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GLOSARIO

ECET: Escherichia coli enterotoxigénica
ECEI: Escherichia coli entercinvasora
ECEP: Escherichia coli
ECEH: Escherichia coli asociada a colitis hemorri8gica
CFA/I :Factor de colonizacién I

CFA/II :Factor de colonizacién II

ST: Enterotoxina termoestable

LT: Enterotoxina termol&bil

CT: Toxina del célera

VERO: Células de rifin de mono verde africano

enteropatogénica

HELA: C&lulas humanas cervicales de carcinoma

CHO: Células de ovario de Hamster Chino

EF-1: Factor de elongacidn 1

EF-2: Factor de elongacién 2

EDTA: Acido Etilendiamino Tetrac&tico (Sal dis6dica)
TEMED: N,N,N',N',- Tetrametiletilendiamina

BSA: Albfimina sérica de bovino

U: Unidades
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" CAPTTULO T
INTRODUCCI ON

ESCHERICHIA COLI

La bacteria de Escherichia coli fué descrita por
Escherich a fines del siglo pasado. Es un bacilo Gram (-),
anaerobio facultativo perteneciente a la familia Enterobac-
teriaceae, tribu Eschericheae, su temperatura &ptima de cre
cimiento es de 37'C. (1,2)

Varias cepas de Escherichia coli se han asociado-
con la produccibn de diarreas en humanos, estas E. coli per
tenecen a cuatro grupos que son:

1) Escherichia coli enterotoxigénica (ECET)

2) Escherichia coli enteroinvasora (ECEI)

3) Escherichia coli enteropatogénica (ECEP)

4) Escherichia coli asociada a colitis hemorrigica (ECEH)

Cada uno de estos grupos de E. coli manifiesta --
distintos mecanismos de patogenicidad, sindromes cl{nicos,
epidemiologfa y se asocian a diferentes serogrupos: (1)

Escherichia coli enterotoxigénica (ECET)

Son bioserotipos de E. coli dotados de la capaci-
dad de producir enterotoxina termolSbil (LT) y/6 termoesta-
ble (ST). AdemSs algunos pueden producir estructuras super
ficiales denominadas fimbrias, pilis o adhesinas, cuya fun-
cién es promover la fijacién de la bacteria a la mucosa in-
testinal. En las muestras de origen humano estas estructu-
ras son llamadas factores antigénicos de colonizacién ----
{CFA).

Las ECET asociadas con infecciones humanas pueden
presentar tres tipos de factores de colonizacién, denomina-
dos: CFA/I, CFA/II y PCF-8775. (1)



TOXINAS

Las toxinas microbianas habitualmente se:agrupan =", -
como exotoxinas o endotoxinas, o

Las caracterfsticas esenciales de cac

mencionan en el siguiente cuadro: (2)

Cuadro 1: Diferenciacidn de las exothinaé d

nas
EXOTOXINAS

Excretadas por c8lulas vivien
tes, se hallan en concentra-~-
ciones elevadas en medio 1f -~
quido.

Polipéptidos de peso molecu -
lar de 10,000 a 900,000

Altamente antigénicas, esti -
mulan la formaci8n de antito-
xina de titulo elevado, Lla
antitoxina neutraliza la to--
xina.

Convertidas a toxoides at8--
xicos antigénicos con la for
malina, fcides, calor, ete,

Muy t8xicas; mortales para -
animales de laboratorio en -
dosis de microgramos o menos.

No producen fiebre en el -
huésped

ENDOTOXTNAS ™

Parte integral de la pared
celular microbiana de los
organismos Gram negativos,
liberadas al ser desinte--
grada dicha pared,

Polisacdridos complejos.
Porcién de ifpido A, quizd
sea la responsable de la -
toxicidad,

No estimulan la formacién
de antitoxina estimulan la
formacidn de anticuerpos -
al residuo de polisacérido

No son convertidas a toxoi
des,

Poco téxicas, mortales pa-
ra animales de laboratorio
en dosis de cientos de mi-~
crogramos .

Producen fiebre en el hués
ped con frecuencia,



car comot’ - - : :
1) Enterotoxina ‘afq¢tan;direéfamenté el .-
- o de ";,ﬁ,éélulésf intestinales
ne 1 mecanismo de absorcién y
luidos,  Son del tipo ST,LT y

it6x1co con. consecuencia de muerte a las célu-
‘tas,

:Afectan el tono de la célula, las deforman --
pero no le dan muerte a la célula,

: La American Society for Microbiology las clasifica -
como:
1) Accidn extracelular
2) Accidn intracelular: Cuyo mecanismo de accidn involucra:
a) Unién a receptores especificos en la membrana plasmatica
b) Internalizacifn a traves de la membrana,
¢) Interaccifn con un blanco intracelular.

Las exotoxinas bacterianas y glicoprotefnas hormo-
nales poseen estructuras similares, Ambos tipos de moleculas
tienen dos componentes en su estructura, La cadena A posee -
la actividad biologica, mientras que la cadena B media la ---
unibn a receptores, (5)

Las enterotoxinas de ECET (LT y ST) presentan las -
siguientes caracterfsticast

Enterotoxina LT (Termoldbil)

Es una protefna con un peso molecular de aproxima--
damente 80,000 daltones, es destruida a 60°C, su molécula ---
comprende dos subunidades A y B unidas no covalentemente.

La subunidad A representa la parte biolfgicamente -
activa de la molécula, esti formada por Ay Ay mientras que
la subunidad B es la responsable de la fijacién a las cdlulas
del huésped. Una vez excretada por la bacteria, la toxina LT



se fija al ganglibsido GM, del epitelio intestinal por me-

dio de la subunidad 3, ya fijada al epitelio interacciones

hidrofébicas determinan la entrada a la c&lula de la subu-
nidad A, se rompe el puente disulfuro que mantiene unidas -

a Al mis A, y se separa en los fragmentos Al de peso mole--

cular 22,000 y A2 de peso molecular 5,500. A2 toma camino

desconocido dentro de la célula y Al por medic de su ac---
cifn enzimdtica ADP-ribosilante activa a la adenil ciclasa
localizada en la superficie interna de la membrana celular.
La activacién de la adenil ciclasa da como re--
sultado grandes cantidades de AMP cfclico, el AMP ciclico
en concentraciones elevadas dentro de la célula epitelial
determinz alteraciones graves en el sistema de transporte-
de electrolitos. En las cflulas hay una secrecién aumentada
de sodio, y por lo tanto de cloro y agua; a nivel.de las --
criptas celulares hay un bloqueo de absorcién de clorurc de
sodio por el enterocito maduro, lo que ocasiona que salga -

agua por osmdsis. Figura 1 (3)

Se han descrito dos clases antigénicamente dife -
rentesde LT: LTI y LTII.

LTI.- Es una toxina de efectos citoténicos en cultivos de
células adrenales de ratén (lfnea Y-1) 8 en cultivos -
de células de ovario de Hamster Chino (1fnea CHO). --
Antigénicamente cruza con la toxina del cblera (CT).

