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RESUMEN

Escherichia cah enterotoxigénica (ETEC) es una causa importanle de diarrea en paises’.

en desarrolio.y entre viajeros de paises industrializados a estos paises. Este patdgeno

causa una diarrea parecida al clera. El primer evenio en la patogénesis'de’fa’ d«arrea,

por ETEC es la adhesion de la bacteria a la pared intestinal, la cual es mednada pcr» ;

adhesinas. Eslas adhesinas tienen normalmente una estrucutra_ i mbrlada y son deﬂ,, )
e 8

epitapos hneares comunes. En este trabajo se buscaron ep»topo :
anhgemco de colomzacxon mvolucrados en tres fenomenos ‘ep' (

El ‘atimento “en’ [os’ valores de -absorbe nc
pues de; mfecccones por ETEC CFA/I_ R

CFA/l son determmantes antigénicos de’ esta protema recono
anhcuerpos humana ala mfecc«on natural por ETEC CFA/I

péptidos hacen pensar qun‘,
confarmacional.

hiperinmunes heterologos Estos podnan ser. epltopos comunes a dnsuntas adhesinas:
de ETEC, Estos posibles: epitopos:comunes: exphcarlan al’menos’ parcnalmeme la
homologia anhgemca entre'los dssnntas fi mbnas de:ETEC. De estos, los reconocidos
por por la respuesta’ humana a la mfeccnon £ podnan usar en una vacuna con!ra» :
ETEC. : :



' INTRODUCGIGN

~ Esc,HERicHiA"COL} ‘ ENTvE‘RVOvT‘:OXl»(‘SENlCA “

Eschenchza CO/I &s una bactena que forma parte’ de fa poblacmn crobnananormal det

intestino humano “embar Se conacen ce paces de ocasiona”‘duferentesk
- as epas de E coh que

upos de enferm

extensamente comprobado expernmentalment como factore“ d f‘patogemcxdad Se




sabe por ejemplo que mutames no, pllladas de cepas enlerotox:genlcas son lncapaces
de co!onlzar Ia pared mtestlnal y causar la enfermedad d" f

eica uplca y en fa mayona :

cepas porcm
se han busc

de adhééiﬁéT(CFA) o. enterotoxina’ (66 De esta manera;-la respuesta de anhcuerpos': o
contra las t"mbrlas”

Esche hla coli entefotoxngenlca pro!ege'contra (a/' dlarreav

ocasionada por este patogeno lnhlbiendo su adherencla al eplteho mtestmal



CARACTER(STICASVDE Los FACTQRES [JE’ CbLo'NtzAcn'oN DE E.COU ENTEROTOXIGENICA-




- TABLA1~

CFA

TOXINAS

MORFOLOGRA TAMANO GEN;

CEA

‘?ASOClADAS * REGULUADOR'

CFAM

cs1

c82. i LTIST

cs3:

CFAII LT

CFAIV 2

Cs4

S5t

€86

cs7

cst7 UL

PCF 09: I

PCF 0148 1

PCF 0159 LT/

PCEQ166. ST

2230

8786




BIOGENESIS Y GENETICA DE LAS FIMBRIAS DE ESCHFRICHIA cout ENTEROTOXIGENICA
da e e mll subumdades i

Cada Fmbrla esta formada por la agrupaclon de a" ox
protelcas ldentlcas umdas por enlaces noc

ensamblaje son. la Fmbna P p
hpo 1 presente en

Pap. (28)




Un aspecto muy m(eresante con respecto a las adhesmas ﬂmbrladas de las cepas
humanas de ETEC (CFA/I o, IV PCF 0166 etc.} es’ que su estructura es similar a -
fa de la punta de las. ﬁmbnas P y hpo 1 Se pliede. incluso especula - que pos:blemente

abria difiere de P
porila -adhesina
n'd melro menor 'y
‘ 1 Los genes
n en cierta medida
ne_swque_chlﬂcan

involucrados
equivalentes
[ xterna invalucrada en

prmcxpms que
Las f mbnas

cfaR; puede
gen regulado
aspecto -inter

gen s«lencroso homologo 2 cfaD separado de este y cercano al gene estructural Lo .



mismo se ha encontrado para. cst y Cs2 de CFA/H y para CS4 y CS6 de CFA/IV en
donde los_genes estruclurales y-el regulador se encuen&ran en plasmldos separados
(10) : B

ntre varias i mbnas

La react;wdad : ‘cruzad 3

diferentes factores de: colomzacxo ] )
diferentes se puede deber a que algunas reglones conservadas esten actuando como .



determinantes anhgemcos comunes Esta snmllltud secuenc;al puede ser muy notable'
en algunos casos como'el de Ias subumdades de (os antlgenos CFAII y CS1 (fgura

cs1 -~ KGVVVKLSADPVLSNVLNPTLQIPVSVNFAGKPLSTTGITIDSNDLNFASSGVNK 110

CFAI KKVIVKLADTPQLTD NSTVQ PISVSWGGQVLSTTAKEFEAAALGYSASGVNG 110

¢s1 - VSSTQKLSIHADATRVTGGALTAGQYQGLVSIILTKST 148 :

CFAI - VSSSQELVI SAAPKTAGTAPTAGNYSGVVSLVMTLGS 147

Identidad: 75 { 51%), Sirmilitud: 30 (20.4%) -

Numero de huecos insertados en CS1: 0, Numero de hueco insertados en CFAI 1
Matriz de comparacién: Estruclural-genética.

