires.
Asimismo se emplearon las cepas de Staphylococcus aureus
derivada de ATCC 25923 y Escherichia coli derivada de ATCC
25922 Los microorganismos fueron cultivados en caldo nutriti-
vo (Biokar Diagnostics, Beauvais, France) adicionado de 1 g/l
de nitrato de sodio. Cabe destacar que la presencia de nitrato
es importante para la induccion adecuada de la actividad nitrato
reductasa (16). Los cultivos de Escherichia coli, Salmonella
arizonae, Shigella sonnei y Staphylococcus aureus ATCC 25923
se realizaron en forma estatica a 37 °C durante 18 h. Las cepas
de Bacillus cereus se crecieron en BHI (Biokar Diagnostics,
Beauvais, France) a 32 °C con agitacion durante 18 h. Las bac-
terias fueron colectadas por centrifugacion a 10000 g durante
10 min y resuspendidas en PBS, sin previo lavado, hasta alcan-
zar la absorbancia requerida (600 nm).

Ensayo de nitrato reductasa

La actividad nitrato-reductasa se determind mediante una reac-
¢ion de diazotacion del nitrito utilizando acido sulfanilico y N-
naftil-etilen-diamonio. El formiato se agregd a la solucion
inductora ademas del nitrato, debido a que la formiato deshi-
drogenasa esta estrechamente asociada al sistema de reduc-
cion de nitratos (13). La presencia de formiato produce mayo-
res concentraciones de nitrito que en el caso de utilizarse solo
nitrato.

Las muestras se incubaron con una mezcla de 5 partes de
NaNO, 1% (p/v} y 3 partes de formiato de sodio 1M a 37 °C
durante diferentes intervalos de tiempo, tal como se indica en
las figuras correspondientes. Posteriormente. las muestras fue-
ron centrifugadas 1 min a 14000 g. Se extrajeron 0,1 ml de so-
brenadante que fueron mezclados con 0,1 mi de acido sulfanilico
1% (piv) y 0,1 ml de cloruro de N-naftil-etilen-diamonio 0,02%,
ambos preparados en HCI 1,5 M. La mezcla se dejo durante 10
min a temperatura ambiente para permitir el desarrollo del color
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y se leyd la absorbancia a 540 nm en un lector de placas (ELISA
Plate Reader SLT Rainbow Reader, Wien, Austria).

Estudios cinéticos

Diluciones seriadas de las suspensiones bacterianas contenien-
do alrededor de 10® ufc/ml se mezclaron con un volumen igual
de la solucion de nitrato-formiato doble concentracion. Las mez-
clas se incubaron a 37 °C. A diferentes tiempos, las muestras
fueron centrifugadas y la concentracion de nitrito se evaluo como
se indicd anteriormente. Para calcular la velocidad inicial de re-
accion, se efectud una regresion lineal con los primeros puntos
de la curva.

Cultivo de enterocitos
Se utilizaron enterocitos humanos (células Caco-2) que fueron
obtenidas del Nestle Research Center (Lausanne, Suiza). Las
células se cultivaron en medio DMEM (Dulbecco modified Eagle's
minimal essential medium) con 25 mM de glucosa, 20% de sue-
ro fetal bovino (Gen S. A. Buenos Aires, Argentina) inactivado
(30 min, 58 °C), 1% de aminoacidos no esenciales (Gibco, Life
Technologies, Rockville MD, USA), 12 Ul/ml de penicilina, 12
pg/ml de estreptomicina, 50 pg/ml de gentamicina y 1,25 pg/mi
de fungizona. <

Para los ensayos de asociacion, las células se inocularon
en placas de 24 fosas (Iwaki Glass, Japan) a razon de 1,4 x 10°
células por fosa y se incubaron a 37°C en atmosfera compues-
ta por 95% de aire y 5% de CO,. Las monocapas se utilizaron
en postconfluencia tardia luego de 15 dias en cultivo entre los
pasajes 46 y 58.

Ensayos de asociacion

Antes de los ensayos, las celulas fueron lavadas dos veces con
PBS. Posteriormente, se agregaron 0,5 ml de las suspensiones
bacterianas con alrededor de 2 x 10* ufc/ml y 0,5 ml de PBS por
fosa. Las placas fueron incubadas durante 60 min a 37°C luego
de lo cual se efectuaron tres lavados con 0,5 ml de PBS estéril
por fosa.