LTII. Tiene una actividad biolégica similar a LTI, aunque -
25 veces mis potente, no neutraliza con anticuerpos -
frente a LTI, ni con anticuerpos frente a CT.

El método clisico para la deteccién de LT es el -
del asa ligada de conejo, sin embargo lo carc y retardado -
de &ste método ha obligado ha desarrollar otros métodos mie
practicos como son:

- Efectos citoténicos en cultivos celulares utilizando las

1fneas celulares Y-l, CHO y VERO,

- Deteccién de la toxina por el método de ELISA, utilizande

su receptor natural el gangliSsido GM; .



- Coaglutinacién y aglutinacién con litex, sensibilizando -
las bacterias y partfculas de l4tex con anticuerpos espe-
cificos anti LT y detectando toxina en los extractos ce--
lulares por aglutinacién en laminillas,

- Prueba.de BIKEN. Es una prueba de inmunodifusién en que -
la toxina se libera in situ.

- Hibridizacién de DNA en colonia. Los genes que codifican-
para la produccién de toxinas LT y ST son marcados con --
fésforo radicactivo y puestos en contacto bajo condicio--
nes controladas con el DNA de las bacterias problema para
conseguir la hibridizacién.

Las ventajas y desventajas que presentan los ensa
yos para LT se muestran en el cuadro 2., (1,3,u4)

Enterotoxina ST (Termo estable)

Es un péptido de peso molecular de aproximadamen-
te 2,000 daltones, es estable al calor menor o igual a 80
‘C, es inactivada a los 30 minutos de ebullicién, es resis-
tente a pH alcalino y Scido (pH 2.0 a 9.0), no es antigéni-
ca y es diferente a LT tanto en su estructura como en sus -
funciones. (1)

ST induce secrecifn en intestino delgado fijéndo-
se en receptores diferentes a los de LT. Determina secre --
cibn por activacifn de guanidil ciclasa, que aumenta el a--
cumulo intracelular de GMP/ciclico, el cual altera las fun-
ciones de membrana del enterocito ocasionando una secre---
cibn neta.

Hasta el momento Se han descrito dos clases de -
toxinas ST antigénicamente distintas:

- STI (STa).- Soluble en metanol y se detecta en ratén lac-
tante,
- STII (STb).- Insoluble en metanol y cuya actividad se en-
: saya en asa ligada de yeyuno de cerdo de 7
a 9 semanas.
Solamente STI ha sido encontrada en muestras de -



ECET asociadas en infecciones humanas. STII se encuentra enm
cerdos .
" ' Para la deteccibén de ST hay muchas dificultades -
en cuanto al desarrollo de métodos confiables y afin sigue -
- ‘empleandose como primera opcidn la deteccidn de la toxina -
STI por el método de ratdn lactante y STII por el método --
de asa ligada de yeyuno en cerdo. (1,3,4)

El Gnico método desarrollado con éxito hasta hoy
es la hibridizacién de DNA en colonia tanto para STI como
para STII. (3)

Los genes responsables de la produccién de las en
terotoxinas LT y ST son transportados por plismidos denomi-
nados ent. Estos plismidos ent también pueden transportar -
genes que codifican para la produccién de factores de colo-
nizacién CFA/I, CFA/II y PCF-877S5. Estos pl&smidos también.
pueden transportar determinantes de resistencia,

Los plésmidos ent son transferidos de una E. coli
a otra, pero existe una nftida preferencia de ciertos bio-
serotipos de E. coli por &stos plismidos. En ciertas mues--
tras de ECET la transferencia de plismidos ent es promovida
por otro pldsmido. (1)

Bacteriologia

Tabla 1: Antigenos O y H, fenotipos enterotoxigenicos y -
factores de colonizacién de los serotipos mis --
frecuentes de ECET.

ANTIGENOS FENOTI POS FACTORES DE
: ' ENTEROTOXIGENICOS COLONIZACION.

0 H
+ +
s 18 LT ST CFA/II
Cel i LT}/ ST CFN 1T
25 w2 N 'LTI///ST: PCF-8775
LHT LT/ /5T CFA/I
80 112 LT}/ ST} CFA/L
1157 iglsy suth sty PCE-8775
A28ac 7)12,21,27 LT/ STY CFA/T
LT ST ?

:’ Var;os Varzos  f .' S LT ST ’ ?




Patogénia

ECET produce diarrea aguda en un proceso de dos e-
tapas:

1) Adherencia de la bacteria a la superficie de la mucosa del

.epitelio intestinal, pero sin penetracidn ni inflamacién.

La adherencia de las ECET al epitelio es por ne-
dio de antfgenos especificos llamados factores de coloni-
zacién o fimbrias.

2) Una vez adherida la bacteria se reproduce y libera sus to
xinas. La adherencia a la mucosa es un prerrequisito pa-
ra que ocurra replicacién,

Hay 3 fenotipos enterotoxigénicos: vt/ ST™ ymemmm
LT 7 stt y LTt 7 sT*. las infecciones causadas por el di-
timo fenotipo son las mds severas.

Los individuos infectados por ECET pueden desarro-
llar inmunidad a la infeccidn produciendo anticuerpos contra
los antfgenos somaticos de la bacteria, contra los factores
de colonizacifn y contra la enterotoxina LT, la toxina ST da
do su bajo peso molecular no es antigénica.

Epidemiologfa

ECET es universal, pero la frecuencia de algunos -
bioserotipos varfa de una regién a otra. En pafses en desa-
rrollo estas bacterias se han aislado en un porcentaje ele--
vado en nifios con diarrea aguda.

ECET esta entre los agentes responsables mds impor-
tantes de la diarrea del viajero aislandose en un 50 a 70% -
de los casos,

Fu8 demostrado que la infeccidn por ECET es princi-
palmente transmitida por medio del agua y alimentos.



Cuadro 2: Métodos para 1a detecc16n de LT, venta;as y desn-

ventajas.

ENSAYO “- - VENTAJAS

Asa ligada . Método cons;dera-
do tipo

Cuiiivo;dé ’ Muy répido y ‘sen-

células.’ cillo

Coaglut:na- Sencilla

cibn y agly Mediano costo

tinacibn -<

con 1latex.

ELISA Muy sensible, pue
de detectar toxi-
na en heces com--
pletas, no requie
re equipo muy caro

Hibridiza-- Muy alta sensibili

cibén de DNA dad y especificidad

permite trabajar mu

chas muestras a la-
vez, excelentes re-
sultados con sobre-
nadantes de culti--
vos & heces comple-
tas.

* | DESVENTAJAS

k_Costoso, con al--
to grado de dzfx-
‘.cultad, requiere-

equipo costoso.

Requiere equipo -
costoso, no se ha
logrado buena es-
tandarizacién, no
se aplica a heces
totales.

La sensibilidad -
depende de la ca-
lidad de la anti-
toxina, la cual -
se requiere de ex
celente calidad.”

Requiere reacti -
vos de excelente
calidad, requiere
muy buena estan--
darizacién.