El caracter para indicar que dos residuos son idénlicos es " :
El caracter para indicar que dos residuos son similares es ' k

Los amino4cidos que se consideran similares son: A,8.T; D.E;N.Q; RK; LLMV: F.Y W
* C51: antigeno de superficie de E.coli 1, es un subcomponenta de CFAJII,



‘ CRIGURAZ
ALINEAMIENTO DE LOS EXTREMOS AMINO DE CFAl Y. OTRAS ADHESINAS DE
| ESCHERICHIA COLI ENTEROTOXIGENICA.

Adhesina Secuenma de’ amlnoacldos Posicién -
CFA/Y.’
cs1
cs2
cs4 1
Q166
& caraclev para indicar qus dos mslduas son ldén(x: es : y
Los caraclefas en curslvas lndlcan il

cs3

cs3
cs1

.11- WQGVVPS

cs3
TIPO 1 'csAi{t7'4'fe4~ WGGQVLS
cs3 ces’ i - f542f~LNIT
2230 csa o 3- INTT
o166

€85 125~ NGQAL

Los ati i se sealizaron con el prog FASTPSCAN de PCGENE, que sigue f aigommo de Needleman y Wunsch {44).



OBJETIVOS Y, JUSTIFICACloN :
Aspectos de la |nmunogen|c1dad de las fmbnas de ETEC que se busca aclarar
1.- Los eprtopos conunuos (epnopos constl(undos por poslctones adyacentes en la

faclores de colomzamon individua

s Las reglones ldenucas de los gen de las fimbrias homologas podnan ademas ser"' :
utlhzada en una sonda para la Id nm”cacaon de cepas enterotoxlgemcas de E coh en .
alslamlentos chnlcos L " o



» las subsecuencaas reconocudas por Ia respuesta humana podnan ser um)zadas
como parte de una vacuna contra es(e palogeno espec»almente Ias secuenclas que
ademas esluweran mvolucradas reacuvudad cruzada (homologla anhgémca) ya que

La estrategié éxpéfiﬁi
siguientes h»potests que parl n de
la estructura’ de las f mbrias de ETEC



H,'P,éT.Es's

1.- Una parte “de la respuesta lnmune humana al factor antlgemco de colomzacton 1

(CFAM) de Eschench/a"coll entero gemca. mduccda por la mfecc:on de bacterlas
¥ j 3 epnopos :

reconoclendo un epltopo lmeal



, ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

ESTRATEGIA PARA LA BUSQUEDA Y CONFIRMACION DE EPITOPOS
RECONOCIDOS POR LA RESPUESTA HUMANA

1.- Reali‘z'aciéln' - pruebas de ELISA ut|llzando todos los posubles octapephdos

Departamento de lnfectolog: deI Insmuto Nacmnal de la Nutr ‘xon‘_"Salvador Zublran "):




TABLA 2
PARES DE SUEROS DE NINOS ANTES Y DESPUES DE LA INFECCION

CLAVE_E_, FECHADE FECHADEOBTENCION i ,SiNTOMA-
DEL NINO | NA : %

3 g : LT .| DE ETEC CEAN+

D573 : : =12/8/91
+11/6/90
16/4/91

ETEC (no se'sabeel CFA) A d!as an(es Un a!slamienlo previo (7/4/87) CFAsin ldenlmcar
D573, R220 y. 8318 (pnmer grupo “de sueros) se ensayaron con’ Ios pépli

EXPRESADO
- |cran: Cs1,C83

de ETEC para ehmmar antlcu rpos contra otras estructuras y obtener sueros de mayor
espemﬁcndad (para un solo CFA) :

2l



TABLA 4
CEPAS DE ETEC UTILIZADAS EN LA ABSORCION DE LOS SUEROS POLICLONALES
‘ FA'QUE EX SA
60R75 ECERN Rt S unlcamente cs1

C36/092 (tlpo clmlco del INNSZ) " umcamente CS de CFA/II
C01/350 (Cepa npo cllnlco INNSZ) At
) H10407 ST mutante defcnente de CFA/I
TABLAS -

POLICLONALES OBTENIDOS

15 3.16 152 .- anllCFA/Ilv C36/092(CSS+) anti CS1

16 3.16 053 lantiCEAN | C36/092(CS3+) |anti CS1
3 172 0 0 s2 v lanticRa L |60R75(CS14+). . Janti CS3
4 172 - 53 . 3= | anti CFAMI s 60R75'(C‘S1)" anti CS3

anh csq
anu CS:} .‘

C01/350(CSB+)
C01/350 :

