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LISTA DE ABREVIATURAS 

Escheri~hia co/i ~nterot~xigénica 
Factor ániigénico'de cÓlonización (de E.coli enterotoxigénica). 

Antígeno de ~~¡i~rfici~0d~ E:·c:~li.' Los es ~on subcriniponeiites de 

los factores antigénic~~ d~:~~IC,~i,o~a~lón. ·.· .... 

Escrutini.o por pruet.las inmuno('¡uímié:as .Sn fase sólida (ELISA) de 

numerosos péptidos unidos col/alentemente a Una fáse sólida, la 
• - • ~ • 'C ' ,, • .. , •' ,. ' " ,; • - - "•• L ' 

cualconsiste. en palillosde'polietileri(J ("pins") cubiertos.con un 

polímero d~ ácido' acrílico. , 



RESUMEN 

Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) es una causa importante de diarrea en países. 
en desarrollo.y entre viajeros de países industrializados a estos países. Este patógeno 
causa una diarrea parecida al cólera. El primer evento en la patogénesis de la diarrea 
por ETEC es la adhesión de la bacteria a ta pared intestinal, la cual es mediada por 
adhesinas. Estas adhesinas tienen normalmente una estrucutra fimbriáda, y, son, de 
naturaleza proteica. Estas estructuras son reconocidas por la respuesta· de anticúerpos 
protectora contra ETEC. Además, hay una homología antigénica compróbada;erítié las 
diferentes fimbrias que se han caracterizado, en ta cual podrían 'estar.f invot.ucrados' 
epítopos lineares comunes. En este trabajo se buscaron epítopós fine.ates en·'et factor 
antígenico de colonización, involucrados en tres fenórrieriós: epítop<hecónoéido por et· 
anticuerpo monoclonal 1 :6 (anti Ct=AJI), epítopos reconocidos por'ta'respÚestáJiúiTioral: 
humana a la infección por ETEC portadora de CFAJI y epítopos: lineales0invotucrados 
en la reactividad cruzada. > , · ·.· . . •:: ~~/,)~(i: i¡i¡';;::;,~:;;,;,~:c;, :·, :: ·. 

Se sintetizaron octapéptidos que comprendían á toda la secúéncia.'.'de•ániínoácidos . 
de la subunidad.de ·cFAJI; siguiendo el 'métÓdo de' Geyseii: Estos:'péptidós'(únidos 
covalentemente a. palilloS,d~ poJie,tiléno, lo. qÚe los hace reutilizables) 'seúisar{,rí 'en el 
escrutinio por,ELISA:'(Pepscan),;Aci).1n anticúerpó moríoctófiaf(Mab,1:6);·anti CfAJ, ·. 
desueros .de niños que:hatiian estado· infecta~os por ETEC portadoras;M;Cf.All. y de 
sueros · hiperininunes .;contra ,:otros f factores ''de : éolonización:· ·Sé • hicieron además 
ELISAs· in.directos')ai'a-·buséar·.~nticuérpos ánti 'CFAJI · en'sueros 'h_umanos 'Y los 
resultados fuerón comparadOs con los obtenidos con Pepsi:an;: ;, > :.,. ..•. ·. 

Se encontraron regiones de la secuencia de CFAll consisteníémenie recónoéidás por 
sueros in_inünés de:,huinanos. El aümento en los valores de absortiencia;pára tcis 
péptidos de estas 'regiones déspués de infecciones por ETEC CFAJI+ y'.ta éorréíación. 
de los títulos .de. ánticuerpos anti CFAJI .·con·. los resultados.: de>iós:'Pepsccin: son 
evidencias de que tas regiones seleccionadas de ia secúenciá .dé\ta;'suburíidád de 
CFAll son determinantes antigénicós dé .esta proteina reConocidos por ta respuesta de. 
anticuerpos humana a ta infección natural por ETEC CFAJI+. · , , .. ,·· ··· .... • ,; .,, : , : •··• ·. 

Al estudiar tas secuencias de aminoácidos ,dé tás subunic!ades d~ ·distintasa'dhe~inas 
se encontró un posible motivo. en el extremo amino de varias de ,ellas. Por otra parte, 
los experimentos realizados con et anticuerpo moriocto.na1):6 (anti,'CFA/Í) y .los 
péptidos hacen pensar que .el .epitopo ;reconocido· por ·:este anticuerpo es 
conformacional , · . . .• .. · · • · ._·: •. • · · · :: · . -: : · .:.·. 

Se encontr~ron péptidos ·. (subsecuenci~s . de·. CFA/I) · .. · recc;~ocidos)por, sueros 
hiperinmunes heterólogos. Estos ·podrían ser epitopos comunes. á ;distintas •adhesinas · 
de ETEC. Estos posibles epitopos .éomunes expficárial1 al menos~ párciatmé.nte la 
homología antigénica entre los distintas. fimbrias de ETEC. De estos, los recónocidos 
por por la respuesta humana a: la· infección se podrían usar en una. vacuna contra 
are · · 



INTRODUCClóN 

ESCHERICHIA COLÍ. ENTEROTOXIGÉNICA 

Escherichia coli es una b~ct¿ria que for~l ~a~e de I~ població~ microbÍananormal del 
intestino humano: sín·emb~r~;,'s¿·c.ol1o~~l1 b~pas.~ápa~es de Ócasionar diferentes 
tipos de enfermedad' diarreica. La;clasificación actual de las cepas de E..coli que 
ocasionan ~nfennedad a ni~~(inte~til1á1 la ~iguie~t~:.' ,.. .. 

?Jzt)5i11~~tf;~1~!rl:~C), 
Es~ÍierichÍ~ dóiientéróadhé7enté'(EAEC) ·· .. . .··· .·.• . 
Esc~erichía có1ient~rot~xigé~ic~ (ETÉc de ''Enteroto~igenic Esch1~;ichia 
éo/tí(1).' i -· . .. . . . 

Recientemente:~e ha.descht6iar!;iíién Ef~oli enteroagregativa (ÉAgg). ETEC es 
un agente patógeno i~portante·i'q~é c;~stituye una de las ~rincip~le~ bau~as de 
diarrea en niños. niérior~s ~El ci~~ó ~rlos' in ·país~~ subdesarrollados: y en viajeros a 

~~:: ::i~::ic~eh;ijitX~j¡~~:::c~t:c1:it~l~:;s1f ;¡::::~:~d;i;v:~~:·:elc:a:b 
durante el plco de incide'~cia de verano erÍ áreas con condiciones sanitarias precarias 
(2). EscherÚ:hi~ 'coli ent~;rotoxlgé~ic~ ob~slona una diarrea acuosa par~cidaal cólera, 
cuya severidad ~s variable,· pGciiendo oé~sioriar la.mu~rt~ por d~shidratadión. . 

. ;',:·<, ,.. :''}' 

·'¡:''" 

Las fimbrias o piH s~~;apéndices J,~:Losos,nci flage;a:es y difer~nte; del pilum F 
-~' -' ,- •"'·•¡.- '<oc,< •'• • '• _ ·-• • > • < 

(involucrado en la éOnjugación): preséntes en. un grañ número de especies bácteriarias 
'; - -."_ .. ,·.: .. ·:> •. -:- - ,_·.::.-·. _,_;;:,~·,._.,:,-_-_·:- .,_,· ... :.:;:~ .. -· :;···::'.'· . . •-'<·>·:---~;·; . . ,;_:>-·~ ,- __ ;". 

(3, 4). Aparte,de la fimbria Tipo.1, que se encuentra en muchos tipos distintos de 
Escherichía coli patÓgena~ y ~o patog~nas, 1cis piiÍde ÉTEc ti~ríén' un papel 
extensamente comprobádo experimentalmente comci factor~~ d~ .· p·at~genÍcidad. Se 



sabe, por ejemplo, que mutantes no. piliadas de cepas enterotoxigénicas .son incapaces 
de colonizar la pared intestinal y causar la enferm'edad diarreica típica y , en la mayoría 
de los casos, rncuperan ·esta éapaddad · alrecÍbir un. ~lásmÍdo que codifica Ptira la 

fimbria (5): Es importanté ~encionari~~é :~e bÓnd~~n adhesÍnás ~on.;'est;uctura ~~. 
filamentosa ,Y que ;;. ha,crJp~rt~do; !para· ce~~~ dé E. ~oJÍ 'uro~~tóg~nas~; que la 
capacidad adher~nt; d~;Ía~ fiiiiiiri~i se de.be a ü;há 'p~~t~i~a asociada·~ la< estrJci~ra 
fimbrial, pero difere.nte a-é~ta.,( 1.i).'Por esta razón se '~tiliz;rá}lténnin~ más. general·. 

de "factores d~ ~cit~ni~~ci;\_n"; i:~n ~t'~u!i'sé ci~~ign~ g~;\~,:a1riie~t~ a~ t~s fim_bri~~ o piÍi y 
que inbluye otro tipo de es_t[lléturaO\ ; '' < ' /. ,\ ·· ... ,.,' ·.··.•.·;.} ·. ,. 

El mecanismo de patogénesis\te 1~ dÍarr~a po(Escherichia co/i e~fer~toxigénica 'se 
halla bien elÜcidado .• ¿· adh.~~ión de ·;~\~i b-áct;ria~ ~I int~sún·~·del~adÓ m~diada •.por 
adhesinas (lasc~aiei:~e~~ral~eíite tie~~•un~e~trl!c(~;~ él~ pili_.6' fimbria'sres,seguida 
de su reprociJcci?n y.la~c~16niz~biÓ~;~eltn\esti~o.-éies;Üé;·w .,~·;¿1ai"1a ;icid~c~ión. de 

tas toxinas térmolábil y.terrT1oest'a1:¡1e'da••.1uga(a·._1a·apá~icÍóÍÍ,dé'un,cua&o·de diarréa 
acuosa; · Lá adh~siÓ~· ci~''.e~tas · -~~tr~~tur~s a. ía pared intesU~al ~s ·a1táínente 

especifica. Las distint~'s cep~s d~ ETEC ~on exclusivas de especie (ha~ pci~ ~jemplo, 
cepas porcinas_ y c~p~~.hu;n~n~sÍ~ 10 cuai itu~tra está ~spe~ificid~ct. É~ ~i~ta de esto, 
se han buscadiJ'.ré~~pt~;~~)'a las.adliesinas. Actualmente se coriócé;ioi;r~cepto;es 
para varias deeU;s, I~~· 'cuaí~~ en general i,nvolucra~ sialil glicoproteínéÍ~. : · 

Las fimbrias de 'E'fEC son; además· i~munÓgenos importante.;. Una parte de la 
respuest~ a la i~fe~cióiÍ:por'ETEC está dirigida a dichas e~tí~~turas, Aciémá~; está 

.. , .• - «'. - - ·- _,_,,_. __ _. ..•.. ,, .. , _,-· - . --

plenamente comprobado que la inmunidad contra ETEC 'séde!be éri bu~na rnedida a tá 
respuesta. inmune. ~onira, losdiferentes factores antigénié~s d~ ~olon'izaciÓni (67): Se 

- ·.·.··.·. __ .. -,~:,.--.·:,;· .'._-.::· :.;.~ __ ·-. e=-'-;;~ -e--.~-·-><: ;,~:\-;c'_.:·';;~--(t;;::::·:,;.;;:-._· .-.: 
sabe, por ejemplo; que Ja ad.ministración oral de CFAs purificados es cap~z de induci,r 
la prodycción • de . lgA anti C~ ~. y,· confiere proiección cah'tréÍ '18 fn't edén .. con 'ETÉC 
portadoras de CF,As,(65) y ~u~ u~a infección ~o~ ETEC_~éÍ~~9.i.adéÍ;-a ~i'P.fé~~ndi; de 
diarrea, incluceprotección'contra ·1a_infección· por'tiactéríás· 'productoras el el rñismatí¡)()··. 

de adhesiria;( C~A) ~: ;~J~;;t~~lna (66J: 'J)e ~si~ manera; 'ª· re~~u~~ia 'cie ~:nticuérpos' 
contra las . fimbrias• de Eschériéhia coli eritercitoxigénica proteáe · coritia tá. diarrea 

ocasionada por este ~atógeno inhibiend~ su adh~rendla al epitelio i~t.estlnal. 



CARACTERISTICAS DE LOS FACTORES DE CÓLONIZACIÓN DE E.cou ENTEROTOXIGÉNICA 

Existen distintos factores de colonización (tabla .1 ). l.os que se, con~cen mejor y cuyo 

papel está mejor est~b.lecido;on IO~f~~tores aniÍgé~ico~dé'cblonizá~ión 1;Ú, '''···.Y ív 

::;1;:~'t!f Ef ~,~1i;ií~~~~i~~~~~t~li~~li;:;~t~:, 
homogéneo; mientr.as• q~eCFAJll~y .?F,A11\J.;están·• .. comp'üest0s. cada>'. uno.• pOr tres 

por estr~ctÜras ·fi~rila;es:~Jy d~lg;da's q¿e 'u~nd~~a.:;erse agiegaCias ell 9;and~s 
masas al microscopi~ el~cÍróri'ico.''c14:24), ~ ". . . . ::~ , ••• : :.. ·; ;/ ... ,· . 

Los distintosUpós dé iÍrntiri~s d~ETEC h'an sido icÍenÜflcados Ydistiíl~uidos pOr sus 

diferentes patrones de 'hema~lutlnaciÓn Y, por' se[~i~gia) 'l.o~; fact6~~s 'cÍ~ c'b1onización 

tienen la capacidad ~e ~·glutihar ~~itró'citos d~ dl
0

fE3re~tes 'oríg~ries eh f~;~a. ~o inh
0

ibible 

por la o-manos~ (he;,,agluti~~ciÓ~- resisí~~te '~\1a •~a~;~a'.é r.iRHM)j27, 29). Pbr 
ejemplo, se sabe. qUe CFM CFNivy .el a~tígeno '87a~ c~u~~n MHHM de eritrocitos 

del grupo Ay bovinos, mientras e¡~~ Cf Alll cá~sa MRHM:de:~dtr()Citos: b~~inos y de 

pollo. A su vez/el antigenO 223D'no posee nin'glJna 'actÍviaad hemaglulÍnante. Enlos 

últimos años se ha genernlizado la identificación mediante.antisueros esp~cíficos. 