Uso de radioacti-
vidad, se requie-
re personal capa-
citado para tra--
bajo molecular.
Requiere equipo -
costoso.
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Escherichia coli enteroinvasora (ECEI)

La caracteristica principal de las cepas de ----=
E. coli enteroinvasoras es su capacidad de invadir la muco-
sa intestinal humana produciendo diarrea semejante a la cau
sada por Shigella. Las cepas de E. coli invasoras no ties-
nen flagelos, por lo tanto son inmBviles. Pueden detectar-
se por causar queratoconjuntivitis experimental en cobayos-
(Prueba de Sereny), (1}

Bacteriologfa

Las E. coli invasoras pertenecen a 1lds siguien---
tes serogrupos 0: 28ac, 29, 1i2aec, 124, 136, 1u3,luu, 152,
164 y 167.

Los antigenos O de varias cepas de E. coli inva--
soras son idénticos a los antfgencs O de los serotipos de -
Shigella, como se observa en la siguiente tabla: '

Tabla 2: Relaciones antigénicas entre los antigenos 0 de --:
E. coli invasora y Shigella.

b SHIGELLA RELACION
028ac S. boydii 13 Reciproca
0ll2ac S. dysenteriae 2 Idéntica
0124 S. dysenteriae 3 Idéntica
01u3 S. boydii Idéntica
3 S. dysenteriae 10 Rec{proca
0167 S. boydii 13 Idéntica.
Patogénia

Las E. coli enteroinvasoras actdan penetrando -
la mucosa intestinal, reproduciéndose en el tejido y pro-
duciendo reaccifin inflamatoria y lesiones ulcerosas con -
el consiguiente efecto de salida de lfquidos y electroli-
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tos. El ataque de los microorganismos es en la base de las
microvellosidades donde penetran a las células epiteliales-
intestinales. La penetracién se efectdia por englobamiento
formandose un fagosoma, asf E. coli es fagocitada por neu--
-tr6filos y monocitos en limina propia. El duodeno y el ye-
yuno son los primeros sitios de ataque, después el ileon.

Se observa degeneracidén de las microvellosidades-
con el consiguiente decremento de la actividad enzimStica-
de fosfatasas, disacaridasas y peptidasas. El tejido se -
engrosa a fin de impedir nuevos ataques.

 Hasta el momento poco se sabe sobre los factores
que determinan la invasividad de E. coli invasora, Datos-
recientes sugieren que la capacidad invasora de estas ce--~
pas de E. coli es mediada por genes cromosémicos y por ge-
nes localizados en un plismido de aproximadamente 120 a --
140 mega daltones. (1,3)

Epidemiologfa

Hasta el momento E. coli invasora parece ser esen
cialmente un enteropatdgeno humano. Las infecciones por es
tas cepas de E. coli pueden ser transmitidas por agua, ali-
mentos o contacto directo.

Se ha demostrado que E. ¢oli invasora es mis fre--
cuente en nifios menores que en adultos. (1)

‘Escherichia coli enteropatcgdnica (ECEP)

Son ciertos serotipos de E. coli que se han aso--
ciado con diarrea infantil, principalmente en el primer afio
de vida. No producen enterotoxinas LT y/o ST, ni tampoco -
tienen la capacidad de invadir la mucosa intestinal, (1)
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Bacteriolopfia

'Tabla 3:° Serogrupos o éerofipos de ECEP asociados con diarrea
. infantili, (1)

SEROGRUPOS TUl SEROTIPOS

018 : L S,

020 L T e imiin m e mm—am

026 026:H , 026:H11

oul . mcerecmcomane——

055" 055 H 055 H6, 055;H7
086 086!33&

0111 - : .01llab:(H2), 0lllab:H12
011y

0119 +H6

0125 - 0125ac:H21

01286 0126:H, 0126:H27
0127 0127:H.,0127:H8, 0127:H21
0128 .. : 0128ab:H2

0142 01lu2:H6

0158 0158:H23

(H) .~ Muestras.inm8viles con un mismo biotipo,

Patogénia

En la actualidad no se conoce el mecanismo de pato-
gén;a de estas cepas de E, coli. Dos tipos de mecanismos se-
han asociado a la capacidad de las EPEC para producir infec -
cién,

1) La capacidad de adhesifn a la mucosa intestinal
2) La producci8n de toxinas

La capacidad de adhesifn de varios serogrupos de -~
EPEC ha sido demostrada en cultivos de tejidos de células ~wm-
principalmente en Hela y HEp-2, tambifn se ha demostrado su-
adherencia a feto humano y animales de experimentacién,

Se han descrito dos tipos de adherencia a célulaa -
en cultivo:

1) Adherencia difusa: Cuando las bacterias pueden adherirse a
toda la superficie de la célula,
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2) Adherencia localizada: Cuando la adherencia es en dreas --
localizadas de la célula.

Se cree que la adherencia es mediada por unc o va -~
rios factores de adhesifn codificados por pldsmidos y que es-
ta propiedad esta relacionada con la enteropatogenicidad de -
estas cepas.

La produccibn de substancias téxicas por ECEP ha si
do demostrada por la accifin de sobrenadantes de cultivos bac-
terianos, en cultivos de tejidos y en intestinos de animales,

En intestinos de animales se ha demostrado un aumen
to de secrecibn de agua y sodio, presentindose destruccién de
microvellosidades.

En cultivos de tejidos se ha reportado en algunas -
ECEP, una accifn citotéxica similar a la presentada con ex--
tractos de algunas cepas de Shigella.

Se cree que estas toxinas tienen un papel importan-
te en la patogénia de la diarrea producida por estas cepas.

Se puede decir que una infeccidn por ECEP incluye -
los siguientes pasos: (1,3)

1) Adherencia de la bacteria a la mucosa

2) Colonizacién del intestino

3) Produccifn de enterotoxinas y/o citotoxinas
4) Alteracién funcional de la mucosa

$) Diarrea

Epidemiologfa

Las infecciones intestinales por ECEP son predomi--
nantes en los primeros meses de vida, En varios pafses ECEP
continua siendo una de las principales causas de diarrea in-
fantil endémica. (1,3)
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Escherichia coli asociada a colitis hemorrSgica (ECEH)

Recientemente se ha descrito un cuarto grupo de--
E. coli responsable de varios casos de colitis hemorrdgica.

Hasta ahora solamente se ha encontrado el serogru
po 0157 asociado a este tipo de cuadro clinico. No se co--
noce con exactitud su mecanismo de patogénia, pero se ha --
encontrado una citotoxina similar a la encontrada en ------
Shigella y en algunas cepas de ECEP que se piensa pueda ju-
gar algin papel en dicho mecanismo. (1) -

TOXIHA SHIGA Y TOXINAS TIPQ SHIGA.

I) Toxina de Shiga en Shigella sp.

La bacteria que causa la shxgellosxs pertenece a _:'
el género Shigella, la cual estd clasificada en cuatro es<w

pecies:
a) S. dysenteriae (serogrupo A)
b) S. flexneri (Serogrupo B)
c) S. boydii (Serogrupo C)
d) S. sonnei (Serogrupo D)

Shigella dysenteriae tipo 1l elabora una toxina de
signada como toxina Shiga, la cual posee las siguientes ca--
racteristicas:

- Caysa parilisis letal, citotoxicidad y actividades entero-
téxicas.