3. Reahzaccton e Peps
(sueros heterolo
sueros premmune

Se reahzaron ELISAs
conejos durante .
absorberlos con algun_,CFA determ ado
gelde agarosa deu 5 sueros hxpennmunes antes y despues de absorberlos

e realizaron: ademas 4nmunod1fusnones en i

[
(™




BUSQUEDA DEL EPITOPO EN CFA/I RECONOCIDO POREL MONOCLONAL 1.6
1.- Pepscan de CFA/I (peptldos smtetazados por Cambndge Research Biochemlcals)_

con el antlcuerpo monoclonal 16 como »flmd de'as

como sqbrenadante de
y bajo distintas condiciones de’ bloqueo de'

cultivo de hlbndomas en dlstlntas dilicione

Departamento: de”
'con obrenadante:de cultlvo de

n. por duplicado
lnfectolog|a del INNSZ como. parte de este. trabaj
hlbndomas 1 6. : o




' MATERIAL Y METODOS

MVETOVDQ‘E.)E GEYSEN DE SINTESIS DE PE TIQOSJEA‘R;A PR‘UE“B‘AS

secuencia

extremos amln de oc on’ gl tremo- carboxnlo, -
que es el extremo nido a la fas hd es declr, Ios peptldos control fue n realmente ) -
PLAQGGGG! y GLAQGGGG Emste un anucuerpo monoclonal que reaccnona con e)

24



primero y no.con: el segundo Este ant:cuerpo fue comprado a Cambndge Research

Biochemicals Inc (ahora Zeneca lnc)Ver ad anlee o ESULTAD S"‘

reaccwn).
detenia rék




fosfatos a .una temperatura «mcnan de 65 grados favando " 30 “minutos en agua
des;omzada a 65 grados y secando por mmersmn en metanol hlmendo

’CEPASBAC'T‘ER»&NA y

estrategia para la bu queda d )
cada suero : pohclonal) EI rpo monoclonal 1.6 (37)

,y ‘el pohclonal



R1593%R0we16 fueron prowstos por Ia Dra Ann Man Svennerholm de la Umversndad
de Go(emburgo, Suecia,” W ) :

27



A unida covalentemente a esferas. de agarosa con 10 volumenes de amomguador de

fosfato de SOdIO 10mM+cloruro de sodno 0 15M pH 8.:Se. aphcaba la muestra y se
oltim endo la: absorbanma a 280 :

119G se’ eluna con

sodio. 0 05
DEAE-Sep

reacciona con grupos amlno y enel otro a‘grupos mercapto. lo que permlte orlentar el

28



acoplamlento Se acopio pnmero e) MBS a la ASB adlcnonando 70ul de una so!ucuon
de MBS en dlmeul formamlda a una soluclon de ASB en PBS dejando reaccuonar :
medfa hora el conjugado se! separab “de’los: reéactivos libres . por. “romatografla en“::

SUBSECUEN IAS DE CFAll



RESULTADOS Y DISCUSION

1 POS LE MOTIVO KNITVTASV

CFA/I
¢s1 i
cs2 .
Cs4

(Ei caracter "
correspondient

Subsecuenc1as de C

P051ble motlvo

(E1 nimero- 1nd1ca la pos:.c:.én de las subsecuenc:Las de: CSS)

30



Ademds, es similar a una regidn de ho_niolqul'a, entre Cs3 y CS5 (40):

Sgbseéuehéia ‘de €839 = NITLDKNVV~

(“MSGBS77COS

D.R. por. pubhcarse

de datos de Prosvte no. se encuentra identidad cof nmgun secuenc:a No es un motlvo
ya reportado Tampoco se éncontro nad al usar" el programa motlfs del paquete -

Wlsconsm

31



En las hemaglutmmas mencionadas, la subsecuencna se encuentra en posiciones
que van del aminoacido 35 ‘al 55 de'la fraccton HA1 Eslas postcnones estan ‘dentro de
una region con forma de tallo’en' : esiructura tndlme'sno“al e '_protema que se

cé}qlas‘ blanco se

del tallo ( 3y y n|

que no‘se: p‘u'e
reconocxmlento d

monoclonal control muestran la valldez de la smtesns (ﬁgura ‘37 “ANEXOS”) n



3 EPITOPO DE ‘CFM‘ RECONOCIDO POR E»L‘ MONOCLONAL 1:6

PEPSCAN CON PEPTIDOS SINTETIZADOS‘POR CRB

busqueda del determmante anhgemco rec
de lnhlbll’ la’ umon de las bacterl.as a’‘cu

2.- Los pepscan_ re:
forma mucho mas pura del anhcuerpo monoclonal daban alores menores al fondo

observado al utlhzar unlcamente el conjugado (t”g 4) Ha :que

ordar que el fluido- -/

33



de ascitis contiehe 'distihta's‘ proteinas, “algunas de las cuales pueden ser
inmunoglobulinas diferentes del anticlierpo monaclonal. '

34



FIGURA 4

1.5 ..................... ‘..-.' .......... R ICICRT P

Absorbancia (405 nm)
o
>

FORUTYTIAS VIPODLEA THAUSAV LAFSAIATT EXTRACGM A TIYIY CUTTRLID VLMNVGAC BNTRILS THeE FEAM LSRN (Z4s 1 AUNUGIS s EVSLAMOE