'º 



TABLA 1 

CFA 

CFNI 

CFA/11 

CS1 

CS2 

CS3 

CFA/111 

CFNIV 

CS4 

CS5 

CS6 

CS7 

CS17 

PCF 09 

PCF011Í6 

2230 

8786 

CS18 

HARM: Hemaglutin~ció~ r~sisÍent~' á la mon~sa, F: fimbria ;¡gidf f:fibril~r' ' ... 
. ' . ·.:.·. '.'. "•' .. .· ... ' . ., •'" ' - - -···· -·-- ·-~-·-'--'""·"·""'i''"'• 

Patrones de hemaglutinaÍ:ión • resisteirúe;~a la ·manosa:·-H: : erlirocitós humanos, 

B:bovinos, P: pou6. C:~cobay~. f. hu~anos, préferente~ente de raza ~egra. 
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BIOGÉNESIS Y GENÉTICA DE LAS FIMBRIAS DE ESCHERICHIA COL/ ENTEROTOXIGÉNICA 

Cada fimbria e~tá formada por la agrupación de ap~oximadaméiite mil subunidades 
proteicas idénticas, unidas por enlaces no covaienÍes. l:()s g~ne; estrúcturnl~~ de 
estas súbunidades se . han encontrado casi siempre en'· plásmidos~ Una excepcióp la· 
constituye una cepa en la que se obser~CÍ qte1os gen~~ esqycíJraf~~.;d~losa;~tígenós 
de superficie cs1 y cs2 (subcomponentes dé1.r~6tor 'an'tigénic~;de 'cC>1on'iza~itin CFAll) 

aparentemente estaban ubicad6s en ~1 ·croniosoS~ ba:C:tería~6.(?.4J.: ' },;· : ·•···. ·>· . ·· · 
Las fi.mbrias mejor conocidas ensu.estructiir~}'er{~C lll~ca~ísnibde e~portación y 

ensamblaje son la fimbria P, pres~nt~ ~ii"ce~~:~ ú'r~p;Íogéni~<Í~ de~É; é~Ji y I~ 'firiítiria 
'·, " ., - ' I ,~ '. ' ''-'" , .; ¡ ,. •• j '' '• ·o o,•,, '·• ,- ,-, '• '"-"·" ·:. -:.:• "-' »•··- ·~< '; 

tipo . 1, presente en· aislamientos: de E coi(patógerías' y'. no pat.ógep.as' d,e 'ci,iversas ·.· 
cepas. Estas fimbrias, sop :mcido1óciican\enie{~UY' dii~iept'~s'.i· · ii~ CEAs'y PCFs 
encontrados.·. en las . cepas tiumana's ele' ETEC; 'si/l' embarga,< compárteíi' ci~rtas ·, 
caracteristic~s cori' ésÍ~s' 16 'qÜ~ ha'ce • ú'iií de~cribirl~s ~orno tina ~gró~i;kaclÓn á la ' ' • 

- ~ ·~, ' ., o -- ;~\:: 

manera en qÜe los factores de col9niz,acióhs~formar-) .·' ' ,,' ·.·', ·.··' ' .··, ...... ' 
La fimbria p y la~h~~~{~~tá;·;();.~;;'cia~ por'~bunidad~s ~~om,~da·éJ¡js ~.~ u~~·hélice 

de 7 nm de diá/11etro~conLJnagujero axial.· Tienen además-una pÚ~taiformadapor 

:~:u~::Je:.·s~1bi~_t-~d;iJ~0 ~~!~;:t0e~~~±L~1·.!~~Z~~cif ;1~~¡~¡~~ 1ff J~1r~1i~~! 
como adhesin<it .· La.··. biosínt,esis y·. e'xpres,ión. ',de . la · fim.bria f'. .. in~olucrá once genes 
ubicados. én un <OclÚste~;; en' 'el créímos'omá tiacterianC>: cuyas'.íespéctivas rüñé:iones'•se' 

conocen grac¡a: a estudio•s· dé in~ctivación.de cad~·gen.Existen :.dos·'.genes 
reguladores (P~p I; Pa~ 's¡,; UQ d~n e~Ír'~ci~~aÍ(~apA) ~ue é~'diflb~ p~r~ I~ sÚbunidad . . ' ., ' ' ' . -- ''• . - ~ . - ·- . . : --, ' '' . ~ . ' ·- ' ' - . ·-' ' ' . : . . - . . . . . . 

proteica principal ; (lé cjúe'•forr11a 'Ja''estructura .·• helicoidal) '.y otros•'· c,uatro 'genes 
estructurales (Pap ~.~Ei'~.G'if(iu{~óciif,dah.~ár~: ~r6ié;~~~ qÜec~hfor,:;;an 1~ pÚnta de 

::F:j!f ~rr~:~x~;~;~~~i;~J~~~~~r~:i1~1t:~:t~:~ 
formasimp-roductivas antes delen~amblaje:•cjUéesre~lizadó·efila membraná externa 
con 1a participación cie 'ª: prot~ína ccidific~é!á i>C>r' ~¡ ~en f>áµ cTos · 9~ne~ inv~1ucrados 
en la síntesis y expresión de la fimb~ia tipo i (de~omin~dcis lim)son slmilare~ a los de 
Pap, (28). 
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Un aspecto muy interesante con respecto a las adhesinas fimbriadas .. de las cepas 

humanas de ETEC (CFNI, U, 111, IV, PCF 0166, etc.) es que s~ est.ructura es similar a 

la de la punta de las fimbrias P y tipo .1. Se puede incluso especular que 'posiblemente 

estas, fimbrias hayan evolucionado de ~eneSqueforma.n pa~e del n~iuster" de Pap o 

tipo 1. La .·.fimbria. KBB ha sido· aislad~ d~ cepa~ ~Orcinas 'y Íie·ry~ u~a· estructura 

parecida a 1a .. de las fimbria~ deETEChtina~~s rn~h~icin~d~~; Esta. fimb¡ia difiere de P 

~~~~ii~~~~~ttf J~~jt~J~~~irf~~~~~~ 
equiválentes á Íos.~pé;cme~ Papy firn,\{6n · ~~ries~eg~l,~d~r~s.'genes. que codifican 

para una ,chaperoni~ap~ripl~~mica,·.u~a p~cit~írfa d~·~é~tirari'~ exté~na .. lnvolucrada en 

el ensamblaje fi~aÍ-y u~ ~g~~ estrubtu,;al i2i'{·óé P.~tá ~~ner~. e~_isten raiones para 

pensar. que la.··.biosÍ~t~¡;is;y el·~~sá~blaje ,de-'ioS'}pF&{y .pÓF~siga los·. mi.srnos 

principios que las fi~l:Írias menéiOn~ciá~;" ~: ;.<. ~ , . ,y; i;{ · · · << 

Las fimbrias enconfraais ~rl·cé~~rde ETEC hÜrnan.asson 111enos conocidas ensus 

~~~~~~~~f ~~l~~~~!~~l~ilqt~;~,;;bf~~i~~~~ 
CFNll) (24)~ De'~pué~·~e,desc,ri~ierCJn·9enes,reg~lad~ies cj~;laexpr~sÍó~ de 'cFÁ!ly · 

CF NIV. homólog~s a ~ns; OE1 gen r~g~lad~/p~ra CFNI; rep~rtadci ckrno 'cfaD y como, 

::::~i:!.!Jl~·~j·tt~;~z~~f Jtf ~tt~~~~~¡~1trf~~: 
contenido ,de .G+c:: .·.poco usual én)Escfiedc/Íia ·. coH y pO:seef,codones. raros~ {AUA' para 

isoleucina. GGA o GGG'par~'glicina):'ade'~ás'de seihomólogos a gen~s-cle'pr~reinas 
reguladora~ cono::iciás ae otra~:.~esp~ci~s. b~cte~ia'na~~: ci~~º ·..\ra~c: JlE'.-'ci~n .. y 

Salmonella typhimurí~~·. 00
Er e el~ Erwi~ia caroÍÓvo~á 'y vi~F él~ .• y~¡sinia' enterocalitica: 

Se piensa que se frátá d~ uA ~ien de ~dqui~ición r~cíente. Ad~má~. se ha r~port~do un, 

gen silencioso homologo a cfaD s~parado dé é;Íe y cerc~no at gene estructural. Lo 

13 



mismo se ha encontrado para CS1 y CS2 de CFNll y para CS4 y CS6 de. CFNIV, en 
donde los genes estructurales y el regulador se encuentran en plásmidos séparados 
(10). 

Existe un grupo amplio de factores de coÍoniza.i:ió~ de ETEC regÚladospo~ el m.i.smo 
tipo de.genes. Se ha encOntrado q~e •nl.Jíllero.sas 'éepas'deETECqÚe expresan otros 
factores de coloniz~~ión (el ·f~~i?r putativb d~ coloriia'6ió{ofo:6.·PqF o 1 s9'. f CF. 0°169; 
CFNlll·y CSl) hilJri~f n tu'~.rt~''.o ctébii~~nte'cClil•·.uJ1a'~~nd~d~cfaE/ Ca~i t~das. estas 

fü~~Ef !~~~2~~1~i~~~l~f ~~~~~~:~~ 
:~:~r~p:~~~:n!eJ·~~t~~~;~~~i~!~~~]t:t~iliés •. ¿~:~r~p ·.(~:: c~1r er;terÓhrimci;rá~ica. 

· '.· :1-~- - ·' · ;:~/A: : ·. 
, ~ e:.:-' -·' ·_ .-~-~> 

HoMOLOGfA ANTIGl~Jrcii Y H¿MDLOGiii sl:cui:NÓALL· · 
A pesar de queé'son antigénicaménie.·disU~tps(seiJislir~ueri·· por serología), los 
factores de éolonización présé~ta~:.cierto; gr~d~ ,j~. r~~clividad cruzada en pruebas 
inmunoquímicas: sé· !la o~s~:vacio··~·~· pru,ébasde.wé5t~rri·iiioi·~ué1íos~;riucuérpos 
producidos contra ;ba-Cteria~~:que ex~resan/el éOmponente CS4, deCFNIV /eacciorian 
con CFNI y és1 /~~ m~no~gr~do c6n cs2' (42). En otraserie d~ esttdiosÓrienÍactcis 
hacia una caracterizaciJil m~s c;n;¡Ji~ta cié e~t~~ie~~ivici~ci·6Lu;act~;'.se ~ncontró que 
sueros inmunes y''anticuerpcis monciclonaJes Obtenidos'~ontra. fimbrias in.tactas .. eran 
capaces de re~~cloii~r. con fin;brl~s d~s~aÍuraliz~ciaéde :~n)ipo dif~;e~~e· de aqu~I que 

habia sido utiliz~.~~··cºT~Jni,u~óg·e~.;:.E~t~.rÜ-~.dirr\osfr~~~·,cp~<~r~e.ba\~e,·.ELISA~· 
inhibición de la unión de'antiéUerp6s anti CFAs•o anti CS"a CFs u'nidos a fase sólida 
(inhibición· mediadlporl~~ ·~~Ílg~n6s 'ci~sn~iu~~Íi~ad6s) tLópe~ vic!~1· etai.,' r~suÍt~d6s 

. . . - - - .. - - ... - j" .. 

sin publicar). Las fimbrias utilizadas eri este úÍtimo estudio fueron CFNI, CS1,;CS2, 
CSJ, CS4, c'ss; css: CFNll:?.2Jo:ci16§:y o'ls9~: é• • . . ..•. e, • - . 

Existen distinfos grados de similitud en las secuencias 'de áíninoácidos de los 
diferentes factores d,e c61o~Í~aciÓ~; la reaclividad cniz~da'entr~ Varia~'fimbrias 
diferentes se pu~de deber a q~~ algun~s region~s conservad~~ esté~ aC:tuancfo. como 
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determinantes antigénicos comunes. Esta similitud secuencial puede ser muy nÓtable 
- . . ' · ..... ,- ' 

en algunos cascis, como el de_ las subunidades de los antígenos Cf'NlyCS1, {figura 

1). Es bien conocido que Jás~ubunldad~s de
0

CFNI, CSl; cs2 y CS4 tie~en extremos 
• ' "".':~·';;-· .'--"··. , •• _ . - . . .".. • . "' . ,_ • ' - •.. ·, • •? - - ' ·'. - .' . : .; ' - .... 

amino terminales muyjia~eci_dos. Reci~ntemenie se ha encont~adó que a este grupo 

se le puede ;,aña~ir : .. ~l:_factor••putativo de, cibio~ización' i0166 (figura. 2). 

Desgraciadamente, ~o(ó s?<:onocela seeiuencia c·~n{;feta de álgunas. subunidades de 

adhesinas, ~or '1~' qu~ toiiáv'í~ :~~-~s'pbsibí~:' sáb,~r'.bieri ;~~á¡·~~'i1a e~tensión y el 

porcentaje . de identi~ás eritre;éstá's :~~ci.teinás/ En~ el· c~~CÍ{de' firribriás de cepas 
- . "·• · .. • ·--· . ·, ¡-i-;': . J.- ' .·-.. - ·e·.• , '.~:, - '.-' -·- · - · •; ' i:_, . - • ,.. . ' 1 • '• 

porcinas, se ha visto'qüe la región de mayor simllitúd corresponde al extremo carboxilo 
' - -:.: .· : '::::::' <::<;. :-;'~ ;.~·'. .. '.. <'.'.·:/ -;., \' ' _:_' ·--, -'~_;. :.~~ ,_,, -<': : .. ;': i- ,;.~- ~-~ ~-··~<' ~. -:~;:~:. -. l;-· :-.- ' 

terminal (9 'a 27);• Se ~uestran ·a continuación, los r~sultados de alineamientos y 

::1:;~:c;~;:;at~t;o ~~ lo~If b¡fr;~!·;ec;~:j;~Ja~~e~f dJ~:~~ina~tr~s ai~eug~:n;: 
estas regiones esí~ invo1ucracia.·{collloe'r)itopo'córnún):en é1 fefi'ómeno de reactividad 

cruzada.;. Y.• ;~.(-t .;~~,:,,·Fl~~~·1":·?~ . ··.• .. ·. --~ ,::· 

ALINEAMIENTO DE LAS SECUENCIAS DE AMINOACIDOS DE LAS SUBUNIDÁDES 
. •·· \DE.CS1'Y~CFNI·-~ ,,;, 

CSl - VEKTISVrASVDPTVD~i:dso~~ALPNJ~~L;~SP~~FEAHTI~TNDSD~55 
,: ·: : :¡;-· ;- .- -r .. t·=~ :-~ ':·:~-.;-~ :; . :: ·: -; ·,:;. : ··:L: :--·-::~_:· :~:-~;---=· -~··_.:;{-~ _ ;-: ;-:~::,-_~ :~(: -~. .' '-:·::: ·-~~ .. /'l"/: /:" 

CFA/I -'vEKNITVTASVDPVIDLLQADGNÁLPSADKLAYSPASKTFESYRVMTQVHTNDAT-55 
·1··: 

CFAI -KKVIVKLADTPQLTDVLNSTVQMPISVSWGGQVLS'ITAKEFEAAALGYSASGVNG-110 

CSl 

CFAI - VSSSQELVFSAAPKTAGTAPTAGNYSGVVSLVMTLGS ·~147 

/denllcfad: 75 ( 51%}, Similitud: 30 (20.4~ó) --·~ 
Ntlmero do huecos insertados en CS1: O, Número de hueco Insertados-en CFAI: 1 
Matriz de comparación: Estruclura/-genética. 
El cara e ter para indicar que dos residuos son idénticos es':' 
El caraeler para indicar que dos residuos son sim~ares es'.' 
Los aminoc1cldos que se consideran similares son: A.S. T; O.E; N,O; R,K; J.L.M,V; F,Y,W 
• CS1: anlfgeno do supertício de E.coli 1, es un subcomponenle de CFA/11. 
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FIGURA2 . 
ALINEAMIENTO DE LOS EXTREMOS AMINO DE CFAI Y OTRAS ADHESINAS DE 

ESCHERICHIA COL/ ENTEROTOXIGÉNICA . 
' . ... ·" 

Adhesina Secúencía ele aminoácfdcis .... ·. Posición 

CFA/I 
CSl. 
CS2· 
CS4 

VEKNiiVTASvDPVIDLLQADGNALPSADKLAYSPASKTFESYRvMTQVHTND - 53 
; : :T:s;~,: ::':TVi:: :s::S:: :NSVÁiT.::: ;vm~':.iAHTIN.:v:': ;·,; - 53 

01.66 

A::;·,;:/,·,;¡,:;·,::,:; 
: : : : : ·;:C:·: ,·,, :': :I::: 
::(::•:::: :: :·í··:T/:I: ::N:S:: 

El cari1cter Para indicar'qú~ dO~ r0s!duos sofí 1déntiCOs -es':', . .. .. .:- .. _ _ _ . . . , 

- 20 
- 20 
- 25 

Los caracleres en cursivas Indican aminoácidos similares (Los .aminoácidos que se ~slde.ran similares son: A,S,T; o.e:· N,a; R,K: 
l,L,M.V; F,Y,W)EI alineamiento· so hizo sog~n el mótodo do Naed!cm:a.n y Wunsch.'--; •,: 

.- -· ' ·. ' ;. -. FtGUf~-~3:~;:, ·-~.: :.-.--·>""'.'. .·Li:. ':~.---.-_', ... . ·' 
ALINEAMIENTO DE OTRAS SUBSECUENCl.l\S SIMILARES MAS CORTAS 

Adhesina-Pos.-Subsecuencia . · · Adhe~ina-P~~Í~ióri'.slJtii~cG~~cia ··.··: 

CS3 94~ NITLDKN CS5 .. ;·_. 