La determinacion colorimétrica del porcentaje de asociacion
se realizé de la siguiente manera: luego de los lavados y de
retirar completamente el PBS, se agregaron 0,25 ml de la solu-
cién inductora (nitrato-formiato) por fosa y se incubo durante
2 ha 37 °C. Luego. las muestras fueron extraidas de las fosas,
centrifugadas a 14000 g durante 1 min y 0,1 ml de cada sobre-
nadante fueron transferidos a una placa de 96 fosas. El desa-
rrollo de color se realizo mediante el agregado de 0,1 mi de
acido sulfanilico 1% y 0,1 ml de cloruro de N.naftil-etilendiamonio
(ambos preparados en HCI 1,5 M). Las muestras se incubaron
a temperatura ambiente durante 10 min y la intensidad de color
se determinod a 540 nm en un lector de placas tal como se indico
anteriormente. Para concentraciones altas de nitrito, las mues-
tras fueron diluidas en PBS previamente a la reaccion de
diazotacion. Suspensiones bacterianas de concentracion cono-
cida fueron tratadas de la misma manera en presencia de célu-
las Caco-2 para establecer las curvas de calibracion.

Los porcentajes de asociacion se calcularon como 100 x Cs/
Cr siendo Cs la concentracion bacteriana de la muestra y Cr la
concentracién bacteriana patron. La asociacion se determino
también mediante recuento de microorganismos viables. Para
esto, luego de la coincubacion entre las bacterias y los
enterocitos y posterior lavado, las monocapas fueron lisadas
con agua destilada a 37 °C durante 1 h. Diluciones apropiadas
se plaquearon en agar nutritivo. Los porcentajes de asociacion
se calcularon utilizando la cantidad total de bacterias agrega-
das por fosa como 100%.

Anilisis estadistico
El analisis estadistico se realizé mediante ANOVA vy el test de
Tukey para las minimas diferencias significativas (Systat, Inc).
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RESULTADOS

Determinacion colorimétrica de nitrito y cinética de
la actividad nitrato reductasa

La determinacion colorimétrica de nitrito tiene una alta
sensibilidad ya que pueden detectarse concentraciones
de nitrito tan bajas como 0,58 mM vy la linealidad se man-
tiene hasta concentraciones de 50 mM (datos no mos-
trados).

La determinacion colorimétrica del nitrito producido
en suspensiones bacterianas de diferentes concentra-
ciones mostré una curva bifasica. En la Figura 1 se mues-
tran los resultados obtenidos para E. coli CM1. Puede
observarse que existe un aumento significativo de la pen-
diente para suspensiones bacterianas con mas de 0,1
unidades de absorbancia (A,,). De las 7 cepas ensaya-
das, solamente Bacillus cereus M2 mostrd una respues-
ta lineal (datos no mostrados).

Para determinar si esta respuesta bifasica estaba re-
lacionada con la cinética de reduccion de nitrato, se rea-
lizaron determinaciones de nitrito a diferentes tiempos.
En la Figura 2 se muestran los resultados obtenidos con
E. coli ATCC 25922. Puede apreciarse que la absorbancia
se incrementa con el tiempo y existe una relacién
sigmoidea entre el tiempo y la intensidad de color (Figu-
ra 2 A). La relacion entre las velocidades iniciales de re-
accion y las concentraciones bacterianas se mantuvo li-
neal en un amplio rango de concentraciones (Figura 2
B). Idénticos resultados fueron obtenidos con E. coliCM1
y 5. aureus ATCC 25923 (datos no mostrados).
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Figura 1 Relacion entre la concentracion bacteriana y el color
desarrollado (A, ) en la determinacion colorimétnca de la
actividad nitrato reductasa para E. coli CM1. Los datos repre-
sentan los resultados de un experimento representativo. Resul-
tados similares se obtuvieron en tres experimentos indepen-
dientes,
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Figura 2. (A) Cinetica de la reduccion de nitrato para diferentes
concentraciones bacterianas (A . ). (B) graficos de velocida-
des iniciales de reaccion en funcion de las concentraciones
bacterianas para Escherichia coli ATCC 25922, Las concentra-
ciones bacterianas (A, ...} para cada cepa son: (v) 0.05, (a)
0.1, (m) 0.2 y (@) 0.4. Los datos representan los resultados de
un experimento representativo. Resultados similares se obtu-
vieron en por lo menos 3 experimentos independientes.