Secuencia de Aminoacidos de CFA/|

Resultados del pepscan de CFA/! con el anticuarpo monoclonal 1:6 obtenido de distintas maneras: .
sobrenadante de cultivo de hibridomas diluido 1/25, fluido de aschis diluido 1/400, - |} 1gGs
purificadas a partir de fiuido de ascitis (dilucion final= 1/400). Cada posicion en la secuencia de aminoacidos
de CFA/] corresponde a un octapéptido cuyo aminoacido N terminal es el aminodcido en dicha posicion .
Octapépitdos sintetizados por Cambridge Research Biochemicals Inc. (ver métodos). Se graficd, para cada
anticuerpo, el promedio de dos determinaciones.

35



ELISASC coN EL PEPTIDO 1 10 (Ex REMO N-TERM!NAL DE CFA/!)

anticuerpos
{ester N-ma|

36



primero a la albumina, preferentemenle a grupos amlno abundantes en esta protema
De esta manera despues de’la reacmon con la albumma el grupo que quedana libre .
para reaccnonar serfa pnnmpalmente el grupo reactlvo a sulfhldrllos El complejo ASB- 2 s
MBS - reaccnonana entonces con el SUlfhldrIlO de la cnstelna colocada para este

proposlto como ammoacndo carboxllo termmal {fi g
: FIGURA 5%

albimita sérien boving o
TR asee

T T MB=
: le N
péptido con cis- NITVT&SVC—SH —

w
+eTha come resi- od’

dvo' C Fermina |
NH:~

c‘onJugaclo

Esquema de las Reacclones de Acdblarpiento deun Péptido con una Cisteina como Aminodcldo N-
Terminal a Albimina Utilizando MBS cqmd Agenlé _Acoplanle .

37



‘Los’ resultados con este peptldo acoplado a albumlna senca bovma son
contradictorios. Por una parte el complejo ‘ASB- peptldo es mcapa ‘deinhibir-fa' inion
" del monoclonal con s ant!geno al xgual que el peptldo omo confrol el mlsmo
CFAJl en solucron f f e capaz de lnhlblr d|cha unlon(ﬁguras 6.y.7). ‘Por-otra ‘parte, al'- i
sensubllvzar mlcroplaca 4deA ELISA con “all complejo ASB peptldo 11 V,hay, nlon de K
mmunog!obulmas a la fase S0 :da (fg 8 reshlbtado completamenle mesperado B

FIGURAG

Abtcibantia (492 nm)\' L
AU

(Y1 R e

500 250 - 125625 312156 7.8°.39- 1.9 1"
Concentramon de ASB pepndo (ug/ml)

ELISA-inibicidn con el peplldo 4-1 acoplado a albumlna sérica bovina.
Promedio ¢z dos determinaciones separadas, cada una por:duplicado.

38



" FIGURA 7

AbsorbanCIa (492 nm)

25

4"’ CFA/I promedlo

52253354455

LoQ del‘lnve o de’la d'” c“n'y'd" CFA/I

Control ‘de ELISA Inhlblcnén con CFA/l o
La concentracidn iniclal de CFAA (antigeno’ crudo) fue 50 aaimi= .
Promedio de dos delermmaclones separad ; cada una pcr dup‘ ‘ado

39



FIGURA 8

; Absorbanci_a' (492 nm) -

ELISA indirecto del peptxdo 4- 11 acoplad 2 albumln se a bovir
como fluido de ascitis. - : "™
Promedio de dos determinacione! simultarn "'ASB peplldo 0ASB

40



Es |mprobable que este unico resultado posmvo con los pephdos solubles de CFA/I se
deba a que 'se’ trata del epitopo del anticuerpo. monoclonal El: mnsmo conjugado
péptido’ 4 11-albumma fue incapaz de inhibir ia unién del mo‘oclonal asu anugeno La "
union de’ mmunoglobulmas a la fase sdlida sens:blhzada cbn el con)ugado sepodr(a",
deber ala presencva de otros productos de las reaccm S p :
de MBS acoplados ala albumma pero con grupos

En 'suma. 10 se d f )
anucuerpo mdnoclonal antl CFAII 1 6 a nmgun pepndo que fuera SUDSecuencla de estarf ,‘
protema lo cual mdlca que el epntopo reconoctdo por ese monoc!onal es dlscon(muo o
conformac;ona) ' : : BRI :

41



FIGURA 9

N l

TN VIS VBVICLA TIAGIAN ATSHGR T (TRWTIN AT Y RASRLD VS A ST

(=]
o

o
)}

o Absorpancia (4.95 nm) o
o
g

[=]
n

St YU AL WAL AT IV MLE
Secuencia de Aminoacidos de CFA/I
Pepscan CFA/l con anticuerpo monoclonal 1:6 obtenido como sobrenadante de cultivo de hibridomas,

1/log dil= 2 Se utilizaron los péptidos sintetizados port duplicado en el labaratorio.
Se presenta el promedio de dos determinaciones, una con cada copia de los péptidos.