- Esta entre los agentes biolSgicos mis t8xicos conocidos, -
incluyendo las toxinas de tétanos y botulismo tipo A.

- Es relativamente estable al calor, a 60°C sufre una pe---
quefia pérdida de su actividad y a 90°C por 30 minutos --
pierde completamente su actividad.

- Su peso molecular esta entre 58,000 y 70,000. Posee dos-
subunidades: La subunidad A y la subunidad B,
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Subunidad A: Es una cadena pesada, enzimaticamente activa, -
su peso molecular es de 32,000; se sintetiza --
como proenzima y requiere ruptura proteolitica
para expresar su actividad. La extructura de -
la subunidad A de la toxina de Shiga es semejan
te a la de la toxina del c8lera y la téxina --
termo 18bil de E. coli, pero no hay cruce anti-
génico entre ambas. La subunidad A contiene --
una regidn sensible a tripsina, la cual se cor-
ta y produce dos fragmentos Al y A2 unidos por
un enlace disulfuro.

Subunidad B: Es un oligémero que consiste en cinco cadenas -
con un peso molecular de 7,700 cada uno. Posee
69 aminodcidos. En base a la secuencia de ami--
noicidos Nonetheless y Cols. observaron que --
la subunidad B de la toxina de Shiga es diferen
te a la de la toxina del cblera y la toxina ter
mo 18bil de E. coli.

- La toxina Shiga es citotdéxica a las siguientes lfneas ce--
lulares: KB, higado humano, rifin de mono verde africano
(VERO) y células humanas cervicales de carcinoma (HELA).
No es citotoxica a WI-38, ovarioc de Hamster Chino (CHO),
L, BHK, y células de mieloma humano. Las células Henle ==
407 son resistentes a la toxina ex8gena y son sensibles a
la citotoxina intracelular. (5,8,13)

Mecanismo de accifn de la toxina Shiga.

iLa subunidad B es responsable de la interaccién-
de la toxina al receptor de la célula, mientras que la ---
fraceién Al de la subunidad A es la responsable de la in--
hibicién de sintesis de protefnas en la c8lula blanco. -
(Ver figura 2)
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Figura 2: Modo de accidn de la toxina Shiga en células blanco.
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[Enhibicién de la sfntesis de proteinas en células blanco.




Figura 2.

La toxina Shiga entra a la célula mediada por un -
receptor, La subunidad B de la toxina se une al receptor de
1a célula del mamifero. Posteriormente ocurre el engloba----
miento de la toxina y la formacién de la vesicula de envol--
tura, la vesicula es acidificada y se funde con los lisoso--

mas. El mecanismo por el cual el fragmento A,,enzimatica---

",
m ente activo de la toxina de Shiga, alcanza él citosol no -
es conocido, pero se presume que involucra cortes proteoli-
ticos y reduccidén de edaces disulfuro de la subunidad A. El
fragmento A1 dentro del citosol se enlaza al ribosoma 60S --
dirigiéndo la inhibicién de la sintesis de proteinas y 1a--
muerte celular.
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La toxina Shiga inhibe la elongacifn de la cadena
peptfdica. Obling y Cols. proponen que la toxina de Shiga -
modifica estructuralmente la subunidad 60S del ribosoma, de
la cual resulta una reduccién en la afinidad del factor de -
elongacifén 1 (EF-1) y subsecuentemente de forma indirecta --
el factor de elongacidn 2 (EF-2) para el ribosoma.

Keusch y Jacewicz demostraron que el receptor de -
la célula para la toxina Shiga es destruido por enzimas ---
protecliticas, fosfolipasas y lisosomas pero no por neuroa-
minidasa ni galactosa oxidasa. En base a una serie de ex--
perimentos en los que se examind el efecto de la tripsina ,
tunicamicina, 8 galactosidasa, B-N-acetyl glucosam{nidasa ,
varios azficares y lecitinas en la unidén de la toxina y la -
toxicidad se concluye que el receptor funcional para la ---
toxina Shiga en la célula es una H-glicoprotefna.(13)

Inmunologfa

Keusch demostrd que los sueros de pacientes con -

shigellosis debidas a S. flexneri 6 S. sonnei contenfan an-
ticuerpos que podian neutralizar los efectos citotSxicos de
la toxina Shiga en células HELA

La toxina Shiga también fué neutralizada con sue-
ros de pacientes con shigellosis debidas a S. dysenteriae -
tipo 1 y S. dysenteriae tipo 2.

La respuesta de anticuerpos a la toxina de Shiga
en el suero de humanos infectados esta limitada a la cade--
na pesada de la inmunoglobulina M, en tante, que la res---
puesta en conejos comprende la fraccidn M de la inmunoglo--
bulina y la fraccidn G. ’

Se ha visto que hay dos tipos de variantes anti-
génicos entre la familia de la toxina Shiga y tipo Shiga:
1) Las toxinas que no cruzan por neutralizacifn con un so-

lo antisuero de referencia.
2) Las toxinas que parcialmente cruzan por neutralizacién
pero no son antigénicamente idénticas.
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En tanto que no hay varlantes de cruce entre las to-
xinas que producen diferentes cepas ‘de’ Shlgell :

II) Toxinas tipo Shiga en E. coli

La primera descripcibn de:nné
cha en 1977 por Konowalchuck. s
Johnson y colaboradores observavon -q

‘E. coli 0157:H7 era no enteroinvasiva y no’ nroducia enteroto -

< xinas LT ni ST, pero producfa una toxina tipo Shlga detiva.en
células VERO,
i Algunas cepas de E. coli enteropatogénica (ECEP) y -
todas las E. coli enterohemorrdgicas (ECEH) pueden causar en-
fermedad intestinal por producir cantidades elevadas de cito-
toxina tipo Shiga.

0”8rien y Cols, observaron en cultivos de la cepa -
0157:H7 que posefa dos citotoxinas, una de las cuales predo--
nminaba en los lisados celulares, a la cual le llamaron cito-
toxina tipe Shiga I (SLT-I) y otra que predominaba en los so-
brenadantes a la cual le llamaron citotoxina tipo Shiga II -
(SLT-II).

0“Brien y colaboradores también observaron que la -
toxina VERO producida por EZCEP 0261H1l cepa H-30 era idénti-
ca a la toxina SLT-I de E, coli 0157:H7, Mis tarde conclu--
yeron que la toxina tipo Shiga y la toxina VERO son la misma
toxina, (13)°

Estructura

Al ser purificada la citotoxina SLT-I aislada de «
las cepas ECEP y ECEH se observd que posefa una subunidad A
y mdltiples conias de la subunidad B,

Las movilidades electroforéticas en gel de polia-
crilamida de las subunidades A y B de la citotoxina SLT-I -
purificada de ECEP cepa H-30 y ECEH cepa 933 fueron idénti--
cas entre ambas e idénticas a la toxina Shiga purificada -
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de S. dzsenterlae txpo 1 cena GOR. : .
La subunldad A de SLT-I tlene un peso nolecular -

de 32,000 y la subunidad B de 7,700, (13)

Hecanismo de accién

Las toxinas SLT-I purificadas de E. coli H-30y -
E. coli 933 poseen las mismas actividades bioldgicas y acti-
vidades especfficas que la toxina Shiga purificada,

- Citotoxicidad en células VERQ y HELA

- Enterotoxicidad en segmentos de asa ligada de conejo

- Letalidad en dosis entre 100 ng y 2 mcg en ratdn

- Inhiben la elongaci8n de la cadena peptfdica modificindo -
estructuralmente la subunidad 60S del ribosoma, por lo --
cual se inhibe la sfntesis de protefnas en células HELA.