:·:.: L:;:: 
css 43- NITLDSN TlPOl 

: :,:::: : 

'39- TASLAQE(:;A 
~- :,_:_ 

CS3 119- PLKF· CS!; 107- LTLSTAV 
-.. -.. , 

·-·'--• .":-~·:-.<.:;:·~-: : 
8786 13C· PLVF. CSl 31.~ LTYSPAV 

:·-,--·-

CS3 48- LSNTSI CS5 1.1.6- AKGEVA .. . ·. ·.-•:. . .. 
CSl. 89-·: LSTTGr 8786 3·- AVGDVA 

CS3 39.-. SNTLVGV CSS 11. ~ WQGVVPS 
: .. 

TIPO l. 95-, SATNVGV CFAl 84·- WGGQVLS 

CS3 14-· NVLS CS5 42- LNIT 

.. "' 
2230 2- NVLS CS4 ·. 3- LNIT 

0166 
.. 2i- NGSAL 

.. .. 
css i2s- NGQAL 

Los alineamientos se realizaron con el programa FASTPSCAN de PCGENE, que sigue el algoritmo do Needleman y Wunsch (44). 
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OBJETIVOS Y JUSTIFICACIÓN 
Aspectos de la inmunogenicidad de las fimbrias de ETEC que se busca aclarar: 
1.- Los epitopos continUos ( epilopos consti'tJidos. pof ~oii~iones adyacentes en la 
estructura primaria) en CFAtl de ETEC recon~cid~s por la ~esp~esta dé anticuerpos 
humana. 
2.- Los epítopos involucrado~ en .. la homología antigéniéá o reactivldacfcrJzada:. 

Razones para Útiliza'r,CFNI comÓ'modelo:•·::, 
• CFNI es una fimbri~ freéJenteme~ie ~re~~~¡~ ~~ 16~ ~is\a.miellto~·(j~ ETEC, por lo 

que la· información obten.id.a dé esta proteína sería de'más,'utlUd~d en la búsqueda 
de cacunas cont~a la diarle~ ~or,ETEC 'qúe I~ iniriim~~ión ~tlte~idade úA~ p/otein~ 
de menor i~pÓrtanélá.:, •. ( ~' L. '°'o .••• 

• ~:hse:i~:~é~! ~0r~b1~~~f iio~~{j~ ~~~~i.i~~J)~:i~F~te;~1~~rJ'.u~~~::·~~::. 

· :::;~~¡1~7~¡:~~jtr~~~~~tl:f ~!l~~.;~~·=~~~~·~r~,:: 
donde debe encontrarse el : epítopo .: récónocidÓ: por. uno .. de los anticuerpos 
esiúdíados en e~t~ ii~bajo .. 

• Un anticuerpo monciclonál: dirigido\.co~tra algún' epifopo común facilitaría la 

identificaciÓn.'de.c:p~s'firiibíiadasci~ ÉfEc;F~n ÍTlétodo Je escruti~io.' Este 

::~oduon d;r:;:r~t~n·i:J~1~~~::º~~st~~:ii·.füt:[~n~~~~¿e~~sq.~~~:irl:n:~:ª.:i . 
método actua(el c~al iequi~~e ~~íaisíanii~~t6;1ácblirificaciÓií y"Já'id~;;tific~~ión de 
factores d~ colonización°indivfduiif~s:·:; ······• , . ; 

• Las regiones idénticas de los 'genes de las fimbrias homólogas podrían además ser 
utilizada en Una s~nda pára la identificación de ~epas enterotoxigénicas de E. coli en 
aislamientos clínicos. 
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• Las subsecuencias reconocidas por la respuesta .humana podrían ser utilizadas 

como parte de una .vacuna contra este patógeno, especialmente las secuencias que 

además estuvieran involu~radas re¡¡ctividad. cruz¡¡Í:la (ho~ologíaantigénica), ya que 

podrían inducir una protebCÍó~ cru;ad~ frent~ a cepa~ dif~~éntes d~ ETEC. .. 
,. " . -- ··,_ ':[~,:' ~ ... ! . . - . 

La estrategia e~perimerital que ~.¡;:prcipone;~ár~ logr~r estoi6bjetivosse basa en las .. ·-- --· .. - ,: ,._ •\ .. . . . ' 

siguientes hipótesis, que parten de Ja Información existente sobre la inmunogenicidád y 
la estructura d~ Ías fimb~ias de ETEC: . . .. . . 

IS 



HIPÓTESIS 

1.- Una párte de la respuesta i.nmune humana al factor antigénico de colonización 1 

(CFAll) de Escherichia coÍi enterotoxigénica, inducida por, la infección de bacterias 

portadoras de esta fimbria; está dirigid~ a epítOpos lineales; es decir, á epiÍopos 
. .. . ., ... , -· .··, .. - ''·- --, ·-" - -

constituidos porserie.s de-posicione(adyácentes_ én la Secuenciá•i!ea,minoácidos de 

esta próteína. • ·-
"•'/·'.e: 

~- ~: . - ·;-: 

2.- Lá reactividad crUzadá que presentan dis'tintas fimbrias sedebe;·almends éri parte, 

a la existenciá·deregicineshomÓlogas· en las'secu~ncia,s de -~friinb'.á.cidosd~_•slÍs 
suburÍidades proteicas, las cuales estánaciúandci como epítopcis linealés com'únes. 

;: -. -~':_,- ----'-.~: -

3.- Et anticuerpo• monoclonal ; :6: que se une a un fragfl1ento ~·e}sd arfii~oácidos 
correspondiente al extr_~mo N terminal de la subunidad d~;cFAÍI, 'pued~ ~star 
reconociendo un epítOpo lineal. 

-. 
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

ESTRATEGIA PARA LA BUSQUEDA Y CONFIRMACION DE EPITOPOS 

RECONOCJDOS POR LA RESPUESTA HUMANA 

1.- Realización de pr~eb~~ de ELJSA utilizando todos los posibles · octapéplidos 

subsecuencia deá&1 (~EPScAN CFA/l} con sueros de tres. niños, obtenidos antes y 
después de una inf~cción' p~r.ETEC CFA/I+ .. . . 

::,•.·- ., ' . :.-, 

2.- Selección de J~~r~girin~~·de Í~ prCltein~ q~~ pu~de'n sef C:on~ideradas importantes 

como determinánte~ anti~énicos Íineaíes/üimza~do-Íos ~igUi~nte~ crit~rios: ·.. . . 

a}Se selecio~~rC>n los péptidos ~q;~e ~6risi~i~nt~frie~Íe tie~e~ ~n~ ~borbancia ·alta con 
: ., ,_ ... ·· ··. v"· .. - ... ,_, " • '--··. ·"- ,'. . , . • ·,,, · .. , -., 

sueros post infeCción ' (aqueHDs'••"qúe '' se·encontraban'' enfre •Jos'. diez .•d.e .. mayor 
absorban'cia en cácia'pri.i'eba}: ·-•. . · .. ··•·• . • . .. , .... . . . ,···· . 

b}De los• anteriÓre~Jseiésc'ógierón .·. Jos•pe'pud~~·c¡u~ además-pr~~ntabanuná .'.razón 

valor/fondo alta (com~ ¡fondo ~.E! · conside~ó e! · pr¿m~clio .· dEl. tOd9s' los ~alares. de 

absorbancia. enun 'p~pscán, raióri'. valoÍ..fondo,;alta~se: con~idérÓ' como '•aquella 

:~~=~::n:~:~~e()! ' 1~iev~~~:t~:;;-~b'.~~~b§n~J~~~¡~¿~i:~It:J~~~ü:;1~l~·~~·-aq u ellos 

para Jos que 'se bü~6)a. ee6riterio de 'se~o~C>river;iÓií (ca'mbio én Ja ap,sorbancia. 

asociado a la infécéic'm riíáyór al 1 soo/o¡;. / •·. · 
::-'·.> ,.:_:-: :\:·_: ·<-· .. --.. .... ····.' , ·. .. . 

3.- Pepscan de la;regiÓnes sele8cionadascon ~ueros decuatroniñosmás pre y post 

infección (s~eros cié1 estudió.ªª E:1 .. Éc cie abril a juno ·de 19a7 re.aliz~do en e1 

Departamento de lnfectoldgiádel lnstiiuto N~cional d~ Ja Nutrición "sal~ador Z~birán"}: 
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TABLA 2 . 
PARES DE SUEROS DE NiriíOS ANTES Y DESPUÉS DE LA INFECCIÓN 

Dos alsí~/TJiénios ~r~V;J~ (27/sep./89 y 15/mayo/90), nos _'~ ~"9 eI ~;,.\, .•:~:Ün a/s/~~l~nt~ ~reWo de . 
ETEC (no se sabe el CFA) 77. dlas antes "* Un aislamiento previo (7~4/87) cFA' ~fn ldiÍÍÍUficar? ·}j,;,:.·,;,> i 
D573, R220 y S318 (primer. grupo de sueros) se ecisayaron éon los.' pépUdOS,slntetlzados. por,Cambridge 
Research Blochemlcals:. Los demás (segundo. grupo)· se ensayaron, ·con' tos 'pépUdos .sl.ntetlzadós -en el 
/aboratorfo como parye_ cl.E!.e~te. tra_bajo, •. ·. ·-.. .;, " "}i;•'. -: ; e :}: ' :,;;~;: ,:¡;::,.- :}\-.: ":: : : .,,,. : ' 

ESTRATEGIA PARA LA BUS~UEDAq§ i:~'.~~iospo~~N,~S ENTRE CFNI y 
OTR<)S FAC"fORESD~ COLONIZACION 

_,, ... ;: ~- ' . 

1.- Obtención de sueros policionaleshÍpe~i~mun'es cie c()~~jci anti°CFAs: ·. • •• ' ~-->~· .. :'.: • '- L'•- •, ' • • 

. TABLA 3 

CFAJll: CS1, CS3 

CFNIY: CS4, 6CS6 

CFNI 

2.-Absorción de, los sueros hiperinmÜnes obtenidos coii bacteiias dediversascepas 

de ETEC para eliminar anticuerpos contr~ otr~s e~tru~t~rasy obten~r s~eros de m~yor 
especificidad (pára Un solo CFA). 

2t 



TABLA 4 

C36/092 (tipo clínico del INNSZ) 

C01/350 (Cepa tipo ~linico; INNSZ) 

H10407 

únicamente CS1 

únicamente Cs3 de CFNll 

únicamente CS6 . 

mUtante deficiente de CFNI 

TABLAS 

POUCLONALES OBTENIDOS 

SUE~; ~~~~~~f ~~11 m~: 
:,:.·:::·''''· ... 

ESPECIFF 

élp~~~t11±~' 
FINAi.:'\'.{• 

15 3.16 52 antiCFNll anti CS1 

16 3.16 53 anti·CFA/11 anti CS1 

3 1.72 52 antiCFNll anti CS3 

4 1.72 anti CFNll anti CS3 

9 3.12 anti CFNl\Í. ántiCS4 

10 3.12 --d. antiCFNIV anti CS4 

3.- Realizacción~.e Pepscanc'~Akc~n"1o~su~ro~conira ~Iros factores decolonizáción 

(sueros heterólogos: 0;bt~~ldoi~ti~6~bi~'ri~o los s~-eros,hiperinlllu~es d•e ~oneios) y sus 

sueros preinmun~s da;~é~~p~ci\ent~~:· P~rk6~~·c;/~pitci;o~-6oin'J~es: : 
._,,_-~_,. ·. <··>·· r·r>: --· .... ,"_--·,. _-o-·.}/-::~~-~ -~~~i<~ ::'r' 

Se realizaron EllSAs irídlre~t~~- 'aNti facl~i~s ~e ¿IJ1ó~ización con ,los sueros de los 

conejos durante. el esqúema>cie:Jnrl1uniiac, hiperinmun~s ~ntes' y después' de 

absorberlos ''con algún CFA'·'delermÍnado;'.Se reáiizaron' además• inm Únodifusiones. en 

gel de agarosa delos suerci~ hipe;inmunes antes y.desp~é~ de ~b~o~berlos ' ' 
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BUSQUEDA DEL EPITOPÓ EN CFA/I RECONOCID.O POR EL MONOCLONAL 1 :6 

1.- Pepsca~ de CFA/I (péptidossintetizadós por Cámbridge R~search Biochemicals) 

con el anticuerpo mono~lonal , 1 :6 como fluido dé áscitis Y' com~: sobrenadan te de 

CUitivo de hibridoma~,, en distintasdiluc)ones Y b~jo dislinÍ~s CClndicio~~S de bloqueo de 

la fase sólida, asi carpo 
0

c6~ lgG p~rific~das;~ •partir dé ,fluido d~ ·~scms; .·. . . ' ,- .· . · 

2.- EUSA' i~di;ecfoy ELJSA Ínhiblcló~ ~on el pépucÍoiVEKNITVTAS /con el péptido 
' .... , , . . ·., .. 

NITVTASVacopladoa albÚmin~ séric~ bovi~á~ .•.. ' ; ; ... , .· .·· 
3.- Pépscan· CFNI -'(pé~tido~:7 sil1t,etiz~d~~'.por dupncacilJ ···en'. ~í ,; Ó~parta~ento · de· 

lnfecto16g ía. del 'INNSZ c6;n 6 parté' dé 'est~ · .. trab~jo) ~en s6br~nadant~ de 'cultivo de 

hibridcimas 1:6. 