4 EPITOPOS LINEALES EN LA RESPUESTA HUMANA

Hasta ahora ée han reportado solamente epitopos lineales de células B en un modelo
de respuesta de slm:os a.la inoculacién_ parenteral de CFA/I punfcado (57). LaT_
finalidad de. este llpO' de estudlos es Caracterizar.la’ respuesta »humana a Ia mfeccnon:;
por Escherlch col/ enterolox:genlca En
definitivo en-est

este lrabajo. de' esis se hace un avance masi’
sentido. El: modelo central:‘de esta busqueda de epllopos es fa.:
comparacion de los antlcuerpos présentes en sueros humanos antes -y despues de la
€xposicion a; ETEC que’ expresa CFAII en su superfcxe durante unainfeccuo HVay que
aclarar que 10: QU ntif al- delectar mmunoglobuhnas en sueros son !osr )
determinantes antlgemcos de celulas B R e




PEPSCAN CON EL PRIMER Ghup”o DE PARES DE SUERQS (veR "MéTooos")

Se observo uii: aumento’ en los valores de absorbancta para todos Ios oclapeptldos :
(aumento en.la cantldad de moleculas de. mmunoglobullnas que se" unen a’los
pepudos) asomado a la mfecclon por ‘E.co enterotoxlgenlca portadora de CFA/I
especaalmente en cxertas reglones de la secuencna deammoac:dos (f’gs‘ 10 11, 12)

FIQ URA 10

]

Absorbancia (405 nm).

Secuencia de Aminoacidos de CFA/!

Pepscan con par de sueros antes y después de una infeccion por ETEC CFAVI+.
Se utilizaron los octapéptidcs sintetizados por Cambridge Resezarch Biochemicals Inc.
Se gralico el promedio de dos determinaciones con cada suero. Niio R 220 (ver métodos, tabla 1).

B preinfeccion & postinfeccién

43



FIGURA 11

LT EEE

AT e I AR R e

] b o
{wu gov) BoURqIOSqY

de Aminoacidos de CFA/I

Secuencia

Pepscan con par de sueros antes y después de la infeccion por ETEC CFAI- Oclape‘px;‘dos sintelizados

con cada

de dos asterm

suero. Nifo 8-318 (ver métodos, tabla I) .preinfECcién Epostinfeccic’m

por Cambridge Research Biochemicals Inc. Se presenta el

FIGURA 12

Secuencia de Aminodcidos de CFA/I

Pepscan con par de sueros pre y post infeccion. Octapéptidos sinteti.
Biochemicals Inc. Se graficé el promedio de dos determmaciones can
(ver métados, tabla i) M} preinfeccion 53 postinfeccion

s por Cambridge Research

caza suero. Nino D 573



Observese que en’ algunos casos parece ‘haber. anticuerpos anti pepndos de CFA/I’
antes de la |nfecmon Su presencla podr(a deberse a una inféccion prewa no deteclada
oa la presencva de antlcuerpos de,ongen materno en la sangre El suero premfecc:én‘ -

alta y seroconversmn asoclﬂda alai feccron Los pephdos,s leccuonados fueron los.

&gmentes

FIGURA13

33- YSPASKTF.
44- RYMTQVHT -
48- QVHTNNAT
49- VHTNNATK ,
" 98- AAALGYSA
' 120 SAAPKTAG
o 122- APKI‘AGTA

124 KTAGTAP% 5 :
132-AGNYSGW

Péplidos selecclanados como posibles epnlopus en CFA/I reconocndos por la respuesla de anlncuerpos g
humana ala Infeccidn por ETEC poﬂadora de CFAII R ’
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Nota: Existen dlferenmas en Ios amlnoactdos a5|gnados a las posmlones 52 y 74 en la

secuenma de CFA/I por Klemm (30) y Ios aS| nados tarde por K' a!alnen et al.;

seleccxonadas ya que no habla muestra sufdente para-ensayar todos los peptldos A
pesar de’ esto‘ fue poslble’obse'rvar en esta 5|gu|ente serie de expenmentos que Ios jos: -
valores de absorbancua en los. pepscan con sueros “post.infeccion son snémpre mayores )
alos obtemdos can sueros premfeccnon para Ios T umples péptidos (ng 1‘4 a 21) '
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FIGURA 14
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00 \STLLE (IR AT AT D SUmTbe freaEE ot

Secuencia de Aminodcidos de CFAA

Copia 1 de los péptidos. Dilucién del suero 1/2700 (log 1/dil = 3.43)

Pruebas de pepscan con la segunda serie de pares de sueros pre-post infeccion (ver "Mélados”, labia Il. Se
utilizaron los oclapéplidos sintetizados en el Departamento de Infectologia del Instituto Nacional de la
Nutricion Salvador Zubirén por duplicado, unidos covalenfemente a “pins" de polietileno, En cada grafica se
observan los resullados de una detenmninacién con cada suero en una de las dos copias de péplidos. Los
sueros utilizados en el pepscan con la copia 1 eran reutilizados en el pepscan con la copia 2, por lo que los
resultados no son promediables. Las dituciones de cada par fueron diferentes y se indican en cada grafica.
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FIGURA 15

Absoibancia (405 nm)

Secuancra de Amincdcidos

Cooia 2 ge [os péctidos, Sueres praviamente utlizades en 1as pruedas can 1a copia
Pruebas de pepscan con la segunda serie de pares de sueros pre-post infeccion (ver "Métodos”, tabla 1). Ver
nota a ple de !a figura 14.