El receptor de SLT-I en celulas HELA es el mismo -
al de la toxina Shiga.

SLT-II posee las mismas propiedades biol8gicas ---
que SLT-I, pero por unidad de protefna en lisados celulares
esta es nmds letal para ratdn y menos citot8xica que SLT-I.
(13)

Lnmunologfa

Estudios recientes establecieron que SLT-~I y VT-I
son la misma toxina al igual que SLT-II y VT-II

Ensayos de inmunodifusidn con antitoxina Shiga y -
preparaciones de cultivos de SLT-I purificados dan l{neas -
idénticas a las de la toxina Shiga.

SLT-II de E. coli es citotdxica, enterot8xica y -~
con actividades letales similares a SLT-I y a la toxina ~=~
Shiga, pero SLT-II no neutraliza con antisueros contra la to
xina Shiga purificada o con anticuerpos monoclonales contra
SLT-I, solamente neutraliza con antisuero preparado contra -~
una preparacién cruda de SLT-II, (13)
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III) Toxinas tipo Shipga en otras bacterias

Algunas cenas de Vibrio cholerae y Vibrio narahen-

moliticus producen niveles bajos de una citotoxina activa en
células HELA que nuede ser neutralizada por suero policlonal
antitoxina Shiga y suero monoclonal anti subunidad B de SLT-I,

Vibrio sp. y Campylobacter jejuni también producen
niveles bajos de una citotoxina neutralizable con suero an--
titoxina Shiga, (13)
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CAPITULO II
PLANTEAMIENTC DEL PROBLEMA Y. OBJETIVOS:

2.1 Planteamiento del problema

Al estudiar la etiologfa de las diarreas en Méxi-
co en nifios menores de 3 afios se ha encontrado que en un --
alto porcentaje de los casos 35 % o es posible aislar -
ningln agente patogéno, afin utilizando metodologfa muy de-
sarrollada, Existen varios factores que pueden explicar es-
ta observacién: :

1) Baja sensibilidad de las técnicas utilizadas.

2) Que el tiempo transcurrido desde el inicio de la dia-
rrea hasta la coleccidn de la muestra de heces no --
permita el aislamiento de algunos agentes.

3) La posible participacidén de nuevos agentes etiolégi-
cos y finalmente la presencia de nuevos factorec de-
patogénia en los agentes considerados no patégenos.

El presente trabajo pretende contribuir en éste-
{ltimo aspecto, caracterizande un posible nuevo factor pa-
togénico encontrado en un estudio etioldgico realizado --
con nifios del Hospital Infantil de México, *Federico G&--
mez%

El posible factor patogénico que va a estudiar-
se es una citotoxina presente en una cepa de E. coli ----
P-119 considerada no patogéna (por no pertenecer a ningu-
no de los grupos descritos hasta ahora como tales). Es--
ta cepa de E. coli citotdzica fué aislada de una pacien--
te, afectada por una diarrea aguda, sf{n moco ni sangre, -
con fiebre muy alta y negativa a todos los agentes pato-- .
génos buscados.

Habiéndose descrito en la literatura la presen-
cia de citotoxinas en cepas de E. coli causantes de coli-
tis hemorrigica (0157:H7) y en algunas cepas de serotipo-
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enteropatdgeno causantes de diarrea (026) es de sumo inte--
res probar si la citotoxina encontrada en la cepa de E. coli
no patégena tiene las mismas caracteristicas que en los.ca--
sos anteriores. ‘ !

2.2 Objetivos

1) Purificar la protefna responsable de la actividad -~
citotéxica en la cepa P-119 '

2) Producir anticuerpos contra dicha proteina

3) Probar su semejanza con otras citotoxinas reportadas
en la literatura.
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: CAPITULO[[II
MATERIAL Y METODOS -~
3.1 Material :
A) Material’bioldgico.: ;
Células: Se.utilizaron céluias“VERO, la cual es una -
" 1fnea celular establecida obtenida de rifién
de mono verde africano.
Cepas bacterianas:
- 0157: Es una cepa tipo de E. coli enterohemorrdgi-
ca, serotipo 0157:H7
~P-119: Es una cepa salvaje de E. coli aislada de --
una paciente con diarrea aguda en el Hospi--
tal Infantil de México *Federico Gémez*
- CSH57r”: Es una cepa tipo de E. coli; sexo F~
Genotipo: ara leu las y pur E gal trip -
his arg G mal A str A xyl mtl
iln met A o B thi.
fenotipo: Ara” Leu” Lac~ Ade Gal Trip~ -
His™ Arg™ Mal™ Str Xyl Mtl " -
. ) Ile” Met™ B1~
T CSHS7r T (FpCh)e: Es una cepa lisogénica obtenida --
por lisogenacibn de CSH57r” con -=
un fago de P-119 convertidor a ci-
totoxicidad.

B). Medios de cultivo

1. Medio de cultivo para células VERO
- MEM con solucién salina balanceada ----- 100 ml
de Earles 25 hepes

- Suero fetal de bovino inactivado ------= 6 ml
30 minutos a 56'C :
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o

- L-alutam1

~' Bicarbonat

- Cloruro de sodio’<t
-~ Tiamina (30mg/1l00ml).’
Agua destilada

terilizar a 15 1b (121°C)'d
Caldo Luria mds calcio;
Al caldo Luria esterilizado !
de calcio 0.1M (1 m} por cada,lOO‘ml), prev1amen-
te esterilizado 151 1b por; 15 nlnutos.

Agar MacConkey con Estreptonlcxna o

- MacConkey (DIFCO) -wmmececccodoo caaan §0.0 ¢
- Agar (DIFCO) ~-me-emamocacea -—-- 3.5 g
- Agua destilada 1000.0 ml
Esterilizar a 15 1b (121°C) durante 15 minutos.
- Preparar Estreptomicina (100 mcg/ml ). Esteri-
lizar a travéds de filtraci8n con una membrana
Millipore de 0.22 m.

Afadir la Estreptomicina estéril al agar Mac--
Conkey liquido y agitar,

Vaciar el agar en cajas y dejar solidificar

Medio CYE

~ Casaminodcidos (DIFCO) —-m-ecccmmcocann 10.0 g

- Extracto de levadura (DIFCO) -------- . 6.0 g

- Agua destilada ~--—--mommmmcccmm e 1000,0 ml .