. MATERIAL Y MÉTODOS 

MÉTODO DE GEYSEN DE SINTESIS ~E PÉPTIDOSPARA PRUEBAS 

1NMuflJ06uiM1c~s · · 

El método de Geysen es una ~ariant~ de1 lllét¿ct6 t;adicionalde sfntesis de péptidos en 

fase sólida(43); En .estep~étodo .. ~e sint~ti;ari.'.lo~;péptid~s:·s~bre palillos.o "pins" de 

polietileno a los q~~ s~ ha.'adido.~adb polÍ~e;~: d~JácicÍÓ acrÍlic¿· Yque U~n.en grupos 

amino di~po~ibles;;;•Lo~ ~éptii~S:Fnte~i~ad.~5, {iiftesff :.~·~º~l §~ed,~~ unidos 
covalentemente a esta :fase· sólida.!• Los• "pins".quedan <ordenados ~n .una •niatriz para 

~~~~j~~f ~{gf f l~~ilI~~t~zlt1l~ii;~~~ 
péptidos, lo queJiac~ p~sible reuiiiíza; l~s p6ptidos hasi;i ses~nt~ ~eces, en .pruebas 

diferentes (48-54).: · · · i· . ,·. 

·'·p~PT/DOS SÍNié'ricOs:·· 
Octapéptidos. traslapadoséqúe"Icomprendían·.· toda la.· secue~~ia . de ~CFAfl,: unidos 

. '., .,º •, < ,- •• ', • _, • ·- ' -

covalenterriente a· "pins" de pÓlietileno fúeron inicialmente sintetizados· por Cambridge 

Research Bi~ch~mi~~ls, \egún : la. s~cL~n'cía' reportada "'~o/i'Kleí'.fim (11) y 

posteriormente· siniet.i~ados en'el 'laborat~rio,(Departarne~tode,lnfe~toiÓQ';~.· Instituto 

Nacional .. de· la• ~útri~lóri ;;S~l~~dor,ZÚbirá~;·Í··'p(J~ d.~Plic~do;·:'~~·~~niJ~ s~cuencia 
reportada por Karjalainen eta l.' y confir~.~·da 'pór ~?:s,s~I~ et al. ¡12, 3~~:· ' • 

'·. CoN'r~6i'q~ i_~i~f~s¡s .. ~ ,S'. "'· r ·. 
El control· de. la síntesis se reaÍÍzó''~inte'fi~ancici ¡s-imüJfaneamenie a los~péptidos de 

CFNI los· péptidos¡ccintrol;positivocptAcf y'cGLAQ, 16~-~I~~~~ sintetizan ·como 

extremos amino de cict~pépti~?~"quéterhlinan c~~ glicinas•en :el~xÍ~emo carboxilo, 

que es el extr~mo ~nid~ a la ias~sólida; e~ de~ir: lospéptidos'contiou~eron realmente 

PLAQGGGG )1 GLAÓGGGG·. Existe un anticuerpo mon¿clÓnal que reacciona con el 
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primero y no con el segundo. Este anticuerpo fué comprádo a Cambridge Research 

Biochemicals lnc. (~hora Zenecá lric.)Ver adelante en"RESULTADOS" .. -·~ . ' ' . - . . : - - -_ -~ - . . -

.·P~PscÁN 
Las pruebas de EÚSA'.~imlluá~eas con '1o~'i14ooctapéptidos de .. cf !v1.se. r~alizaron 
según el método orÍginai~ente · prop¿~st~ 'por~ b~yserÍi~~t '.' á.I. (2~) ,: ~~n algunas 

'' . . . , .. · -•.' 

modificacion.e.s:\; .. '··::<.·.•· {;?;. .. <?.!'.!.••>··· ,•<";;; ,· .. · 
Se bloqueaban los '.'pins'! conálbúJl'lina sérica bo'viná grado l\l (Sigrí1~ Chenlical Co.) 

al 1%yovaÍbúminag'rado'Ji(Si~íllllf~l1º~ e~s~1Jdió1/s~n~'~".3~brtigJada\:onfosfátos · 

:::~EE~3J~~t~~.;~;~~I:~~:;l~'lt=!~~~~ti~ftt:Jit: 
en los resultados:"oespues de( un· la~a~~ •·.en'Ps~;l"ween. ~ui~nte;l:tiez}1inütos·· con 

:g~~:~ó~~:·· ::o i~.~~~~0:t(~n,:ii~~~~~i~nnabrd~·~~~l~~~ot1tndtIP;i:~)¿~:íld::1:Jü0e0f ·~:. 
horas a A. gr~dos.,Despuésde cuafro lévádo~·cJeidi~~;mÍnuto's:ca'da'.'un~7~ PBS: 