Es importante destacar que la viabilidad bacteriana
no fue afectada por la solucién de nitrato-formiato en todo
el rango de concentraciones bacterianas cnsayadas (da-
tos no mostrados).

Asociacion de microorganismos con enterocitos
humanos en cultivo

Para evaluar la aplicabilidad del método colorimétrico
para la cuantificacion de la asociacion de microorga-
nismos a enterocilos, se incubaron suspensiones
bacterianas con céelulas Caco-2 diferenciadas y se cal-
cularon los porcentajes de asociacion segun se indica
en la Figura 3. Como se observa en el Cuadro 1, los mas
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Figura 3. Ejemplo del calculo de las concentraciones bacterianas
teniendo en cuenta la relacion bifasica entre las concentracio-
nes bacterianas y el color desarrollado en la reaccion de
diazotacion-copulacion. Referencias: Ar: absorbancia (540 nm)
para la suspension bacteriana de referencia; As: absorbancia
(540 nm) para la muestra; Cr: concentracion bacteriana (A .
) dela suspension de referencia y Cs: concentracion bacteriana
(A g0 o) d€ |2 muestra. El porcentaje de asociacion celular se
calcula come 100 x Cs/Cr cuando se agrega una concentracion
bacteriana Cr por fosa.

Cuadro 1. Porcentaje de asociacion de diferentes microor-
ganismos luego de 1 h de incubacién con células Caco-2 a
ar °c.

Cepa Porcentaje de asociacion

Nitrato reductasa Recuento viable

Escherichia colil CM1 4,61 = 0,28 0,31 = 0,08
Escherichia coli ATCC 1,56 + 1,00 0,05 + 0,02
25922

Bacillus cereus 2 18,9 + 3,8" 1,2+0%7
Bacillus cereus M2 0,7 £0,3 0,16 + 0,03
Salmonella arizonae 9,6 + 0,65 0,55 = 0,09""
Shigella sonnei 4,96 + 0,76" 1,65 + 0,27™
Staphylococcus aureus Mn7+71 436 £ 1,777

ATCC 25923

Los valores representan promedios (+ desviacion eslandar) de 2 a 6 de-
terminaciones en diferentes pasajes celulares Los asteniscos indican di-
terencias significativas entre tratamientos (nitrato reductasa o recuentos)
para la misma cepa ‘P<0,05, "*P<0,001. Valores con diferentes letras
indican dilerencias significativas entre cepas para el mismo lratamiento
(P<0.05)

altos porcentajes de interaccion se obtuvieron para
Staphylococcus aureus ATCC 25923 ya que esta cepa
mostré 41,7 % de asociacion. En contraste, solamente
0.7 % de la cepa M2 de Bacillus cereus permanecio aso-
ciada a las células. Cuando la asociacion se calculo en
base a los recuentos de bacterias viables, los valores
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variaron entre 0,05% y 4,36% (Cuadro 1). Para algunas
cepas, los porcentajes de asociacion calculados en base
a la actividad nitrato reductasa fueron significativamente
mayores que los calculados en base a recuentos de bac-
terias viables. Esto ocurrié para Escherichia coli CM1,
Bacillus cereus 2, Salmonella arizonae y Staphylococcus
aureus ATCC 25923 (Cuadro 1).

DISCUSION

De acuerdo a resultados publicados (16), existe una re-
lacion lineal entre la concentracion de nitrito y la concen-
tracion bacteriana en el ensayo colorimetrico de la activi-
dad nitrato reductasa. Este comportamiento permite el
calculo directo de la concentracion bacteriana utilizando
las relaciones entre la absorbancia de las muestras y la
de suspensiones de concentracion bacteriana conocida.
En estas condiciones, Cs/Cr sera igual a As/Ar Figura 3).