- Sulfato de magnesio con 7 de apua 0,5% 10,0 ml
- Cloruro de manganeso con 4 de agua

0,05% -~ 10,0 ml
Ajustar el pH a 8.5 con hidrdxido de sodio 2N,
Esterilizar a 15 1b (121°C) durante 15 minutos,



25

Medio Minimo
- Fosfato dibdsico de potasio -~~n~-~-
- Fosfato monob3sico de potasio
- Citrato de 50dio —~--meeoeootd
-~ Sulfato de magnesio --
- Sulfato de amonio ------- -
~ Agua destilada U
Ajustar el pH a 8,5 co hxdroxtdo de sod
terilizar en autoclave a 15 1b (121 C) durant. l
minutos,
Por separado se preparal S
~ Una solucidn al 20% de glucosa Esterilizan
.15 libras por 15 minutos, S
~ Agregar 0,12ml de la solucién de zlucosa por: ca
da 250 ml de medio original,

@

7. Medio para congelar c@lulas VERD

-~ MEM con solucidn salina balanceada ‘de’
Earles 25 hepes,

~ Suerc fetal de bovino inactivado -?;

30 minutos a 56°C

~ Glicerol estdril 3 veces ~~~--- e

L~Glutamina 29,23 mg/ml ~~~~mw-w -

~ Antibioticos Penicilina 250 meg/:

Estreptomicina lsd‘ﬁ

R

C) Soluciones

1, PBS Lo
Solucidn 1 U NayHPO, 0,01 M -
NaCl ™ r0y15-H
Aforar a un litro
Solucifn 2 NaH, PO, 0,01 M

NaCl 0,15 M
Aforar a 500 ml
A la solucién bdsica (1) se le va agregando poco
a poco la solucifn dcida (2) hasta obtener un pH
de 7,2,
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2. Trxpsxna 10.X para desprender celulas VERG i
"= Tripsina (Estéril) - :
~"PBS pH 7+ 2:05014° (Ester;l) -

- 'EDTA® Q% (Esterxl)

3. Buffer Tris-HCL 0.05M =
~:Tris-HCL ettt <

"~ '‘Agua-destilada ----
“Ajustar el pH'a 9§ con

4. Buffer de corrida par
glicina. 5X.
- Tris-base -

- Glicipa“-
- ‘Agua destllada

Solucién de traba]o.
Diluir 300 ml-de Buff
tilada. Anadlr 12 ml ‘de.'SDS

(5

Magic Mix 1X °
- SDS al 1% .
- Mercapto etanol‘li
- EDTA
- Glicerol 10%; -
- Tris-HC1 0.05M, pH 6 8
Azul de’ bromofenol

-

Acrilamida-bis (30-0 B%)
- Acrilamida

- N,N metilen blsacrxlamlda
- Agua destilada

Usar guantes y cubre ‘boca), debldo aque:
lamida es altamente tdxica.::
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Marcadores de’ peso molecular. 3 A
( sigma Chemcal Conpany P.O. aox‘lusoa St LouisiM. O.
63178, USA, Lote 47 F 6053).,‘ 2 .

MARCADOR PESO_MOLECULAR
Fosfolipasa B

BSA

Ovoalbdmina

Anhidrasa carbdnica
Inhibidor de tripsina -
Lisosima

Geles ;

Geles de poliacrilamida para electrofo

nas.

1, Gel inferior 10% s
- Acrilamidarbis (30%-0,8%)
- Tris-base 24, pH 8.8 -w-o-
-~ SDS 10% en agua -
- Agua destilada

~ Persulfato de amonio 150 mg/ml
(Prepararlo cada vez que se use)

- Desgasificar al vacio con agitacién por 2 minutos

= TEMED =rcormcrmcrc e et e e - e 15.0 ul

- Desgasificar al vacifo con agitacidn por 10 min,

- Verter con pipeta entre los vidrios de una cimara
de electroforesis previamente montada Y9 mde-

gel y poner agua por encima con mucho cuidado .
ml de agua. (Ver figura 3)
- Esperar a que polimerice ( Aproximadamente 30 min.)
- Quitar el agua y afiadir el gel espaciador u%

2. Gel superior espaciador 4%
~ Acrilamida-bis (30%-0,8%) -ceececen amm=e 1,0 ml
- Tris-base 2M, pH 6.8 mcecmcaccmcaacracaa 0,325 ml
- SDS 10% en agua ~----=~ m———mae— ——————————-— 0,05 ml
- Agua destilada --- - - 65,0ml

- Persulfato de amonio 150 mg/ml ~emee—e- - 0.05 ml



F) Tinciones

1.

~

je8

- Desgasificar’al:vdcio

‘fxgura 3
Esperav~

: Tr;s—glzcxna

- ‘)uxtar las burbu]as que esten en
vidrio,: :

Tincién de azul de Coomasie e
: mo
iml.,

- Metanol ~--cema-as

- Acido acético

- Agua destiladai--=

- Azul de Coomasie;
~ Teiiir 30 minutos
biente.

- Metanol ----

- Acido acétxco‘-ﬁ---:,

- Agua destilada
- Amido-Black
- Tediir 10 minutos a tenperatura ambien




Figura 3: Cémara de Electro foresis
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BUFFER BUFFER
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VISTA FRONTAL VISTA LATERAL.
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3.2 Métodos

I) Preparacibn de placas de c8lulas VERO,
Todos los procedimientos se realizan en condiciones - .

estériles . (Campana de flujo lamlnat) B

1.

2.

w

=

w

~

@

i

Tomar una botella de 25 cm:‘l con-una Confluencxa dev
células VERO de 80.90% (las celulas deben tener :
48 horas de crecimiento).

Quitar el medio y poner de 1,0“5 l.‘S'ml de tripsi-
na 1,25% (Ver preparacidn:en matevial).

Incubar 5 minutos a 37°C a una. atmésfera de co, -
al §%

Una vez desprendidas las células a 37°C neutrali-
zar la tripsina con 3 ml de medic MEM FLOW comple-
to para c8lulas VERQ (Ver preparacién en material)
y centrifugar a 1200 rpm por 10 minutos a &' C,
Resuspender el sedimento en un ml de medioc MEM ---
FLOW completo para c@lulas VERO,

Tomar 0,3 ml del resuspendido anterior, para sub -
cultivo y colocar en una botella de 25 cm3 que «--
contenga % ml de medio MEM FLOW completo para cé -
lulas VERO.

Afiadir 10 ml de medio MEM FLOW completo para células
VERO a 0.2 ml de resuspendido, para preparar placas
de 96 pozos.

Distribuir en una placa de 96 pozos a razdn de 0,1~
ml por cada pozo, cuidando que la suspensifn celu -
lar sea homogenea.

Incubar 48 horas a 36°C en una atmdsfera al 5% de -
co, .
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II) Determinacién de actividad citotdxica.

1. Observar que la placa tenga una confluencia de-
c&lulas ¥ 50%-60%

2. Hacer diluciones al doble de la muestra con me-
dio MEM FLOW completo para células VERG desde -
1:2 hasta 1:262,144

3. Inocular 25 mcl en cada pozo de cada una de las-

diluciones.