~~~~1:a~~J~~~~f I~l!~~l~l:MJj~,~tf lt~~1?*É~ 
sodio (la azid~· de ~odio •. inhl~·e'í~.p~2b~id~·~a) ~ telll~er~tu;~·ambient~ y ~dn agitación 

~~~~~~~if ~~~;~!J{~ti:~l1!I~~t~~K~~~?~ 
µl/ml de .H2?2••ª' 3~%durante ~5 íl'li~utqs, (a r;ner¡os c¡ue .sein~i~ue,.otro tlempo .• de 

~:~:~ií~n:~t:~~~;~r:tp~~i:;~iitt~i;~~~~;;~r~~~,~1f,~~[~~t~:i~itªd~i:~~:-~: 
reacción a 405 nm .. Después ~e c,~da prueba se separabári los• a ñiícue[Pº~ uníd'os. á'ia 

fase sólida sonicando duránié freinta minutos kis pins én uiíá 'solución de 2-
mercaptoetanol (1 rrií11 OOOml) y sos (1 Clgi1 Ooo~I) en sdl~ciÓn ·~~1i~~ ;111ortiguád~ con 
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fosfatos a una temperatura inici.an de 65 grados, lavando 30 minutos en agua 

desionizada a 65 grados y sec~ndo por inmersión en metano! hirviendo . 

. c~PAs BACTERIÁNAS . 
La cepa de ETEC 60R75, ql)~ ex;res/~~i~~inerite 'C:s 1 (subcorríponente de CFNll) · 

fue provista por.el o;?'Jain~s Nat~~o,d~I Centro.para el. Oe~arrnllci de Vaciunas de la 

Escuela de. Medici~a' de 'ia t.iniver~ici~!?d~ M~~land. c;s ~epa~ C3G/092 y C01/S50, · .. 
. . ~ .' -·:._·· ~: ·->-·. ,:,'.>:<;·-:·-·· :'.-;;.>, -.",,.;~:; ·;·t[;, ::-.'.:·.- '.~·;·~ ... ">-·',:. ·:·-:_.· '." ·:: .:;· ¡.,,_~:,, . ::.~ .• -- .· .. ,{,-:·-. .. f,· ·, . : '· .• • 

que expresaban solamente lcis' antígenos'•.CS3 (componente; de 'CF/1/11). y. CS6 · 
' . -"''·''~) . - , ... - '• .,. -- ~- . \ . 

(componente de· CFA/IV)·; reS'pecUvamÉmte;''. sqn ai~lamientó~. realizados<ª~ ···.el 

Oepartament~ Ú 1íli~~-tó1ogÍa 'ci~¡¡';;~!it~t¿ • N~cio'nai d~ 1a· Nutrición• s~tvád~rZubirán. 
La cepa ,E8775 •..• que··~xPcresa CFNIV ~ompJesto'por: cs1 .fCS6,-.f~e 'ó;¡ginalmente 

provista .por el,,Dr. Bernard'Riiwe.{del fPubii~ HeálttTL.'a~ornt~Íy. s~rvi~e0 :·. Londres, 

Inglaterra: La cepa 13sús<c\.~e ~~pres~ bFAÍll;ccim.pue~to :,de 'cs1 ··y cs2,. fue 

originalment~ provl~ta ~I Departarilehto dJ lnf~ctol~gÍa d~llN~SZ po~ la Dr~, Ann Mari 

svennerhol;,,, ~~ laUniv~rsiéd;a; G~~m~µr~~.·suecia:~; ·· ·· ' · · • 
:·,:_'·_·.e:·~ s·· . 

' S~EROS 1-H.i1ú.~os t 
Los sueros· de• niños menores de;d~s· aftcfa proveñian de estudios ~píderníológicos 
realizados eri el~Departamento d~,l~f~~;ologii·íN.Nsz'~s~.iitm~~roíltaíl1tJ.ié~ .. s~e.ros de 

adultos provenientes' ele una 'i~na ~_riciérnica (Mf xic~)y Ü'ria :h~eílcté~lca para ETEC 

(Suecia), estosúltíni9s·.··év1st;,s·p~r I~ Dr~!iA~n-Mari;S~EinrÍ~hdii'n~ (Ver .adelante la 

estrategia para ladefof'íniriacióri de'epítópos de respuesta humana). 
' • - · ,,, • · ' • - ·º ~ e·. " :. · ·' ' ·•. ·-; . .' ·, · ~: · · \ ' •.' ~. ·; - · -'" · ., . e 

·. A~r1cuERPos ~0~6cwN~LEs ~ pouci:oNALEs .... 
Los anticuerpos .• policlc;'ríal~; c'cintr~ fact'o;~s de icoloni;~ciórÍ ~e ~~tuvieron· 
inmuniza~do i:on'bacÍ~ria~t6r~a1ini~ad~s. :·cb,,;e~za~do. ~bn '~~··.·.inÓculb'subciutáneo 
que contenia uri SO%; en vÓ1uíl1~n.de ady~vahte~6~~~1étÓ·cie F;e~ñéi y pro;lgUiendo .. 

• ·, .. .'. .. . .• ·· '• ., "" · \..o-~· · _. · . -~-e ---·--··-e·. · -,- • ., • 

con cuatro . inoculaciónes~:semanales :.:intravenosas"" de 'bacterias• formalinizadas. 

suspendidas~h ;~lución• ~mÓ~igÚ~ctóra· de~ f~sf~tos ~sté;u. '.(Ver· ~s~u~~~··· dé .•. la 

estrategia para la búsqueda de epítopos comunes para detalles sobre la obtenciónde 

cada suero policlorial.) El ~nti~Ú~rp~ monoclonal 1 :6 (37) y el policlonal 
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R1593%Rowe16 fueron provistos por laDra. Arin Mari Svennerholm, de Ja Universidad 
de Gotemburgo, Suecia. 

ELISA INDIRECTDé'oN ADHEs1~iii DE ETECo CON PÉPT/DOS SINTÉTICOS 

Se sensibilizaban lospozosd~,un~'niic~o~t~ci~ de EUS~ 6an100 µI de antígeno crudo 
o purificado 5µg/rnl~narribrti~uad~rde bÍca;b~nato/c~

0

rbonato0:005M pH9.durante 24 

::;:e:b~;:;~¡~u;¿;~f ~~ennl~ ;º!Jt~~1fü~~~~~;rern~~t:¡~~~;i~~:,1c~1·1~:u:: 
de lo cual se realizaba un la\1ado y se agregabán) 00 '¡jtde la'dHución'ccÍrrespondiente 
del suero y se incub~ba una'h~;a a J7 é/oJsf)uésde est~incuba~ión ~~-hacf~n .• ires 

;;r:~~;ªzni,:~~·-Yi~:~~b~¡:J&~'.a!'~~~~:;:f~zf~J~~ªj~J~J~~~~~~;~·~c~.~~ci:~~· 
inmunoglobuliria5.de. co,nejo o :~.nti.in~unoglobuHna~ci~\a't~n; según·e.1.c:asoJ diluido 

:::~~,ff ~f~~:~~~~í~~~.;{f ;~~~M~~~~.~~t~~t~~;: 
pH4.5 con H202 (5µ1a~5:ml); deteríie,nd,o'ta•freacci.ónºdespués de -~.a .• 20 m.inutos 
adicionando 100µ1/p6z~ de ~286~. 1N:·5~-(~fá Í~a~~?rll~'~;;~·a 492~~'. · · 

· ELISA lNHIB~~;~N:C~NfFNi :~~~ P~~~l~~s. SINTÉTICOS••. 

Se realizaba ae · ra' 111;$,'¡;a ·manera iíue; el E.i.JsA)ndir~ctoi. adidonando al. medio 
diferentes diluiciones'(d~1125' a 1/15625.';o~ dUúcÍones ~uc~~iv~s1/5),d~I Ínhibidor, 
que podia ser CFNÍ ·~ aiÓún p~ptido, cons~rvan'd~ el~~lum~nfinát de ióoµl/pozo. 

- oc_'.·· .- :-~:~ ,._., .. ./; 

'.~:'_,:>·, <:-, ':.:~·-" 

PURIFICACIÓN DE IGGA PÁRTÍR DE SUERO.HUMANO ó FLÚIDO DEASC/T/S . 
.. . . • • ·" . • e • ~, • '·.' • . ' " ' • ,, •• ' " " '• • - • . • • ' 

Se realiz.aba prirnerot1n .';salting out';'. (Jararo"que.se agregaba sulfato de'arnonio sólido 

~:r::n~~a~ri:e:es:~ia,s~~~t~:~r~~n};~pft!1iª~i~c\~~~J~u:!~~~i~1e~~t¡i~a~~;;: 
precipitado en PBS a pHS•contra:veintev~cies ~.Ívcitume~ci~·agua:·d~sfonizada.:EI 
dialisado se Utilizaba. par~. Ja• purifl;aciÓ~ · d~ lgG por.crórTiatógiatia de;. afinidad.· con 
proteína A de Staphylococcús aureús . . Se est~IJiU~abá Bri~·~ro ia cottiinna de prot~ína 
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A unida covalentemente a esferas de agarosa con 10 volúmenes de amortiguador de 

fosfato de sodio 1 OmM+cloruro de sodio 0.1 SM pH:a. Se aplicaba .lá n'i'uestra y se 

lavaba la columna con .1 O vÓlúmen.es del amortiguador midiendo la absorbancia a 280 

nm hastaque el produ~to 'de I~ ·01l.lción diera ·~ero: La fíáéCión de lgG·se eluía con 
citrato de sodio 0.1 M a' pH 3.o · .· . . . 

. . PuR1F1~~Ll¿~o~~FilP~~ SER u~1uJ60 EN ELl~A • .. 
El antígeno puiific~dó ~e 6!li~_v6_ccim6s~.'h~ ~~·'¡i6rt~do'.(5~ii~reJ~m~nte,' el producto 

del crecim ieritó' masi\/o en~ agar CF~'~eisuspendiÓ' en'cPB~N,' se homogenizó en 

licuadorayel ~~b~én~d~nted
0

es~u~sdeC:e'ntdfJga-~ió~ (~-~tfgeno·.~rudo) se sometía a 

una precipitacÍón dife~e~~ia(c~n sL'irat6 de:~~o~io; ~li~in~·~cio el precipitado a 20% de 

saturación y fe_cú~~ra~d~ áJ precÍpÍta~~~ ~·i(:1o~~ci~'.·~~t~r~ciÓn, el cual se dialisaba 

contra 1000 volúmeiies cfel .m.ismo ~m~rtigüador en :e1'que se resuspendió (fosfato de 

sodio o.osM pH~7.2). El di~Us.acid·s~··p•uriflcó, ~~f dram~tografía en una columna de 

DEAE-Sephadex'A:~o ~~e.1Fism6·-~~~rti~~¡;Jo;,;En°est~ columna quedan retenidas 

las prot~inas. diferiÍñt~~i~:-ci=Ai1:Viai\~J~'¡~~ i~~ .· eluidas después aumentando la 

concentraciÓn d~ NaCI ~íi ~I ~~órti~'Ja~or ci~'e1~6ión: 
' . ., ; '•-- .,. - ,· - - ..'-_,-~ 

•;s1~rE¿¡~'DE:¡u~sE~C~Nc1As oE CFAll 

Se utilizó tamb
1

iéÍ1 I~ sí~t~~is ;rádiciori~1 de-~é~tidos para obtener dos péptidos de 

CFA/I (PosiCIONES '1-e Y4~ 1'0 ° la- ~Jbunidad)con ei · fi~ de 'corroborar resultados 

obtenidos c6n '~J.' métoció de;·óe9se~'.;ta ·~íntesi~ cie ~~t0~ pépÍidos se reanz~ 
• : '. ·.--,~·. ,:':·:._.-~·_,:-.-.'_:_ .. ~' .. _,.- .. ~, !;:.:·.,· ... ,:-;.:· .·::" - ·:.; .... · ., .... ; ·- ·:· .. : . . 

automat1camente:;s~gu1da •• por una separac1on por cromatograf1a en columna, en el 

laboratorio dél D~. L¿u1i~ál Poss~ni, ·Óepartamenió 'de• Bfoquimica, Instituto de 
Biotecnología, uHAM. > . . . . . .· .· .. · 

ACOP~MIENTO o~ ~ÉPTIDOS ~ALBÚMINA SÉR;CA sÓv1NA' 

El péptido NITVTASC\posi6iori¿~4:10 d~ CFAtl más Ú~a ci~teina collló aminoácido c

terminal paraorie~taí ~facopla'mie~Ío) s~ ·~~óprÓa ~lbúllllna ~éri;a bovina útilizancfó el 
~- .. . . . . ~ •, . -· ' . ,. -· . ~ .. -· - . 

éster N-maleimidobenzoilhidÍoxisuccinimídico (MBS), qúe. en una. parte de su mOlécula 

reacciona con grupos amino y en°el otro~ grupÓs merc~pto, lo qÚe pe'rniite orientar el 
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acoplamiento. Se .acopló primero el MBS a la ASB adicionando 70µ1 de una solución 

de MBS en dimetil formamida a una solución de ASB en PBS, dejando reaccionar 

media hora,. el conjug~dci se sepá~~ba de los r~~ctiv6's :iibres po~ crom~togfafia en 

Sephadex G~25'.-,A i~ fr~ccÍÓn _ cor~espondienie · a_ ;Ase; se·; Í~ iadici()narÓn bincci 

miligramos d~I péptido cÍi~~~itó ._ ~;\ 1:5 ~I d~.- clo~hld~~t() '.d~ ~}anidinÍo 6M en 

amortiglládcir defosfatos/despué~de ájusiar el pH a !-.3 se dejó.reaccionar.en 

agitación po;r tres h~r~-s -y . se· diaiizÓ contra' buátr~ litros d~. igu~. ~ési~nizada .•. _ -El 

producto se:' ~i~ab~nó ·- lioíiin~ad~.Piiprioos VEKt.jlTVTASC y . NITVTASVC, 
' ' ''.:.,_··,; :: 

SUBSECUENCIAS DE CFNI 
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RESULTADOS Y DISCUSION 

· 1 POSIBLE MOTIVO KNITVTASV 

Durante el trabajó inicial de comparación de las' S,ecJencias de arnin6acidos de las 

subunidades proteicas. de' Ja~ ciis!intá~ firnbri~~ de Esch'erfchfa, coli eníerotoxigénica se .. 

encontraron,,' va~i~.~ c~ráct~rí~ff ~~s, i5te~~~ª~!es ,·,~e I~ •' s~bsec~~~c!á 'KNl,Tvr ASV' 
correspondiente '.a las posiciones 3-~ 1 del factor antigériico de colonización 1 (CFA/I): 

, ·' ,, ·, ·' .. -.::· · .... -· .:·-(~-''· i.v~::.:: ,-¡\· ~- · . ·. · :t· ·'.L :.:,>: --·. ~ <_ .. ,::,::.-,.,- ::·,,_,. ·· _ >;; ;·.:.~.-,;·_ i_· ~--·_;_~·e·._:.:·,'.·. ;-: ,., .. 

1.- Está situado en· Ja •región N terminal conservada 'd~ las secuencias de las 

subunidades .· cie 'cFNi .:'cs1 ,é::s2·.(~'~bcó\TI p~ií~~tes. de. CF~;'11):'.cs•((súb~~,;;pone~te 
de CFA JV) y el faci6r ¡Íutativ9 de cÓloniza~ióii O 166; co:n algunas stistituciones: 

.. ~. ~ ··>~ : __ 

'rosiri1ón 
.·,.,._,_ <·;·--· 

CFA/I 
CSl 
CS2 
CS4 

VEKNITVTASVDPVIDLLQAD~NALPSADKLAYSP:f<SKTFESYRVMTQVHTND - 53 
: : iT: s:::; i i :TV! :.!':S ¡:; S; :::NSVA:T;: ': ;VNN: ;AHTINiv;·,.,:: - 53 

A: ·;: : : ( ! : : ·, : :·; 0: : ;, :' i : - 20 
: : : ,; : ;·e, ;.;,,.·,·;'.,1•,.,,·.· 

0166 ::::'·,,;·::::;:T/:f:•'i:N':s:';: . 

(El carélcter·" :~" il1dic~rqlie Jbs·arTiinoiciciós' ~()n idénticos•'en 
correspondiente. Donde: no !o'.soD ~e.indica,.l;;i,sustitución( '·• , . 

· __ '.'.:<~-~ --'.:;::.'~,= ~---~:7 :~ -n~·:;· >:·l>'· :.-,.: 

,20 
.,' _. 25 

2.- Realizando cornpáracici.te~ de secuencia d~ ámin~áciclÓs de Jos distintos factores 

de coloniza~ión ~rep~rtadÜs': h~~tái~.h6rá·· ülmi~ncio:'1os'{prbgiarn~s'.' PAL1c;N :y 

FSTPSCAN d~I p~quet~ PCG.ENE,qÚ~,~~-basá~ en J~s Íriét~~65 de' Lip~ari y Peárson 
• • .. • • • • -~J • ·~·· • • ~-, • •• • • • • • • 

(68) y de Needlemán yWu'nsch'(44)'se ehcontró que esta sei:Ue~cia estaba también 

presente, coh su~tituci.bne~'eritre arninoáciétcis similares,·· en tres ~po~íéi6~e~ de 
CS3(secuencia rep~rtada eri' 15):·· .. - ·~ .• 

Subsecuencias de CS3 68~ 'KNGTVT ;· .. 

Posible motivo: KNITVTA 

(El número indica la posición de las subsecuencias de CS3) 
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Además, es similar a una región de homología entre CS3 y CS5 (40): 

Subsecuencia·de CSJ 

Subsecuencia de·css 

'-·-··-

'.'. 

94c NITLDKN 

:4;~ NITLDSN 

.. ; . :.,'.N~0TVTAs 
'. .,.<-' 

4.- Se encontró Hún;.{b6iqued~ en el bari~b,desecue~ci~s GENBANK, versión 72:0, 

junio 1992 (núme~o de a~é~so'Lo1263i ·~tfoziirido,~1 pr~gr~~~ FÁSTAi (~síe programa 

:!sua~ro~;ª;bé~~V0tí:¡;~~~:f t~f r~it[~t~:f ;¿~!t~:ir¡¡-~~~d~c~i~c~it~~ c:~s~i~:r::; 
presente en unél región :conservada en las.hernaglutininas. de cúarerlta aislamientos o 

~r:~::c~:n vir~~ !1~r;~:c~ltf l~~ Jif ~~~nt\ie~~%¡~f~~j~f i1J;b~~i:1;t~:ór ,J;~: 
("MSGB577COS Mycob~cte;ium Íép/aé genom'íci DNAs~quÉi'ñ~e;'~os;:;Jid bS77;; Smith, 
D.R. por publicarse): : . , '· . 'e .•. : 

Lo anterior s~ H~~!Ía c~n~lsigüi~;,teejempló:'. • > ... · .. · < .•.• .. •.•,. : , 

Identidad del B5.7% e~~ una'·s'~bs·~~u~nci~ de ~ieteT~rninoá'cicÍos'(y u~ .. 80% .de 
identidad en ún~ sÜbsécuen~ia de 1ó'~milló"ácÍdos)>Nótes~ qúe do~ s¿stitJéiones son 
entre aminoácidos similares. '· . . ._ <' '. ,. ; 

i~: VEKNIMASVDP 

FLATHAl . /~DTVLEKNVTVTHSVNLLEc 
. '.• ,··50 ,,. ,... 60 .• ; .. _ 

.. .,-,,:-

Pensando que se podría tratar de un~moti~o con alguna función en la,s proteínas en 
las que se ha. encontrad?; ~e buscó; 9;;' b~ncb cie:-(rnotiv~s-'pkÓSiTE. El programa 
Prosite del paquete PCgene'·~~·. r~con~~e ~st~ ;;ebs~6~e~cia ~'n' áA11 e~!"º Ún motivo 

~~:::~:.:~~l~s~;~,:~~~:s~~~:~~t:~~f;~~:~~f::i~n~t~·s1:~:k~¡:i~:~~stl~:n1~~:::·-
de datos de Pro~ite no se en~t~nira.id~nÍidaci c~Q.11i.ng~na'~e~~en~i~: No es'ú~ motivó 
ya reportado. Tampoco se encontró n'adá al usar. el prográma motifs del paquete 
Wisconsin. 
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En las hemaglutininas mencionadas, la· subsecue_ncia se encuentra en posiciones 

que van del aminoácido 35·a1 55 de la fracción HA1. Estas posiciones están dentro de 

una región con forma de tallo en' la estructura tridimensional _de la· proteína, que se 

agrupa en trímeros .. · Las ~egiones de ·.rec6nocimiento de las· células. blanco se 

encuentran en una región globular dÍferente d~ esíe táno .• EÍ "talio", región larga fibrosa, 

contiene los primeros's3:aniin,~áci?os'd~1~"seriii~n~ia; l~s c~áie.sttegari desde el 

extremo amino (en ladomE!;A'b;~naÓ~n.~Íla dClnforma~Íó~ ~~¡ ~;;iendlda a lo largo de 

96 A antes de que haya el PÍ.im~{dobl~zg~n,~~cto_:~~n 1~'se9u~n;i~ (71{12j: 
Es difícil asignar una fun'c.i,Ón pClsibi~-~ la-~ui/~~cÜ~ncÍa·~~-~~~sÍÍón:Las ·r~giones de 

::~:~~:~2~~~~~I~~~l~i:~~~~iti .~f~lt~~;;r.J~~Et~ 
que no se puede-pensar que> •. la'•;subsecljenciapueda·e~ta_r~inv()IÜcrada .én·. el 