Sin embargo, en el presente trabajo se ha demostra-
do una relacién bifasica entre la cantidad de color y la
concentracion bacteriana (Figura 1), lo cual da lugar a
dos zonas correspondientes a bajas y altas concentra-
ciones bacterianas. Resulta evidente en la Figura 3, que
las relaciones Cs/Cr y As/Ar son diferentes entre si cuan-
do existe la mencionada curva bifasica y que las mues-
tras y las suspensiones bacterianas de concentracion co-
nocida (referencia) se encontraran en zonas diferentes
de la curva.

Aunque se encuentra una relacion lineal entre las
velocidades iniciales de reaccion y las concentraciones
bacterianas en todo el rango de concentraciones ensa-
yadas (Figura 2), el calculo de las concentraciones
bacterianas en base a las velocidades iniciales de reac-
cion constituye un método engorroso y lento. Es aconse-
jable por lo tanto, asumir el caracter bifasico de las cur-
vas de calibracion y realizar el calculo a partir de las rela-
ciones entre las concentraciones bacterianas y la con-
centracién de nitrito producida.

Segun se observa en la Figura 3, el porcentaje de
asociacion sera 100 x Cs/Cr. El caracter bifasico de las
curvas de calibracién podria explicarse teniendo en cuen-
ta el curso sigmoideo de la reaccion de reduccion. Como
puede apreciarse en la Figura 2, a un tiempo fijo, las
distancias entre las curvas dependen de la concentra-
cion bacteriana.

Esta cinetica de reaccion podria ser debida a la co-
existencia de diferentes sistemas relacionados con la
reduccion de nitrato en las bacterias. En efecto, varios
mecanismos pueden tomar parte de las vias de reduc-
cion de nitrato y también existen diferentes posibilidades
de regulacion (5, 12, 13). Estos sistemas pueden coexis-
tir en la misma bacteria y podrian tener diferentes activi-
dades relativas segun la concentracion bacteriana.

En referencia a los ensayos de interaccion con célu-
las Caco-2, debe destacarse que el {érmino “asociacion”
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utilizado en todo este trabajo tiene ‘en cuenta tanto las
bacterias adheridas como las internalizadas. Aunqgue se
sabe de la capacidad de invasion de células epiteliales
intestinales por parte de microorganismos tales como
Escherichia coli, Salmonella spp, Shigella spp y Bacillus
cereus (1, 2, 6,9, 10, 15), nuestros estudios no discrimi-
nan entre baclerias adheridas (en la superficie) y bacle-
rias internalizadas. La incubacién de las monocapas in-
fectadas con la solucion de nitrato-formiato produce una
lisis total de las células epiteliales y permite el contacto
de todas las bacterias con la solucién inductora.

Tal como se muestra en el Cuadro 1, los valores de
asociacion dependen del método empleado. Las diferen-
cias podrian ser atribuidas a la coagregacion entre las
bacterias y restos celulares ya que, luego del desprendi-
miento de las células de la superficie de la placa de cul-
livo, se observan agregados de baclerias y reslos celu-
lares a pesar de haberse realizado agitacién vigorosa de
las suspensiones antes de los recuentos de bacterias
viables (datos no mostrados). Esta interaccion fue dife-
rente en las distintas cepas ensayadas. Queda claro que
un agregado dara una sola colonia en un recuento en
placa, independientemente del nimero de microorganis-
mos que lo componen.

Estos hallazgos podrian explicar los diferentes valo-
res ge asoclacion encontrados con los meétodos estudia-
dos (Cuadro 1). Por ejemplo, cuando se empled el méto-
do colorimétrico, los valores de asociacion fueron
significativamente mayores para Staphylococcus aureus
ATCC 25923 que para Shigella sonnei (P<0,05) mien-
tras que no se obtuvieron diferencias cuando se evalua-
ron mediante recuentos de bacterias viables.

En conjunto, nuestros resultados muestran que la
actividad nitrato-reductasa bacteriana puede ser usada
para determinar concentraciones de microorganismos asi
como lambién para estudiar la asociacién entre
microorganismos y enterocitos humanos, siempre que
se preste especial atencién a la posibilidad de una rela-
cion bifasica entre la concentracion bacteriana y la inten-
sidad de color desarrollado que presentan algunos
microorganismos. Ademas, la formacion de agregados
bacterianos no modifica los resultados. Finalmente, como
no es necesario un lavado de los microorganismos an-
tag del ensayo, aesta método no implica la remocion de
estructuras superficiales involucradas en la interacciones
procariote-eucariote.
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