FIGURA 16
°* MG pra TIG24 pest
osl - - S
0.4

Absorbancia {405 nm) -

Secuencia Je Aminoacidos

Copia 1 de ios octanentidos. Dilucidn e 105 sueras: 18 154 (og H/ci=3.91)

Pruebas de pepscan con la segunda serie de pares de sueros pre-post infeccion (ver “Métodos”, tabla ). Ver
nota a pie de la figura 14.
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FIGURA 17

Absorbancia (405 nm) -

Secuencia de Amincacicos

Copra 2 de los péplidos. Sueros previamenta uulizacos en 'es cecscan con la copia 1,

Pruebas de pepscan con la segunda sefie de pares de sueros pre-past infeccion {ver "Mélodas”, tabla Il). Ver
nola a pie de la figura 14.
FIGURA 18
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Secuencia Parcial de Amincaciaes <e CFA/I

Copia t da los péptidos, Ditucidn de los sueros: 17100 {log trail. = 3)
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FIGURA 19
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: Parcial de acidos de CFA/!

Copia 2 de lu!} peéptidos, Sueros usados previaments en fas getenminacicnas con la ccpiat.
Pruebas de pepscan con la segunda serie de pares de sueros pre-post tnleccion (ver “Metodos”, tabla Il}. Ver
nota a pie de la figura 14.-

FIGURA 20
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Absurb,

Secuencia ge Aminodcidos ae CFA/

"Copia 1 ae fos pepnaos. Dilucian e fos suercs: 171000 flog 1/ail =3)

Pruebas de pepscan con la segunda serie de pares de sueros pre-post infeccion {ver "Mélodos", tabla II}. Ver
nofa a pie de la figura 14.



FIGURA 21
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o
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4
o

Absorbancia (405 nm} -

o
kS

0.2

APr1e LATRRTS A TVe! G T crami ARG ) AT A
Secuencia de Aminoacidos de CFA/I
Copia 2 de los péptidos. Sueros utilizados previamente en las determinaciones con la copia 1.

Pruebas de pepscan con la segunda serie de pares de sueros pre-post infeccion (ver "Mélodos”, tabla il). Ver .
nota a ple de la figura 14,

SOBRE LA ESPECIFICIDAD DEL EFECTO OBSERVADO i
Se han planteado objeclones lmportantes al uso ‘de sueros humanos en pruebas de
Pepscan (64). Se ha ‘objetado, Ifondot‘n bas

pepscan el aparente ‘f'ondo”se mantema en Ios mls‘mos,v‘alores (Fg '22)
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FIGURA 22

a - @
fwu sop) BOURGIOSQP

Secuencia de Aminodcidos de CFA

B Ase 1%

N mayor bloqueo=(ASB1% +ovalbiminal%+suero bovino 1/625 en PBS tween).

Efecto de ias condicionses de bioqueo en pepscan con suero humana:
Péptides sintetizados por Cambridge Research Biochemicals Inc.

FIGURA 23

{Wwu 50v) eURgIOSQY

Secuencia de Amincacidos

1gG humanas 1/1000 (45 rninutos de reaccion).
h Biochemicals Inc.

Efecto de {a purificacidn de 1gG_en pepscan con un suero humano,
W susro ditvido 1/625, &
Péptidos sintetizados por Cambridge Researcl

~
"



Al utilizar en el [pepscan 1gG punfcadas a partlr de este suero, Ia reaccnon de fondo no
se modifico (fg 23) : o X

o
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, Suskos DE ADULTQs HUMANOS

Con el objeto de obtener mas ewdencnas de la especn”ctdad de los antlcuerpos que se
unen a-las regiones; de CFA/lrdetectadas,' & realizaron’ pepscanes con sueros de o
adultos humanos provenlentes de lina zona ‘endémica’ para ETEC (Mex:co) y un’ suero‘ ;
provemente de una zona no endémica’ {Suecia).: Se. observo; que todos os sueros de - )
zona endemlca daban valores: de absorbancia’ mas altos. loi ual es atnbmble 'a la’
presencna de una mayo -concentracion: de:anticuerpos ; que reconocen: .

asociados a proteccnon puede ser un problema a abordar partlendo de los resultados
de este estudlo :



FIGURA 24

in

o Absorbancia (405 nm) -

Secuencia de Aminoéacidos de CFA/

Pepscan con sueros de adultos humanos. . EC107(suero de Suecia), :}—j Cervantes (suero de México)
D Trujillo (suero de méxico).