reconocim ientó dé - r~~ept~íé's Úie ) ~~rnbran~i81hu5Íóri: }§i ¡·~va ;parte, . se .. ha~ 
encontrado deterrrliriántes·antigénicos'enia región en la' que está la subsecuencia; 

además, en estaregiÓn puede háb~rglicosiiaci~n.es (72).> -_ <: . · · 

2 CONTROL DÉ LA SINfEs1s·()~'~E;~iod~:.UNio~s c()vAtEN~~MENTE A 
''PINS" DE POLIETILÉNO ;• . 

. , :-~· ,-: ' 

Los péptidos sintetizados por C:~rnbridg~ Rei~ari:h Bio~h~rnica~_ lnc. (hoyZeneca lnc.) 

fueron revis~dCl_s desp~és,de r~alizar la~· pr~~b~S"'cie Eus.:{e~ l~s q~e. se.u~aron .• Esta 

revisión consistió:e~_ponera r~ac~ionaÍel ¿~tic~E!rpo¡;;on'oclonál co~trol,(a~ti péptido 

PLAQ, que no reac~iona c~~ 'GLÁO) ,cii'n ~-~ ¡;é¡)ud6i co~tr¿l~int~tizados ~n .·forma ·. 

simultánea a, los._péptidoscte'cFAli:'(vér,,"MaÍeri~lv _Métoclos·i'. Los ;~sultados" (figura 

37, en "ANEXOS~) rnUestra~ q~'e ~¡{ el rrwm~nt6:de ·h~cef;ia •~Urna pr~~ba reportada 

~:c~:t:~;;e~:1~·l~i/épÚd~s ~~~¡¡~i:i,;t~d.~~í~: e~:·,puen~estad~·.'y·~~·~ ía,~kínt~si~ fue 

Los pépÚdos ~in't~tizad~~. en · .~1 _labéiiato~io como.· ~a.rté' d~ 'es!~.· !~~bajo .. fuerOn 

revisados inniediatame.nte despUés de sú síntesis .. Los resultados obtenidos . con el 

monoclonal control muéstran la vaÍidez de la síntesis (figura 37, ,;ANEXOS;). 
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3 EPITOPO DE CFNI RECONOCIDO POR EL MONOCLONAL 1:6 
. ._:.. . ~- - _ :·_ -.'/ .. 

PÉPSCAN CON PÉPTIDÓS S1N~ET1:Z....oos POR CRB 

La búsqüeda de determina~tes aíltigéAico~ o epftop;~ ~~ha abordado hasta ahora con 

varias estrat~gias'. Uná:cori~iste en la cli~~stió~
0

p~¡cial de la proteína en estudio y la . . .. ' '. . . •·';_· 

evaluación: sÚbseéuente de la unión de los" fragmentos, obtenidos a anticuerpos 

monoclonales o policlonales dirigidos contra laprot~i~~! Otr~ consiste en la síntesis de 
... . . - "" ,. ' ... -

subsecuencias dé distintos tamaños de la proteíria '.iiara' evaluar también su~apacidad 

de s~r reconocidas por el o los, anticuerpo~. En ~j,·;:~~o de éFNI, 'se ha:h~c~ó,,,la - - - . '' ._: - . ,·~ .. ,.. - ". ' .. - ''. 

búsqueda del determinante antigénico recoríocido po'íún a'ntic'üerpo monoclonal capaz' 
. .· ,, -· .·::.· __ , :·'.._'.'.{· .\'.c?i\~;· _:_,_,,·.::-.:. :·[,;'' .. · --~:· . __ . ':'·''/ :: :'.> , .. ' 

de inhibir la unión de las bacterias a cultivos '.celulares: utilizando fragmentos de la 

proteína obtenidos por digestiones con'enziin~s!(37)) E1'-111é1~de>'iiec3e~s~n:p~rmíte. 
hacer un escrutiniode todas l~s subsecuencia¿'.d~ é'FAlifci~ 61é~o·¡~·m~Íi~ (en el caso· 

de este, estudio se utilizar~n ,todosclÓs-~~~ta;éptidÓs:~r~ 'cf;Aí1¡,};o~'¡~· qlies~ ev~lúan 
todas las posibilid~cl~s. ~in iiec.~~id~d' de< ~P;~ximars~\gradualmentS\a ;:la re~ión 

' · .. ··:·· .. :: ,._ ~. · -. ·'":_::,:;:: ··¿.:- -·~-:~:/.:--;_~é;s · ·- · · .. -¡;_~;-. · ,. · ;,·· · · 
importante. ,,,... ._,,,,_,L'"" ., .. ,_~_, .. ,.,. "':.·;"· 

En fas pruebásreanzád~s éon el anticuérpo 111onOdorÍaJ'1:6;que'es.unin'onoclona1• 

anti CFÁll (56).óbteQ,id;ccÍ;n; H~u1d8 de·as~itis's~ 61Jt.uviérém-:valores élltC>s :de· 

absorbancia (uniÓn dé in-mu~o'9rob~lin~s·ci~ ~~tó~)para.to'cl~s:1os ~épúdos dé'CFNI 

(fig. 4) .. Pará un pep~c~n:~;nunanÚcuerpo m~'n·~d~n~(se~~spe;aria·qu·e~lanticuerpo 
reconociera_ a ·~_rJsolo'péptldCÍ o a ~áriOs_.traslap~cJÓ~1;'pu_~~·-_e~te''a~·ticuerpo .reconoce 

un solo ··det~rmi~ante' .antlgé~ico: ·Éxi~Íen\~a;fis r~zo~é~ para'~p~nsár: que los 

resulta.dos co~~espondé~ á'~na' \J'niÓ~ in~!ip;bifica: ._ ;< / .•.· ..... · '. . . .·, 
1.- Al purificá~ lgG a:partir de ~~te 'n~ici6 idé a~ciÍis, h~yuna reducción ~n. todos los 

valores de absorb~n~ia:. quedari'éio '.v~riós vaÍ6ré~ de absorba·n~ia elev~dos, los cuales 
> ' •• • \ ,'. ~ • .'\·;: ; : .> ~~\ .. ·, .. -.:. •>? -.. : .. '"'. ',•\ •\\ ,•" .',, : ••,,:, .t•:', •, <r 

corresppnden a péptidos aleja~os en _la s13~uérii:ia de_ CFNl (fig 4).; 

2.- Los pepscan realizados cOri' sóbre-náéiante de cultivo dé hibridomas; q-ue es .úna 

forma mucho más pura del.antiéuérpo rnonoclo~al dabán valo;e~ ~enores al fondo 

observado al utilizar únicamenie el conj~gado (fig> 4), Hay;que recordar que el fluido 
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de ascitis contiene distintas proteínas, algunas de las cuales pueden ser 

inmunoglobulinas diferentes del anticuerpo monoclonal. 
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FIGURA4 

1.6 ... ·--· ................... · .. _.. .................. · .. •, ......... . 

E 
e: 
IO 
o 
~ 

1.4 

·~o.a 
e: 

"' ~ 0.6 
en .o 
< 

0.4 

0.2 

Secuencia de Aminoácidos de CFA/I 

Resultados del pepscan de CFAll con el anlicuerpo monoclonal 1 :6 obtenido de distintas maneras: • 
sobrenadanle de cultivo de hibridomas diluido 1/25, ~ fluido da ascitis diluido 1/400, n JgGs 
purificadas a partir de fluido de ascitis (dilución final= 1/400). Cada posición en la secuencia de8minoácidos 
de CFA/I corresponde a un octapéptido cuyo aminoácido N terminal es el aminoácido en dicha posición . 
Octapépttdos sintetizados por Cambridge Research Biochemicals /ne. (ver málodos}. Se graficó, para cada 
anticuerpo, el promedio de dos determinaciones. 
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ELISAs CON EL PÉPTIDO 1 10 (EXTREMO N-TERMINAL DE CFNI) 

Al realizar el pepscan con lgGs purificadas a pa.r1ir delJluido de asCitis (ver arriba) se 

observó que para el pépUdo que co~pr~n~fálasposicicÍnes .\ a 11, los valores de 

absorbancia se•. reducían; rnuéhci ~e~os¡ en comparación'. con lds valores•. obtenidos ' 

utilizando líquido. de· ascitis sin p~rificar, qué •IJ~ra'1Ósd;~á~'péplidos'.;' Por esta raz~n, 
se pensó inicialmente qu~ é~te péptid6fcorr~spÓndiaJ'#i ,epftopo)é~onodido' por. ~I 
monoclonal · 1 :s:: 'Las,: p;ú~íiá~\ po~e~io~~~~i'.re~,·.: .. l.i~ad·a~ • .. ·:~dn ·, péPtÍdos ·•sintéticos, 
demostraron 10 contrari~C ' : ·> · · '•· · · · •·· ., '· ' :.:. ·•· ':·· 

El anticuerpo n1ohori1oriá1 ~o· ;~'u!liÓ ~ ,·,~·f~·¿~ sólícta}EUSA i~di~~~t'.~)·.~¿~sibiÍizada 

::0~~~:~~re:edJ/¿:~:~tli~!HJéfittd~~jf~~~[~~biJ.~eib!~~~:~3ri:cfl~1~(~nj:: 
misma com:e~tr;ciÓn) ~e.~ne;:no;m~lm¿~tea' I~ f~s~ ~ólid~ cu~~db's~ Í{~·~ensibilizado 
con subunidades' n'~tiva~ de,~FAJI •'e~ cúna,cdnc~ntr~~iórl 'cte o'.3 :µ~,:~(jr oÍrá parte; .. 

este péptido: én coricent~~~iohes ta~· ~1i¿s com ~i 1 x1o~M. tue incapai de 'inhlbi; 1a . 

urnon del ... monoclo~~1·· (1/400) :·có~'!s~ ~·anÍl~~~~··~n ~· ELISA i~directo,;;i~~Íras -que 

normalme,;te -· Úna f~~cerÍtrac\Ó~ . ci~ · ~pro~i~~cia.~eíite 1x1 o~eM .· (dos órde~es ·de 

magnitud menor) de CFAii'es '5~'fiei~';,'te para inhibir el reconócirn'ieíito ~n ~~ 5oo/;· 
. -_ .'· ·:' -, . ;,· ··'- -. ,-.- ;_,:' -'~;! - '' .- ; .·- - ·' - . -- . ·' ._"''"'"'. ,:- _-. . ::·.: . 

i· ::j. .. ,:..~ ~;_, . ' 

.. ELIS.ASCONElF'ÉPTID0411 (SUBSECUENCIA DECFNI), . ·. 

Se pensó que lo~ ;esultadci~-~~g~tivos obtenidos utilizando el péptido sintético 1. 10 se 

podrían deber a' I~ forrTi~· e~ qÚe qÜedaba expuesto el epito8Ó al; qÚeda~ unido ·ei 

péptido a la fa~ei sÓlicta': Para eliminar la posibilidad de un impedim~nto ~stérico de la 

unión antige~a'~aílui:ii~Úío:·~e re~lizó el· acoplamiento. de un segJni:lo: pépiido.; qUe 

comprendía las• posiciones 4 ~ 11 :de la seéuencia de CFA/I, : a altiÚmi~a sédCa .bovina, 

de manera t~I ~ue el extremo amino quedara libre, órienta'.do haci~ 'el ;n~·d¡~; como s.e 

expondría en los "pins;·:~A~arenÍemente hubo unión dé.Jo~.pé~lido~.en pins ª .. los 

anticuerpos presentes e~, fluido d~ ascitis l:6). Esto. tJe posibl~ 'grnclas'aÍ uso de MBS 

(ester N-maleimido~~nzoilhidroxisuccinirnicHco) .• co~6 ·age~te ·~c;pláníe" y· á ; que·. los 

péptidos fueron ~int~tizados·-don llna. ~i~teína: e~i1 JXírém; ~~rboxiíO'. • L~mo1écu1á de 

MBS tiene un grup.oqÚe _reacciona con amin~s . iib(es 'y otro·, que. ~eacciona con 

sulfhidrílos. Dado el orden en el q'~e se' re~lízaron las r~accio~'es; ~I MBS se u~iria 
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primero a la albúmina, preferentemente a grupos amino, abundantes en ·asta proteína. 

De esta manera, después de la. reacción con la a/búmi~a. el grupo que quedaría libre 

para reaccionar sería principalmente el grupo reactivo á sú/fhidrilos. El coíllplejo ASB

MBS reaccionaría ento~ces con el su/fhidri/o de /~; cistefna colocada para este 

propósito como aminoácido .carboxilo terminal (fig. s¡: 

f~p-1-;.:b can cis.,. 

+eína como re.si -
du0 e +ermiVla / 

FIGURAS 

Esquema de las Reacciones de Acoplamiento de un Péptldo con una C/stelna como Aminoácido N

Tenn/nal a Albúmina Ul/l/zando MBS como Agente Acoplante 

37 



Los resultados con este péptido acoplado a •albúmina sérica bovina . son 

contradictorios. Por un~parte, el co~plejo ASB-péptido es incapaz de inhibir la unión 

del monoclonal con su antfgeno, a/igual que el péptido J1o. Como é~n.tr~I. el mismo 

CFNI en·sol~ción síes capaz de inhibir dichá'uf!ión(figuras Bylf Por ot~a pa'rte, al· 

sensibili~ar micropla2ás de ELISA con el complejo ASB-pépÚdo 4 11: h~y 'uniÓ~ de. 

inmunoglobu/inas a la fa~e sóllda(fig:8), resulta~o COIJlpl~taine-rite l~espe;acio: 

FJGURA6. 

Abcc.rbancla (492 nm) 
2 .. 

:-.,\··.~ 
.... :.y·······'.: 1.5 

0.5 

"ºº 250 125 62.5 31.2 15.6 7.8 3.9 1.9 1 -

ConcentracicÍn d~ ASB-péptido (µg/ml) 

ELISA·inibic1ón con el péptido 4-~ 1 acoplado a alb~mina sé~ica bovina. 
Prom'edlo t..':! dos determinaciones separadas; cada una por:duplicado. 
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FIGURA 7 

Absorbancia .• (492 nm) 
2·5 

CFA/I prom.edlo 

2 ····························· ······················ 

1.5 

1 ..... ····················· 

0.5 ............ . 

0.5 1.,5 2 2.5 3 3.5 4 4.5 5 

Lag del in\/er.so de ladilución,c.l':l CFA/I 

Control de ELISA lnhiblc;¿n c~j CFA/I : • • ... ·... . .·. • 
La concentración Inicial de .. CFA/I (antlgeno crudo) fue 50 µg/mi 
Promedio d.e ~os de;termin_aclo~es s.~P_arad~s, i::ada un.a p~r d_~Pl.lr:ad_o. 
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FIGURA 8 
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o 5 

Lo~del iri/~rso'.~e Í~dilLlcióride,~ñticue;po 
ELISA indirecto del péptid~.~·1·1 ~C:~~

0

1á~~-.:·-~ ~1~Ú~-Jri~."·~-é~i~~~ b~~·i.ña- ~:6.~- el r:rior1~6l~~a1-1:6 obtenido 
como fluido de ascrtis; . ·+A .. SB ·• · t"d •AsB · . 
Promedio de dos determinaciones simultáneas. _ :-P8P 1 o . . · 
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Es improbable que este único resultado positivo con los péptidos solubles de CFNI se 

deba a que se trata del epítopo del anticuerpo monoclonal. El 'mismo conjugado 

péptído 4 11-albúmina fue incapaz de inhibir la unió;; del. monocl~nal a.su antígeno. La 

unión de inmunoglobulinas a la fase sólida sensibilizada con el conjugado se podría 

deb~r a la presencia de otros produclos de las reaccio~es para ~c!lpi~r?é:omo restos 

de MBS acoplados a la albúmina pero con grupos rea~livos iibres qÜe p~drían h~ber 
quedado sin reaccionar después de la adiciónici'01:'pép~ido 'j, qu~ p~dríaii estar 

ocasionándo la unión inespecífica de las inmunoglobulinas 'del sobrenada rite de cultivo 

de hibridcimas. 

PEPSCAN CON PÉPTIOOS UNIDOS COVALENTEMÉNTE A 'ºPINS" SINTETIZADOS EN EL 

un resultado r!lásapoya la'idea_de ql/~ rÍingún°pépÚdo
0

de 1óssintetizadcis (en pins o 

§Sl~;!!:!~J~~~~~~7~,g~f i1i¡~~=~i~~,.f j 
duplicado· (ver~étodos)FE1 ii;ionoclonalien ·una ?ºm:éntracióñ.a1ta'r(logjidilucióri= 2¡ · 

no se une a nirig~n~'cieé~to~'pépticlos:(fig:'9¡;L~sv'a,lore~'.de;b~d;ban~ia.~btenidos. 
son aún merior~s~ I~~ qÚ~ da la Í.Jnlón Í~~specífici~' def co~j~gad6 a'iJu r~tón ~tilÍzado. 

En suma, ~o ~edernostróentocla'esta ;eri~de~xp~rimentosla uÍ)fCÍfi'específica del 

anticuerpo monoclo~al ánti CFNI 1,:6 a ~ingÚ~ pépticio q~-e fuera subsecu~ncia de esta 

proteína, lo cual indica qu~: el epítopo réconocido'por'ese monoi::lonal es discontinuo o 

conformacional. 
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FIGURA 9 

Secuencia de Aminoácidos de CFA/I 

Pepscan CFA/I con anticuerpo monoclonal 1 :6 obtenido como sobrenadante de ~ultivo de hibridomas, 
1 /lo~ dil= 2 Se utilizaron los péptidos sintetizados por duplicado en el Jaborato!1º: 
se presenta el promedio de dos determinaciones, una con cada copia de los peptidos. 

4 EPITOPOS LINEALES EN LA RESPUESTA HUMANA 

Hasta ahora se han reportado solamente epitopos lineales de células B en un modelo 

de respuesta de. simios a la inoculación parenteral de CFNI purificado (57). La 

finalidad de. ~ste tipo d~ estudios es caracterizar la respuesta.humana a la infec~ión 
por Escheri;hia co/;'eni~rotoxigé~i~a. E~ eSt¡;¡ tr~bajo dé tesis ~e hacé ~n avance más 

definitivo en. iest~ :sentido; El.mCÍdelo ceriiral de esta búsqueda de epitopos es la 

comparación de los anticuerpos pr'e'sentes éll sueros •. ~uniános ántesy después de la 

exposición a ETECque'expr~~a ci=Ai1 eii ~u superficie d~rante una infec~ión: Hay que 

aclarar que lo que·: se Ldentifica . al detectar inmunoglobúiinás en sueros son los 

determinantesantigéríicéis de células B~ 



PEPSCAN CON EL PRIMER GRUPO OE PARES OE SUEROS {VER "METODOS") 

Se observó un aumento en l~s valores d.e ,·atisorbancia para. todos los octapéptidos 

(aumento en la cantidad. de moléculas. de inmunoglobulillas cjUe se unen a los 

péptidos) asociado.· a lá infección p~r E.coli eQterofo~i9é~ic.a •portadora• de CFNJ; 

especialmente en ciertas reglonescie i~ se~Uencia déaminoácidos'(figs: 10, 11, 12¡. 

FIG.URA 10 
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Secuencia de Aminoácidos de CFA/I 

Pepscan con par de sueros antes 'I después de una infi;!cción ~or ETEC CFA:I+. 