Incubar 96 horas y leer% de redondeamiento de --

las células CDgy en relacidn al control positivo

y negativo,

£
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III) Preparacidn de concentrados dé'sobrehédantes*devcul-
tivos bacterxanos. ) ‘ S

cepa indicada.

~N

Inocular un matraz contenxen

Luria mds calcio con: 10-ml
toda la noche obtenido-en el
3, Incubar 18 horas a 37°C con agxtacxé
(200 ropm), . - - : =
Centrifugar el cultivo a 8,000 rpm durante 15w

F

minutos.
S, Separar el sobrenadante y medir el volumen.
En frio agregar sulfato de amonio dé 0-30% para .

precipitar (Ver tabla 4), con agitacidn conti -
nua hasta que se disuelva el sulfato de amonio,
7. Reposar una hora en hielo
Centrifugar a 10,000 rpm durante 30 minutos,
9. Separar el sobrenadante y medir el volumen
10

@

Agregar al sobrenadante sulfato de amonio de --
30-70% (ver tabla 4) para precipitar, con agita
¢ifn continua hasta que se disuelva el sulfato-

de amonio.
11, Repetir los pasos 6 y 7 una vez mds
12, Desechar el sobrenadante y resuspender por sepa-
rado los precipitados en U ml de buffer Tris--
HC1 0.05M pH 9.
Dializar contra dos litros de buffer Tris-HCl -
0.05M pH 9.0 en una bolsa de didlisis previamen-
te tratada con albdmina bovina al 0.5%, por 2% -

13

horas en frio, cambiando 2 8 3 veces el buffer,



_anéeﬁfpaciéﬁ ‘inidiai “de’ ;ulfétd “deamonio (% de sat:)

Tabla 4 -
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IV) Cuantificacibn.de proteina por el método de LOWRY

;kSolugiSn Carbonato de sodio al 2% en hidréxido -
Y de sodio 0.1N (Preparar cada vez que --
se use)

Solucidn. B: Tartrato de sodio y potasio al 2% en -

RS

o agua.
‘< Solucién C: Sulfato de cobre por 5 de agua al 2% -
) : en agua.
--Stock de alblimina sérica bovina (BSA) img/ml en -
PBS 0.015 ¥, pH 7.2
-.Reactivo de Folin-Ciacalteu diluido 1:2 en agua

Reactivo de trabajo:

- 9.8 ml de la solucién A
- 0.1 ml de la solucidén B
- 0.1 ml de la solucidn C
Curva estandar.

TUBO SOL., ESTANDAR CONC. DE PRO- AGUA DES-
DE ALBUMINA - TEINA TI LADA
SERICA BOVINA
(lmg/ml)
[ Blanco 1.0 mb
1 0.2 ml 200 meg 0.8 ml
2 0.1 ml 100 mcg 0.9 'ml
3 0.1 mi - S0 mcg 1.9 mb
3 - 25 meg 1.0 ml
5 - 12.5 meg 1.0 md

#.Del tubo 3 pasar 1lml al tubo %
* Del tubo % pasar lml al tubo §
# Del tubo 5 desechar 1lml.

Método

- Agregar a cada uno de los tubos uml de reactivo --
de trabajo.

- Agitar con vortex y dejar reposar 10 minutos & ---
temperatura ambiente.

- Agregar a cada tubo 0.4ml de reactivo de Folin---
Ciacalteu diluido 1:2 en agua, agitando con vortex



3y

- Dejar reposar por 30 minutos y leer a 600 nm.
- Hacer curva de concentracién de proteina contra --
absorbancia. (Ver ejemplo en la grafica 1)

- Problemas:

- Preparar la dilucién deseada aforando a un ml

- Agregar 4% ml de reactivo de trabajo

- Agitar con vortex y dejar reposar 10 minutos a --
temperatura ambiente. :

- Agregar a cada tubo 0.% ml de reactivo de Folin-
Ciacalteu diluido 1:2 en agua, agitande con vor-
tex.

- Dejar reposar por 10 minutos a temperatura am---
biente.

- Leer absorbancia a 600nm, e interpolar en la --
curva de concentracién de protefna.
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Grafica 1: Curva de concentracidn de protefna contra absorbancia.(Método de LOWRY)
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Método en tubo para seleccionar pH de tfabajo~¢on -
intercambiador iénico.

Seleccionar ua serie de tubos de 10 X 1§
Adicionar 0.lg de Sephadex de intercambic iénico

en cada tubo

- Equilibrar el gel de cada uno de los tubos a dife-
rente pH lavando diez veces con diez ml de buffer
0.5M, Usar un intervalo de pH de 5 a 9 para inter-
cambiadores anidnicos y pH de 4 a 8 para intercam-
biadores catifnicos, con un intervale de pH de 0.5
entre cada tubo,.

- Equilibrar en cada tubo el gel a una fuerza ifnica

baja (0.05M para Sephadex 8 0,01 M para Sepharosa

y Sephacril de intercambio ifnico) lavando 5 veces

con 10 ml de buffer del nmismo pH pero de baja fuer

za idnica (0,05M),

Afadir una cantidad constante conocida de la mues-

tra a cada tubo.
~ Mezclar el gel de 5 a 10 minutos
- Dejar reposar el gel
- Analizar el sobrenadante para la sustancia.
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Electroforesis de protefnas

Medir el volumen de cada una de las muestras proble-
ma. N
Afiadir acetona frfa a cada una de las muestras (. 6
veces el volumen de acetona por volumen de mues tra)
Dejar reposar toda la noche a -20°C i
Centrifugar a 12,000 rom durante 30 minutos’
Resuspender el sedimento en 20 pl de MAGIC.MIX::i=
con mercapto-etanol (10 ul de mercapto-etanol por
1 ml de MAGIC M[X)

Pasar a tubos Eppendorf

Hervir cada una de las muestras en bafio marfa du -
rante dos ninutos

Colocar cada una de las nuestras en los pozos del
gel de acrilamida previanmente preparado (Ver nre--
maracién de materiales)

Correr el gel con buffer de corrida Tris-glicina
pH 8,8 a 10 MA

Tefiir el gel con azul de Coomasie durante U4 horas
a temperatura ambiente

Decolorar el gel con dcido acético al 10%
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- Purificacibén de la proteina responsable de la actividad

citotbxica de la cepa CSHS7r~ (FpCh)&

2

w

&

@ -3

w0

10,

11,

L A S

Inocular 5 ml de caldo Luria mds calcio con la cepa -
CSH57r_(FpCh)é. dejar toda la noche a 37°C con agita-
cidn leve (200 rpm).