_FIGURA 25

o Absorbancia (405 nm)
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Secuencia de Aminoacidos de CFA/l

Pepscan con sueras de adultos humanos. . EC107 (suero sueco), A:;‘;iEspinosa (suero mexicano).
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FIGURA 26
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- Absorbancia {280 nm)

Volumen e(u:do (mi)

Punﬂcacmn de CFA/I por’ graffa en'DEAE-3i Gso : : :
CFA/l eiuye en los primeros 140 ml, después de los cuales se cambid a amorllguador cun NaCI ™
Se eluyd con amomguador de Icslato de’ sodlo 0 OS M {Evans et ai. 1979 ref,

"~ FIGURA 27

N

o :Absorbancia (492 nm)
- th

w

1.4 T21 T 2885 o420 @49
: Logantmo del lnverso de la Dl(ucmn D

ELISA indirecto con sueros ‘adultos humanos Pozos senslbllizados con CFA/ - purificado.
Promedio de dos determlnac;lones_ lndlvndualgs. cada una por dupiicado, . T



DIFERENCIAS Y SIMILITUDES CON EL MODELO SIMIANO
Se han reportado ya los epitopos lineales de celu(as B reconoctdos por la respuesta a
la admmnstracmn parenteral de CFAJl pum" cado en monos (57 Los ha azgos de esle

reglones delectadas constderados lmp
posiciones " 33 40.y 132 139 (ver fi fgura‘as

"
~
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Absorbancia {405 nm)
Q
a

o
N

Secuencia de Aminoacidos de CFA/I

Pepscan de CFA/I con policlonal anti CS1 proveniente del conejo SZSy preinmune correspcndiente.
Promedio de dos determinaciones por suero, una con cada copia de cada péptido
Péptidos sintetizados por duplicado en el Departamento de Infeciotogia del INNSZ.

FIGURA 29
PO o FradnA =9

Absorbancia {405 nm)

osf - - F e I 1| |

sidiblibabibolh i snanbia,

Secuencia de Aminoacidos de CFA/I

Pepscan de CFA/] con policional anti CS1t del conejo 53 (suero 16) &} y suero basal respectivo Jif
Promedio de dos determinaciones por suero, una con cada cogia de cada péptido.
Péptidos sintetizados por duplicado en el Departamento de Infectologia del INNSZ



7 FIGURA 30

o Absorbancia {485 nm) o

Secuencia de Aminoacidos de CFA/!

Pepscan de CFA/! con paliclonal anti CS3 del conejo 52 {suero 3) Ky basal correspondiente Il
Promedio de dos determinaciones por suero, una con cada copia de cada péptido.
Péptidos sintetizados por duplicado en el Departamento de infectologia del INNSZ.
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Secuencia de Aminoacidos de CFA/
Pepscan de CFA/ con policlonal anti C83 del conejo 53 (suero 4y N4 y.preinmune correspondiente jif

Promedio de dos pruebas por suero, una con cada copia de cada péptido,
Péptidos sintetizados por duplicado en el Departamento de Infectologia del INNSZ,
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Absorbancia (405 nm)
- 4

(L]

FIGURA. 32

L Y11 1D ISR AL UTERIATY LETAMIAN TATUYIY LADTIVA D V1N VGP1 BMMIEDLY THAERAG 0UAMNG THELLI1) damtadier hbeRONY, MTLLE.

Sécuewcia de Aminodcidos de CFA/I

Pepscan de CFA/I con policlonal anti CS4 del conejo 54 (suero 9) {J y basal correspondiente i
Promedio de dos determinaciones por suero, una con cada copia de cada péptidos
Péptidos sintetizados por duplicado en el Departamento de Infectologia del INNSZ

Absorbancia (405 nm)

A

Pepscan de CFA/I con policlonal anti CS4 del conejo 55

FIGURA 33

;
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TIPS (TR AT Y A AT A0 I PR

Secuencia de Aminodcidos de CFA/I

(suero 10) (Y y basal correspondiente Jij

Prorr]edio de dos determinaciones por suero, una con cada copia de cada péptido
Péptidos sintetizados por duplicade en el Departamento de Infewctologia del INNSZ.
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No se contaba con el suero prelnmune correspondlente alos pollclonales anti 0166y
anti CS2. Por esta razon no es p05|ble atribuir con certeza la presencla de anllcuerpos
que reconocen subsecuenctas de CFA/I a la inmunizacion con estos factores de

colonlzaclon f'g . 34 y 35)
FIGURA 34

'0.5 ....................................... e

o
tn

o
IS

e
@

Absorbancia (405 nm)
o
N

o

o

e o

ey et DRALMLS A At ARG AL TGS ARSI
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Pepscan de CFA/I con policlonal anti CS2 (R1593Rowe). No se contd con el basal correspondiente,

Promedio de dos determinaciones, una con cada copia de cada péptido.
Péptidos sintetizados por duplicado en el Departamento de Infectologia del INNSZ
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Secuencxa de Aminodcidos de CFA/I

Pepscan de CFA/I con policlonal anti PCF 0166. No se conté con el suero basal correspondienta.
Promedio de tres determinaciones independientes.