Se utilizaron los octapéplidos s1nletizados por Cambrrdge Aesearch Biochemicals lnc. 
Se graficó el promedio de dos ctet.:rmmaciones con cada stJero. Niño A 220 (ver métodos, tabla 1 ). 

• preinfección tsJ postinfección 
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FIGURA 11 

Secuencia de Aminoácidos de CFNI 

Pepscan con par de sueros antes y después de la infección por ETEC CFA 1- Octapéptidos sintellzados 
por Cambridge Aesearch Biochemicals lnc. Se presenta el promedio de dos es-terminaciones con cada 
suero. Niño S-318 (ver métodos, tabla 1) • preinfección tS] postinfección 
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Secuencia de Aminoácidos de CFA/I 

Pepscan con par de sueros pre y post infección. Octapép11dos smteti;::a=:: s cor Cambridge Aesearch 
Biochemicals /ne. Se graficó el promedio de dos determ1nac1ones con ca:a suero. Niño O 573 
(Ver métodos, tabla 1) • preinfección LJ postinfección 



Obsérvese que en algunos casos parece haber anticuerpos ariti péptld?s ·de CFNI 

antes de la infección. Su presencia podría deberse a una infección previa no detectada 

o a la presencia de ~nticuerpos de origen materno en la sangre: El suero preinfección 

que dio mayores valores en Íaprueba (fig ... 12) provenía de. un niño que'no habfa,~ido 
alimentado alpech~ (D57J);'lo cual sugiere queelprÍmer c;nia~t? con la tia~t~d~·p~do 
haber. sido. a 'una edad má¿ temprana: Sin ;~Ttl~rg~. e~té;'~iñoJení~'.~é~~s.de. tres 

meses en el íllorriéntos de' obtención 'delstiero •pre intecéión •(ver tabla). 'A esta edád 
. · .. ·· ·:':;· .. -·'·:¡~·.,.;~;:--.·¡/,:.¡::·; .. ;.;; ·:'·'; \.1 .• ¿::,•;C::'-.· .. ,· ·{>''./-,'~1·!,:.·~'.'.~.·: .'·>:ú.,·.-~-\;.',--· ,.;;. '."':.'·~.:. ;· ... - ·. 

estan todavía presentes en la sangre los anticuerpos lg?provenie~tes .de la' madre. Es 

muy po;ible. que en•. el ~as~ 'd~ ~ste ~·iñÓ Ío. qÚe ~;; ha\1ete~t~éi6 ~º~ los ~~ti~uerpos 
maternos:. 

Con el objéto.de,discerni(Ías regiones más importantes y para elimi~ar valores .que 

pudieran correspoíldera \Jnionés inespecíficas de·inmutioglobulinas, se escogieron IÓs 

péptidos que cumplieran é:on criterios (ver Métodos) de repetibilidadi ra~ón valor/fond~ · 
alta y seroconversiÓ'n asociada a ia infección. L:os péptidos se1eC:C:ionados f~eron los . . . .. . . ,. -

siguientes: 

33- YSPASKTF . 

44- RVMTQVHT 

48- QVHTNNA T 

49- VHTNNA TK 

FIGURA 13 

98, AAALGYSA 

120~ SMPKTAG 

122-APKTAGTA 

124- KTAGTAPT 
. '132-AGNYSGW 

Péplldos seleccionados como posibles epitopos en CF NI reconocidos por la respuesta de anlicuetpOs 
humana a la Infección por ETEC portádora de CFA/I 

45 



Nota: Existen diferencias en los aminoácidos asignados a las posiciones 52 y 74 en la 

secuencia de CFNI porKlemm (30) y los asigrado,s más tarde por Karjalainen et aL 

(31) y é:o~firmados por cássels et al (57J.Lo15,resu1Í~do~:obtenid~s ca~' 10~ péptidos 

equivocado~ que ~~~rc~n .:éÚch¡s ~o~iciÜne'~~/(1~~ ~irtetii~_do~!i~.ibía1r!lénte_· por 

Cambridge Research Bio'chernicals) no se tornaron en cuenta. . 
.:.·/·· .:.~. . .. /·':.--.··: ~ "·'::·:,:/<·' '·:';./-.<::.··:~.: 

coNF/RMÁc10N oE Los ~l:sul.r.A.obsl\i-l+ER10REsC0NcuAr'Ro PARESMÁs or: suERos 
Se realizaron Pepscanes sÓlo. con los p!Íptidos corie~pCÍndientes a las' regiones 

seleccionadas, ya q~~ n~ había. m~~stra sufÍcienÍ~_pari en'~a~~~- t~dos l~s p,éptíd~s; A 

pesar de esto, fue posible observar eln está siguierite serie dé experimeritós que los los 

valores de abso~bancia e~ los'.pepsc~n con suer~s ~o~i Ínfe~i:iónson ~ierilpre mayores 

a los obtenidos con sueros prei~fección para lbs múl!ipÍe~ péptid_~s (tÍgs 14 a 21 ). 
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FIGURA 14 

Secuencia de Aminoácidos de CFA/I 

Copia 1 de los péptldos. Dilución del suero 1/.2700 (log 1/dil = 3.43} 

Pruebas de pepscan con /a segunda selie de pares de sueros pre-post infección (ver ''Métodos··. labia 11. Se 

uliliz"'on los oclapéplidos slnlelizados en el Depa~amenlo de lnfeclologia del lnslituto Nacional de la 

Nulridón Salvador Zubirán por duplicado, unidos covalentemente a "pins" de po//etileno. En cada gráfica se 

observan los resullados de una determinación con cada suero en una de las dos copias de péptidos. Los 
sueros utilfzados en el pepscan con la copla 1 eran reutilizados en el pepscan con la copla 2, por lo que los 
resultados no son promediab!es. Las diluciones de cada par fueron diferentes y se Indican en cada gráfica. 



FIGURA 15 

Secuencia Cle Ammoiic1dos 

Coora 2 de los péot1dos. Sueros prev1ar.ier.te ul1hzaoos en las prueo.:ts can la coo1a 1 

Pruebas de pepscan con la segunda serie de pares de sueros pre-post Infección (ver "Mélodos", tabla 11). Ver 

nota a ple de la figura 14. 

FIGURA 16 
0

·
11 •0·24 pre ~G24 pcst 

,,¡ ¡ 

SccL.em::1a .::e Ammodc1clos 

Copia t ae los oc:aoeotu:ics. 01h.oc1ón :e los si..er:s: 1/8 154 ¡109 11a1J,.3.9\I 

Pruebas de pepscan con la segunda serie de pares de sueros pre-post infección (ver "Métodos", tabla 11). Ver 
nota a ple de la figura 14. 
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FIGURA 17 

Secuencia de Ammoác:C'OS 

Copra 2 de los pépt1dos. Sueros previamente u:i11zacos en ics =-ecsca.n con la coc1a t. 

Pruebas de pepscan con la segunda serte de pares de sueros pre-posl infección (ver "Mélodos", labia 11). Ver 

nola a ple de la figura 14. 

FIGURA 18 

Secuencia Parcial da Aminoac:ccs ce CFAJI 

Copia 1 de los péclldos, Diiución de los sueros: 1/100 (loq :1c1J.• :n 
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FIGURA 19 
1 '~ • UJ'< por ~G~-.·poSt 

Secuencia Parcial d& Ammo<icidos de CFAll 

Copia 2 ~e los péot1dos. Suer_os usaaos previamente en ras aeterminacicnes con ra ccpull. 

·Pruebas de pepscan con Ja segunda serie de pares de sueros pre-pos1 mrecc1on (ver "Merooos", labfa 11). Ver 

nola a ple de la figura 14. 

FIGURA 20 

Se;uencia ce Ammoác1dos de CFAil 

·coc1a 1 ce ros pepuoos. 01Juc1ón ce los sueros; 111000 flog 11011,..3¡ 

Pruebas de pepscan con la segunda serie de pares de sueros pre-pos! infección (ver "Mélodos", labia 11). Ver 

nola a pie de la figura 14. 
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Secuencia de Aminoácidos de CFA/I 

Copia 2 de los péptidos. Sueros utilizados previamente en las determinaciones con /a copia 1. 

Pruebas de pepscan con la segunda serle de pares de sueros pre-post infección (ver "Métodos", tabla 11). Ver . 

nota a ple de la figura 14. 

SOBRE LA ESPECIFICIDAD DEL EFECTO OBSERVADO 

Se han planteado objeciones importantes al uso de sueros humanos en pruebas de 

Pepscan (64). Se ha objetadoel_ fondo tan aUo, en estás pruebas, eón lo que_ se obtiene 

una razón va10~1foncia ~uy baja Pª¡ª 1ós si.illuestas építopbs qú'e s~ ~~buentran. se ha 

observado_también C¡Úe.'10~ e'PíÍci¡i'Cis que s~~rep~han ~;;6ii:regiones"qu~·c;~g~·g va16res 
' - '• 'o-'..-~C · ••• ;::--- - .---=;-- •• ---. • • ·-·-•• ,. ,- •' '' ~··· '.,•'' ' ' ' ' 

altos dé absorbancia antes deJa'inrnÜl1ización;Fren,tea ~stosprÓblemas se _tiénen 

varias con¿ideracioneis q~e 'da·~ ~alid~~ a ;Í~s ~e~ult~do; obtenido~ en°este trabajo. 

Primero; se observó·ca~'Ún suero de uri ad~Jtcihumano d~ uiia'zci~a endémica para 
·t > . '.··:.: .. ·: 'i '_ ·. :, , .. ·'. - - ' .... ,_'. '~ ·::" . ·'. --. ;,, '.:: ·' ·, .-·.· ·' : ', '. ,.. . ;: .·. 

ETEC (México) que a"ún aÜméntando drásticamente las c'ondiciones de bloqueo en el 

pepscan, el aparente fo~ci~'se mant~riía en Íos mi;nios val~r~s' (fig. 22). 
- . ' "' - . ·-
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FIGURA 22 

Secuencia de Aminoácidos de CFNI 

Efecto de las condicione:s de bloqueo en pepscan con suefo humano: • ASB 1 % 
~ mayor bloqueo~(AS81%+ovalbúmina1%+suero bovino 1/625 en PBS tween). 

Péptidos sintetizados por Cambridge Research Biochemicals lnc. 

FIGURA 23 
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Secuencia de Aminoácidos 

Efecto de la purificación de lgG en pepscan con un suero humano. 
•suero diluido 1/625, ~ lgG humanas 1/1000 (45 minutos de reacción). 

Péptidos sintetizados por Cambridge Research Biochemicals lnc. 
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Al utilizar en el pepscan lgG _purificadas a partir de este suero, la reacción de fondo no 

se modificó (fig. 23). 

Estos dos resultados . están a ·favor de. la• especifiC:idad de la . unión de 

inmunoglobulinas obser-Vadaen los pepsca,n con su~ros ht.ima~os. 
Es posible que el aumento'Observadoen •los v~lores de absorb~ncia para los 

octapéptidos. d.e CFA/I desp~és de la infocción,.fuer~ Ú~··~fecto i~e~p~cifié~ dé dichá 

infección. Esto.se_p~~de·p~n~a,rs(~~·~ens,i,~~r~.~~.e~~),~~-~~niJu~:.~.io·~~J. i~·de.~~ir, en· 
todos los péptidos. Hay q~e resaltarque e~ .todos lo~ .~asos 13Júnico evento al que se 

:::is~~~~t=:~~j?~E~&{~!t~1~t~\~r1~~Jffili¡~~¡:~ 
de los casos (dosd'e siete ·e~tudÍadÓ~)~ ,a::pes'J~ cie'~to'ctcí ~~t~. ·¡a_ p6sÍbHidád de un 

:::::::~·;r.;~;,f ¡;¡;,¡~f =:t E'·~~Il !f~f &~F~i:f ;·;::sV:i; . 
infecciones porágentes patpgenós ~iférente'sd~ETE.C. Las piueba~c?n. contrnjes de •. 

este tipo aclar~rían~.~ fo_;:;*·ª'.~'.:fiQiifra •• '~~t~i~~~\~ó~'.;~9l;~.;-e~~Ji~a~/~.n '.~~I, ~;u~ento' e~ 
los valores de• absorbancia '.para t?~os l~s·Octapéptidos· en lós sueros _de ~iños· post 

:::::::i~j:~~1~J#il~~~~~~~~l~~"~i~~~,~~:l~~~:: 
CFA/I es una proteína pegu7¡;a (140 a111inoácid_o_s; fv1\llJ=15 090 Da), Si~ embargo, la 

posibilidad de un .. efecto. inespecíficci';cié\ la' infección.: (ver arriba). no podrá ser 

descartada mieniras no.-~~ r¿alicen sufi~ient~s p!~ebá~ con slieros control. 
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SUEROS OE ADULTOS HUMANOS 

Con el objeto de obtener más evidencias de Ja especificidad de Jos anticuerpos que se 

unen a las regiones ·de CFNJ detectadas, se realizaron pepscanes éon sueros dé 

adultos humanos provenientes cJe Jna z~ha ·~~dé,;;ic~ para ÚEC (México) y un suéro 

proveniente de u.na z6na n6 endéniica{s~e~Íal:·S~ 6bservó que todos 16s suero~ de 

zona e~démica dabán valores cie á.b~Ór~a~'cia rnás altos~' lo cual es ~tribuible a .1á 
presencia de.· una mayor' ~on~~ntr~ción' de anÍicÜerp6s anii CFNI, . que reconocen 

• , . t . . - . - . . .. - . . .c. - ..• ;¡' -. - ._ ~- ·- ·- .•• , ' -- . ' " . -·- ~ -· ~ -. '. 

epitoposcontinuos de est~ protéína:,en ésos ·sueros, que e~ el suero··proveniente de 

una zona no .endémic~'{fi~Ura~ 2'4 y 2sí:: Esto~ resGltad?~ a~~y~~.los~bt7[lido~con 1.os. 
pares pre (post infecció~;;sin'embargó; n~.: háy'.úri_fún'a c9rrela,ción;;entr~ ·estos_· 
resultados de'pruetíascde pepscan éo6 Jos tÍÍulos dé los mísmossuer.os obtenidos en . 
ELISAs·ütilizando~CFAJI• p~rifi~acJo'·énib···ánÍíge

0

ro:(fl[is. ·is:. 'y27)\~st~'·se expÍfca 
fácilmente si ~e tdma en éJenta;que·Jos épÚÓpos Jineale~ sonaperiás ~na frac;;iÓn . 

pequeña •.. del. total .de:•epitoposenvuna·proteína (G4J;. sin qu~ é~Ío ~Üecii.téner 

~:~~~a::rn:~aiJ:~::tni~~~~~o::~o~t~i~~sd::¡¡B~tjt~~~~Ü~d~~~f l~~~~¡;~~~~ti~: ... 
Ja presencia de ~nti¿üerpos,;;brítra'ciertos ~pfto¡Íos 'ypr~tec6,iÓn ;~;ntiád,iarrea 'o 

colonización del i~testiílo. ¡J6r bacÍeria~ q'ü~ ~~pr~s~n. CFNf,i así co'rrió prese~~ia de 
' ' ' ,' . ,.._ ' ,- - ' . ·- ---- -- ,. ~ -· - .····- ' -- ·-· '' ... . : . .. ' -· . 

anticuerpos contra éiertcís épitopos en leche materna asociada a menor incidencia de 

diarrea en. Jos niños alimentados. con•. ella': por ejemplo. Ja. ideniificación . dé epítopós 
asociados a pr~tección puede ser un problema a abordar partiendo de. los res~ltados 
de este estudio. 
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FIGURA 24 l ............ . 
1.5 

e 
e: 

"' o 
~ 

o ~,, .• -~ ,,, ~·~· -~-·· •··-.- , ..... ~ .. , .. .--· """~' -···- -·~ ~·-·' -·~·· .... ~:;;:; 
Secuencia de Aminoácidos de CFA/I 

Pepscan con sueros de adullos humanos .• EC107(suero de Suecia),[} Cervantes (suero de México) 
O Trujillo (suero de méxico). 
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flGURA 25 

Secuencia de Aminoácidos de CFA/I 

Pepscan con sueros de adultos humanos .• EC107 {suero sueco), []Espinosa (suero mexicano). 
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FIGURA 26 

110 U5 UO 155 170 IU 200 2U :~ 145 2110 275 200 305 J:O 335 350 385 

Volumen eluido (mi) 

PuriflcaCión de CFA/J p0r'cromato9raffa en OEAE·~ephadex GSO 
CFAll efuye en los primeros ,140 mi,· después de /os cua/e~ se cambió a ·amortiguador con NaCI t M 
Se eluyó con amortiguador de fosfa;to de-sodio O.OS M (Evi!ins et al. 1979, ret. 15) · 

FIGURA 27 

3. " ... , ........ :·.•:-.·:o.·.-:' .•... : .. " ............ " ... . 
•-) f•7'1C'i --e-. E~Pi!'1c~:. 7 Cervantes Tru;;ao *Tru1illo 
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1.4 2.1. 2.8 

Logaritmo _del lnve;so de la Dilución 

4.2 
~ 

(4.9) 

ELISA indirecto con sueros adultos humanos: Pozos sensibilizados con CFA/I purificado. 
Promedio de dos determinaciones individuales,- cada una por dupl!cado. 
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DIFERENCIAS Y SIMILITUDES CON EL MODELO SIMIANO 

Se han reportado ya los epítopos lineales de células B rec.onocidos por la respuesta a 

la administración parenteral de CFNI purificado en mbno~ (57). Los hállazgás de este 

estudio muestran que la importancia relativa de distintas;regi~nes deCFNI es 

diferente en el modelo simiano y en la resp~.~sta .human~·~ I~ inf~6dó~; sibien hay 

regiones detectadas considerados import~ntes .•• en a~bos e~IÚdios,. c~mo .. las 
posiciones. 33 40 y 132139 (ver figma 35 y'áne~~1¡; ad;rnásd~ é¡Üe.~aria~r~g,io;es .· 
de ambos casos se traslapan. Las dÍf~r~'nci~'s p~drian 'incii8~r cidé h'~y i~fl'uencia de la . 

. .- . ' . . .. . . ' -. ""' . ,. .. ~ . .~ ,, '• .,__ . ;. ... . ... '. '" . . . ·,'. 

Via de exposición al antígeí)O y la espeéie expuesta en las s.ecciones dÉ(lÍn~ proteina 

::::~:m:~i1Ef ~E0~S*2!~~:f i~i*I~1f 12~~;~:~:.~· 
se demuestra en elfutu.ro'qué la r~spue~ta•lnm~~é 'estas.~~gi()l1~~;: d~~CFNI está 

involucrada en proÍei:C:ión a '1a l~fecciÓri'. el uso de esto~·d~termin~rites i~Íigénicos en . 

vacunas contiibuiriá' not~ble;¡;e~te a i'a,pr~~e~c,ión de Ía diar;ea o'c~sionad~ por ETEC. 
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5 EPITOPOS LINEALES COMUNES 

El criterio para seléc?ionar ~pítopos Hneal~s comunes a partir dé resultados de 
pepscan . con ios sueros .• hipe;inniune~~hétéró!Ógos obte~id~s. (ver métodos). fue 

también la seroco~versiórí. Se compararon los resÜltad'()5 dé Íos sueros· inmunes con 

sus corrnspondientes isue¡as basa1és: Se···encaíl.iró··· en~ ~19un~~ isuera~· lireínmunes 

·anticuerpos con gran •afinid~d ~or a1gli~ós péptÍdo~de:ci=p_¡1!E~tb J~p;dría deber a 

epítoposería c6~p~~¡ci()'pór ¿~~as d.e: ErEC'~on· especificidacf ~~r(anÍ~~.'~~~disÚntos. 

ª0~il~~:~1~1;~~g1;~¡;~~nF~r!~1;~t~{~B 
antigénicos co~unes:· Serí~ inle~esant~ ~~·~ bÚsqukcia en ba

0

nc¿sde.secu~hcias• de las 

regiones paralasque·~par~ntJ;n~¡,¡~·ya flabí~ una respu~~t~ .• ~iempezaÍel e~quema 
de inmunización, ~unq~e debetener~e sief!lpre en n1e'nte quf) ~I no en~onfrar ninguna• 

homología con. nÍngunas~cúen~ia fJrl
0

Url banco dado no es 'ga~antía de qüe no haya 

homología antigé11ica)'ntr~ 'í;s CFA~ esÍudiadÓs :/ alglln oíro antígeno al que hayan 

podido estar expuestos los conejos. 
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Secuencia de Aminoácidos de CFA/I 

Pepscan de CFA/I con policlonal anti CS1 proveniente del conejo 52~y premmune correspondiente. 
Promedio de dos determinacrones por suero, una con cada copia de cada péptido 
Péptidos sintetizados por ouplicado en el Departamento de lnfec:orogia del JNNSZ. 
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FIGURA 29 
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Secuencia de Aminoácidos de CFA/I 

Pepscan de CFNI con policlonal anti CS1 del conejo 53 (suero 16) 2J y suero basal respectivo • 
Promedia de dos determinaciones por suero, una con cada copia de cada péptido. 
Péptidos sintetizados por duplicado en el Departamento de Jn1ectologia del INNSZ 
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FIGURA 30 
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Secuencia de Aminoácidos de CFA/I 

Pepscan de CFA/I con palie/anal anti CS3 del conejo 52 (suero 3) ¡;:¡y basal correspondiente• 
Promedio de dos determinaciones por suero, una con cada copia de cada péptido. 
Péplldos sintetizados por duplicado en el Departamento de lnfectología del INNSZ. 

2.5 ... FIGU_RA 31. 

2 .. 

Secuencia de Aminoácidos de CFA/I 

Pepsca~ de CFNJ con policlonal anti CS3 del conejo 53 (suero 4) ~ y preinmune correspondiente • 
Promedio de dos pruebas por suero, una con cada copia de cada péptido. 
Péptidos sintetizados PO! duplicado en el Departamento de lnfectología del INNSZ. 
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Secue icia de Aminoácidos de CFNI 

Pepscan de CFA/I con policlonal anti CS4 del conejo 54 (suero 9) &::¡ y basal correspondiente • 
Promedio de dos determinaciones por suero, una con cada copia de cada péptidos . 
Péptidos sintetizados por duplicado en el Departamento de lnfectología del INNSZ 
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FIGURA 33 
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Secuencia de Aminoácidos de CFA/I 

Pepscan de CFA/I con policlonal anti CS4 del conejo 55 (suero 1 O) ¡:;:j y basal correspondiente. 
Promedio de dos determinaciones por suero, una con cada copia de cada péptido 
Péptidos sintetizados por duplicado en el Departamento de lnfewctologia del INNSZ. 

61 



No se contaba c_on elsuero preinmime correspondiente a los policlonales anti 0166 y 
anti CS2. Por esta razón no es ¡JOsible atribuir con certeza la presencia de anticuerpos 

que reconocen subsecuencias de CFNI a la inmunización con estos factores de 

colonización (rigs. 34 y 35). 
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FIGURA 34 

i ::111-1--------~~-~[ 
Secuencia de· Aminoácidos de CFA/I 

Pepscan de CFNI con policlonal anti CS2 (A1593Aowe). No se contó con el basal correspondiente, 
Promedio de dos determinaciones, una con cada copia de cada péptído. 
Péptidos sintetizados por duplicado en el Departamento de lnfectología del INNSZ 
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FIGURA 35 
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Secuencia de Aminoácidos de CFA/I 

Pepscan de CFA/1 con polic!ona/ anti PCF 0166. No se contó con el suero basal correspondiente. 
Promedio de tres determinaciones independientes. 
Péptidas sintetizados por Cambridge Aesearch Biochemicals lnc. 62 



REGIONES SELECCIONADAS 

A partir de estos resultados se hizo una selección de epitopos comunes, con base en 
el criterio de seroconversión y eh la repetibilidad dé los 'resultados (fig. 36). Estas 
regiones pueden ser la causa de ¡~ homología antigénica' entre varias; fimbrias 
diferentes (ver l~troduéciÓ~). qÚe 'a'su v~z p~ede'ser una.con;ecuencia de ia relación 
genética que e~i~iei.' ;~fre eiia's (s3i. L1am~, 1/ateiiéió¡; éiue 'ri~ iodos 1os péptidos 

. • . ., - . '. . - • . - .. i· ' - ' ~-º _ .. ·. - . :·. -· . --. ' ' . : ., . ~. . .- - . . . . . . 

seleccionados Co~oépitópos éóm'Ünescoír~~ponden a zonas de hoiriolo~ia. '.,. . · · 
La explic~cióri cf~ e~to no és; fáci(pei6'~e pÜed~' ofr~~er Una c~njetur~ valida: S_eha 

:~~:~~:t~1~0o:~~:t~~~dt~:t~t~6J~~n~;~:~~a;:é!·ft:t~i~;-~¡iWdºi!~~~~\~~~uá~ 
de estar codificadospor sec,uellcias.compleinéntarias,; se Uríen'C!emariera espeCitica 

:~:E~l11%~ffiff¡~~fi:r:~~~~\~;1~%~?fJ~Yt11:A~~:;~~~~ 
demostrado· que Un péptidoéodificaélo por 1,a'secuenciainversa '.d.el_.RNA mensajero de 

~i~2E~1~~~l~~~~~;~~~~~~;~~l\~~~f: f~~ 
comunes •1ocaHzados:en c'FAJI pre~ent~Íiuh{perfi1'hi~;~p·<Ít.ic6'simi,1~/~Í deálguna o 
algunas subsec~;nciá~.d~ l~~:f~cto~és'Ci~ ~~ióni~~ció~'ccih '1o~''que'ie obtuvieron.los 
sueros_.heter<i109os. desaf~ítuíl~(lá¡;'¡ent~: 16s;pr6grari:i'as ci~' 6omÍJCi~a6r~q~~ h~cen. 
dicho cálculo requierell secuen'cias mayores á'.1os' péptidos seleccionados para calcular 
dichos perfiles y no fue po~ibl~ iñéluir es;~ p~~dic~i~n~s ~n ~~te irati;jo. . .. 
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FIGURA 36 
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Epitopos lineales de células B en CFNI. Los diferentes caracteres indican 
diferentes epitopos: · 
Princlpaln ~ dt ~ hu!l'llN 
Valores altos con sueros adultos de zona endémica 
- Epitopos compartidos con CS1 
Epitopos compartidos con CS3 
...... Epitopos compartidos con CS4 
Posibles epitopos comunes con 0166 
Posibles epitopos comunes con CS2 · 



EPiTOPOS COMUNES Y RESPUESTA EN HUMANOS 

Algunas de• las ·regiones .$eleccionad~s ~orno epítopos Hneales. reconocidos por .la 

respuesta humána se sitú~n en. el extremó aniinri de I~ prot~ína, que ~s una zona de 
homología ent;e •· distir'\tas' ,flrnbrias.(ver: lptiocÍuc~ión)::: Ad~~á~;'algunos ·.de.· estos 

epítopos está~ en r~giónes id~ntificadas como ~pn'éiP,º~ ¿óniil~rticfbs éon otr,os faétor~s 
de colonizaci9rí:p;siéi~rie~:40 50 y'119 :1a4'(fig'. Í9). 'Eita~·iubs~é~~ncias CÍ~CFA/t 
serían de ¿ranvaí~itorrri;3~do _pa~e de. u~a vacü'ria')c:lirigid~ ades~eha~.una protección 

~~=~~;ª;:~t:~ª1~v;i;~'.~~;f;~r~i1~:~~:~l5i:~;~~:°i~~~rt~L~Jc~jj~:sq~e:i:~:;-
La que corr;pr~nd~ · Ías ·.~o~icions 11 ·· ~. 21 apa;ecé •'corísiste~tém'énté . com~ epítopo 
común e; ~ste, esiudi~ y apa·;ece .también en. la respu~sta p~r¡nterai"~~- ;¡m¡¿~ a' CFA/I 

(ver anexo 1). É~ta r~gión;' si bien n~ está entre las que s~ co)l;ide~~~ ·in e~ie' estudio 

como las ~ás i+portánté~ en respuesta.humana (ver"Epítópos Une~les'en respuesta 

Huma~a"), sí corre~ponde a péptidos qÚe dan una absorbandáaita enlás ~~u~bas de 
pepsca11 con sueros de ~dultós humanos provenient~sdez~n-~~ ~r'\dém~c~~~á ETEC. 
La región que va de las posiciones 119 a 134, además de haber sid6 sBleéi::ionada en 

este estUdia corno 'importante en la_ respuesta iíUma'~a. >~.onlierie act~pépUdos 
reconocidod~ por la respuesta parenteral de simio~ a c¡:AJi'¿urificádo> 

'"''., ,., ,~·o.-.-·._ 

'·,'¡-: 

. SOBRE Los MéToóos P~~o1ci1Jo~ 

Se hizo u~a predicción de los trns sub.secuéncÍ;sde ~~¡~ a~inoácidosde l~~gitud con 
más prob~bilidad de se~ determin'a~i~s ~ñtÍgé~ÍcoS: uti!Íza~do el,métódo de Hopp y 
Woods (45), el ~ualseibása en 165' J~1or~~pr6;nedi6 cie'hidrdfiliclclad de secci~~es cie 

• '"' ,<,. ' • ' • • ' ' ' ',... .. •• ,,.: • '·'" .. ••• • •• ' • ' • • ••• 

las secuencias.•de a01inoácidos .de ··las'.p~oteíniis:estudiiidás. Loscdetermipantés ... 
antigénlcos' predic~os. p~~ e~t~ mé~odo fueií~~ 1'~·~ se'c6íd~es que -·~a:i d·;1;·5~o~iciones 
52 a s1 (hicirot1licidaciprom~ci10= 1.3ail92 ª· 97.](hicÍ;ofi1icicta(promectid;. º:93¡ y9o a 
95 (hidroflli~idcid pron'.iecti(J= o.83).:Estas precHccio~;snci cofr~sp6~éJén'~mpíetarn~nte 
con las observaéiones de .~ste estúdio, ~speéialr:i~nte éo; las de I~ resi~esta huinoral 
humana a la Infección (ver flg:' 29}. En cambio, la may6ría de las regiones que, de 
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acuerdo a este estudio, . son importantes en la respuesta . humana tienen una 

probablidad alta de tener una conforrn~cfón de hoja B, de acuerdo al método de Chou 

y Fasman ·(citado en ref. 4a, predicciones· realizadas previamente, rnf. 55. (Este 

método tie~e una eficiencia prediétiva de 76%). Ap~renternente, en este mÓdelo la 

estructura se~und~rj~\tie~e rn<Í~ correl~ciÓn c~~- la' iílni'ü~og~nlcidad q~e el perfil 

hidropático. Ver ari~xo IL ' :· 

Posi81u0Aí:i oE éoNFIRMAR Los REsuL rAoos . 

Una confirmación rnás'completá de '.estos resultado¿ se puede hacer inmuÍliza~do 
conejos con pé~tidos. solubÍes. co'rrespondient~s a . l~s subsec~encias ~ele~cioriadas y 
analizar la capacid;d de l~s-~nti~úerpos óti'tenido~ obtenidos de r~c~nocer a CFA/I y a 

1as otras adhesinas estudi~das, F:st~ es nece~ario para poder 11e9ar a cdric1usiones 

más firmes. 
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CONCLUSIONES 

• La subsecüencia KNITVTAS, muy conservada en las fimbrias de E. coli 

enterotoxigénica y presente en otras proteinas, podría ser un motivo con una 

función determináda. 
. ,. . 

• Contr~ lo< que se' pensaba al inicio del trabajo y de~cuerdo a l~s evidencias 

presentadas; el ~nti~ue~po monoclonal 1 :6 (56), no reconoce un' epíÍopo Íinealde 

CFA/1.. ,'../>• 
,,. :°.'.:.:_:--'--' 

• Dado que la res¡:iuésta de'antici/erpos fil/mana a iá exposÍció{a.CFNI. durante. una 

infección puede 'terieí'simÍlitudesy diferencias con la·respuesta ,de otros.primates a 

la exposición'a.'.CFAll pÓ: admi~i~traciÓn párenteral.de .,bacterias•.·múe~tas;·· .. las 

:~~:~~s~:~~ie°i~i~~i~:·iÍl!~~~i~~fü:ia:~ hu~anós>a \1~5 qÚe·se pÚecte··•11~9~r 
;,_., »:¡ ·\"·:·",'. . 

• Las subsecuenci:~·.d~;c~~; ~ue ison.~ec6~ocidas ~~r anticué~pos• heterólogos 

pueden seria causa dé lá reactividad cruzada entre distinas fimbrias. Estó debe'ser 

corroborado cÓ~ experimentos e~ l~s que' se evalÚe I~ capácid~d de a~ticuerpos 
contra péptidcl~ cbrr~spondienles a dichas subsecue~cia~ de recon6cer a la 

proteína i:ornpleia:. 

• Las regione~ de CFNI que cornprenderi las posiciones 4 a 21, · 40 a 50 y 119 a 134 
e .J_ - ·- - -

son posibles epítopos de_re~puestá hÚmana) a la vez posibles e¡jjtopos_-cómunes. 

De estas, la Última es ademá.s confiríl)ada por ~os resultáclós en simios y la primera 

comprende una región inmunogériica en simias· {po~iciones '11 a 21). Péptidos 
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homólogos a estas regiones serían útiles como parte de una vacuna que protegiera 

contra diferentes cepas cie Escherichia co/i enterotoxigénica a la vez. 

PERSPECTIVAS 

Son indispensables pruebas de Pep~can con: un control interno,· consistente en sueros 

de niños menores de dosaño;obte~kJcis anÍ~s y d~spués de infeccio~esentéricaspor 
microrganismos diferentes. de Esdtí~richia c~li enterotoxigénica,'para poder descartar 

la posibilidad de. una. resp~esÍa: inespécífica a. io~. péptidcis de CFNÍ;. ~en I~ 'qüe. se 
; • • -.• - -,•,. '"•• ''•-••"'• •-• , .. - .. , .- • ·•.• "'"•'-' ,-·--.·-·-.•e•"._,,-'• • 

confirmarían los resultéldóssobre respuesta humana: •. '. >< :··.· . 
Dicha confirmación abriií~ c~;ni~~·a estudio~ sobre ~pftopos p~otecici~es (buscados a 

partir de los halla~gos ~obre epítopcis en re~púest~ huiíl~naj:J:Íi~hos epftcipos podrían 

ser la base de vac~nas efectivas co~·tra Esche;ichia coli ent~ioto~igénica; 
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ANEXO 111 
FIGURA 37 

Absorbancia (405 nm) 

3---------------~~.-p-~-Q-GG_G_G---, 

01 G~QGGG 
• 2 PLAOGGGG copla 1 

• 2GLACGGGG copia. 1 

. - . fi:) 2 PLAi::IGGG'G. cOpla. 2. . . 

D 2 GLAOGGGG copla 2 

2 ... 

1,5 

0,5 .. 

o~-~--~---

Péptido sintetizado simultáneamente a las subsecuencias de CFA/I 

Control de síntesis de péptidos por ELISA con monoclonal control. 1 · c:ruebas con péptidos sintetiza· 
dos por Cambridge Research Biochemicals lnc., 2: péptidos sintetizaocs ~n el INNSZ (por duplicado) 
P!.AQ ra.1cclona con el monoclonal, GLAQ no reacciona (síntesis sirr,;.;:~ál"'.s.a a los péptidos de CFA/l} 
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