Péptidos sintetizados por Cambridge Research Biochemicals Inc. 62



REGIONES SELECCIONADAS ; .
A partir de estos resultados se hIZO una seleccton de epnopos comunes con base en‘

el cnterlo de seroconvers: N’ la repehbllldad de los” esullado' (fg 36) Estas

la- hormaona
comunes:lo

dichos perfles y no vé'posmle |nclu1r esas predlccmne  en este trabajo :
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FIGURA 36

10 20 30 40

VEKNITVTASVDPVIDLLQADGNALPSAVKLAYSPASKT

AxAAAEAAX kLA AA A XAk ddkhdd

50 60 70

FESYRVMTQVHTNDATKKVIVKIADTPQLTDVLNSTVQ

kAL XA A TR K AkkkAXAAAAK

80 90 100 110

MPISYSWGGQVLSTTAKEFEAAALGYSASGVNGYSS

9 o o g ok e ok ok ke Ak ok gk ke ok ek ok A e e ok *kk

120 130 140

SQELVISAAPKTAGTAPTAGNYSGVVSLVMTLGA

hhkhkhkkdhkhk Thkkkhkkhkhkkd

Epitopos lineales de células B en CFA/l. Los diferentes caracteres indican
diferentes epitopos: i
ey da respuesta humana
Valores altos con sueros adultos de zona endémica
mmeme Epitopos compartidos con CS1

Epitopos compartidos con CS3
****+*Epitopos compartidos con CS4
Posibles epitopos comunes con 0166
Posibles epitopos comunes con CS2



EPiTOPQS COMU_NES‘Y RESPUESTA EN HU_MANOS

Algunas de las reg|one selecc«onadas como epntopos hneales reconomdos por Ia )

mas probabmdad
Woods (45), cual

humana a la mfeccmn (ver f g 29) En cambto ' la 'mayona de: !as reg:ones que,' de‘
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acuerdo a este ‘estudio, son lmportantes en.la respuesta humana uenen una
probablldad alta de tener una 'onformac;on de hOJa B: de act erdo aI metodo de Chou7
y Fasman (cntado en ref i 46 pred;ccnones reahzadas prewamente ref 55 (Este"
melodo tiene, una" ef'c:enc:a pred|ctlva d 76%) Aparentemente, en este modelo la -
estructura secundan ene’ mas -correlacion: con :a*in unogenlmdad que' el perﬁf’f
hldropat:co Vera X

Una conﬂrmacnon
conejos con pep }
analizar Ia capé'cldad d os an(lc y of en oe oblemdos e reconocer a CFA/l y a
las otras adhesmas es udlada
mas fi rmes :

Esto es necesano para poder Negar a conc(usnones
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CONCLUSIONES

La subsecuencua KNHVIAS muy conservada en las fimbrias- de E. " coli
enterotoxngemca y presente en otras proteinas, podria ser un‘ mouvo con’ una’
funcion determlnada P R

Contra lo. ‘/ue se pensaba al mncto del ’trabajo y deacuerdo a.las’ ewdencnas :
presentadas el anhcuerp monoclona! 1:6:(56 0 no reco ur itopo hneal de ’

contra’ pephdos‘ >
protema complet B

21‘)'.;1 ‘

‘F_’”épti‘did’s ~

comprende una reg:on lnmunoge‘ ica’.en snmlos (posucuones 11
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homologos a estas regiones serian utlles como parte de una vacuna que proteglera
contra dlferentes cepas de Eschenchla coI/ enterotoxtgenlca a Ia vez.

. PERSPECTiVAS o

Son |nd|spensables pruebas de Pepscan con‘un contro! mterno consstente en sueros :
de nifios menores de dos afio: ‘obtemdos antes y despues de |nfeécnone enterlcas por
mlcrorgamsmos dlferentes devEsc'herlch:a coli enterotoxigénica, péra poder descartar
la p05|b|hdad de una i'espuesta |nespec|f'c a los:péptid s, de’ CFAS con lo <que se
conﬂrmanan Ios resu dos sobre respuesta human :
Dicha’ confrmacxon abriria camino a estudios sobre epitopas p tectores,(buscados a’
partir de los hallazgos sobre epltopoo en respuesta uma 1a). Dichos epltopos podnan‘
ser la base de vacunas efectlvaé contra Eschencma coh entérotomgemca : "
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ANEXO Il
FIGURA 37

Absorbancia (405 nm)

3 U : . B rlaccoes
&, GLAQGGG
.2 PLAQGGGG copla 1
. 2GLAQGGGG copia.1
2,5 t PLAOGGGG copla2” ~ °
DE GLAQGGGG copla 2
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15
1] ---
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0

Péptido sintetizado simultaneamente a las subsecuencias de CFA/l

Control de sintesis de péptidos por ELISA con monoclonal control. 1: cruebas con péptidas sintetiza-
dos por. Cambridge Research Bioch Is Inc., 2: péptidos sintetizaacs en el INNSZ (por duplicado}
PLAQ reacciona con el monoclonal, GLAQ no reacciona (sintesis simuitiriza a los péplidos de CFAfl}
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