Reinocular 1000 ml de caldo Luria mds calcio, con el
cultivo anterior (1 ml de cultivo/100 ml de caldo --
Luria mis calcio). Incubar 18 horas a 37°C con agi-
tacién leve (200 rpm)

Precipitar con sulfato de amonio de 0-30%, de 30-70%
y dializar (Ver preparacidn de concentrados de sobre-
nadantes de cultivos bacterianos)

Pasar un ml de dializado a través de una columna de
filtracién molecular de Sephadex G-50 y/o G-75 ( de -
75cm de largo X 0.8cm de ancho), eluyendola con bu -
ffer Tris-HC1 0,054 pH 9.0

Colectar fracciones de un ml

Leer D,0 a 280 nm de cada una de las fracciones
Trazar una grafica de Ab contra nfmero de fraccién
Titular cada una de las fracciones en células VERO -
desde 112 hasta 11262,14u

Seleccionar las fracciones con mds alto t{tulo de =
citotoxina y juntarlas

Pasar las fracciones con actividad a través de upa =
columna de intercambio i8nico (DEAE-50) de 40 cm de
largo X 0.8 cm de ancho, equilibrada con buffer Tris-
HCL 0.05M, pH 9.0, lavando con el mismo buffer hasta
D.0. de cero, posteriormente eluir las protefnas re-
tenidas con un gradiente discontinuo de fuerza ifnica
crecientey NaCl 0,15My NaCl 0,16Mj NaCl 0,17M3 NaCl -
0,18My NacCi 0,19M y MNaCl 0,20M.

Colectar fracciones de un nl,
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Titulan cédaruna de las fracciones gnfﬁélg;as
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Leer D.0. a 280nn-de cada una de las fpacciphe‘
Trazar una grafica de Ab contra nimero. de fradc

san
cion

VERO, (Ver determinacién de actividad: citotéxica
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- Produccxén de. antlcuernos contra la c1totox1na extrace-_’

lular- de la cepa CSHS7r” (FECh)c

1. Preparar un dializado de ld cepa’CSH57r ‘chh)c‘(ver/‘

2,

te esquema de inmunizacidn:
Esquema de inmunizacién.

- Realizar una sangrfa de prueba en la oreja’del co-
nejo previa a la primera inoculaciln, separar.el. -
suero, filtrar a traves de un filtro millipore de. -
membrana 0,22 um y almacenar a 4°C.. (Suero pieinfé
mune) o

# DE DIA VOLUMEN DE VOL, DE AD- U-DE PRO— MG DE PRO-

DIALIZADO YUVANTE IN-- TEINA: i TEI“A
INOCULADO COMPLETO DE v
FREUND®S ° ;
1 dfa 0.2 ml 0.2 ml L OSXlOS" 0.78
5 dia 0.2 ml 0.2 2 B ©0,76
9 dia 0.2 ml 0.2 s 0.78
13 dfa 0.4 ml 0.4 ml 6 1.52 .
17 dia 0,5 ml 0,5 ml '~ 2.53X10G 1,90
21 dfa 0.5 ml 0,5 ml~ -‘2.53)(105 1.90
25 dfa 0,5 m 6.5 ml 2.53)(105 1.90
29 dia 0,5 ml 0,5 ml 2.63X10s 1.90
"33 dfa 0,5 ml 0,5 mb - 2,63X10 1.90
- Dejar reposar 15 dfas al conejo
49 dfa 1.0 ml 1.0 ml S.ZSXIUG 3,80

- Dejar reposar 15 dfas al conejo

Al 65 dfa realizar una sangrfa de prueba en la oreja
del conejo (Suero hiperinmune), determinar el titulo
de anticuerpos por el siguiente ensayo de neutraliza-
cidn; .



4l

Ensayo de neutralizacidn

1.

w

4.
S.
6.

~

Preparar un dializado de la cepa CSH57r™ (FpCh)E .
filtrarlo a travé8s de un filtro millipore con mem-
brana 0.22 mmc y diluirlo con medio MEM FLOW com--
pleto para células VERO, empezando de 1:2 hasta --
1:262,1u4

Diluir el suero hiperinmune de conejo 1:10 con me-
dio MEM FLOW completo para células VERQ

Mezclar 25 mcl de cada una de las diluciones de --
citotoxina extracelular con 25 mcl de suero hiper-
inmune de conejo, usando tubos Eppendorf estériles
Incubar a 37C durante una hora

Incubar toda la noche a YC

Checar citotoxicidad CDgy de cada una de las mues--
tras en cé&lulas VERO

Realizar al mismo tiempo y en las mismas condicio--
nes el ensayo de neutralizacién con suero prein--
mune y titular la muestra de citotoxina de -----=-
CSHS7r™ (FpCh)& .
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- Neutralizacidn de la citotoxina extracelular de la ce-

pa CSH57r'(FpCh)5 y las citotoxinas extracelulares de
las cepas P-119 y 0157:H7

1. Seleccionar las fracciones con tftulos mis altos de
citotoxina extracelular tantc de P-119, 0157:H7 y -
CSH57r'(FpCh)3. después de pasar cada uno de los --
dializados a travds de una columna de filtracién --
molecular Sephadex G~75, (ver purificacién de pro--
tefnas)

2, Diluir 1:32 cada una de las muestras elegidas con -

medio MEM FLOW completo para células VERO

Diluir el suero hiperinmune de conejo obtenido con-

tra la citotoxina extracelular de CSH57r (FpCh)é -

con medio MEM FLOW completo para células VERO des-

de 1:2 hasta 11256

Mezclar 25 wul de cada una de las dilucicones del -

w

=

suero hiperinmune con 25 ul de cada una de las -
diluciones 1:32 de las muestras

§, Incubar a 37°'C durante una hora

6, Incubar a 4°C toda la noche

7. Revisar citotoxicidad de cada una de las muestras-
en células VERO

8, -Titular al mismo tiempo cada una de las fracciones
elegidas en el paso nlmero 1

9, Realizar al mismo tiempo y en las mismas condicio--
nes el ensayo de neutralizaci8n con el suero hiper-
inmune de conejo obtenido contra la citotoxina in-
tracelular de P-119,
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- Método de absorcibn de suero preparado contra la cito-
toxina extracelular de la cepa CSH57r"” (PpCh)é

x

10,
11.

Preparar un dializado de la cepa CSH57r”
Determinar cantidad de protefna del dializado por
el método de LOWRY

Ajustar la concentracifn de protefna del dializado
a 20mg/ml con alb(mina sérica bovina

Afiadir glutaraldehfdo gota a gota a la solucifn de
protefna con agitacibn (0.5 ml de una solucibn -~
acuosa al 2,5% de glutaraldehfdo por cada 100 mg
de protefna)

Observar que se forma un gel inmediatamente

Dejar reposar el gel por 3 horas a temperatura am-
biente

Dispersar el gel con agitacién en PBS 0.01M pH -~
742

Lavar el gel con PBS 0,01M pH 7,2 centrifuglndolo
a 10,000 rpm durante 15 minutos, hasta que el so~
brenadante a 280nm tenga una D,0. menor a 0.01
Mezelar en igual volumen el gel inmunoabsorbido -
con el suero contra la toxina extracelular de ~--
CSH57r™ (FpCh) &

Dejar a 4°C durante 24 horas

Almacenar a ~20°C hasta ser usado
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- Inmuncelectrotransferencia

Buffer de transferencia:

Stock 8X . S R

- Tris-base 0,025 ~me-mmeun Aemadealiecaoie U HEL456 g
- Glicina 0,1928 ~~o-s Lvnadonaa 2304615 g
~ Agua destilada - -~—=< 2000.0° ml

Para preparar 10 litros se diluye 1:10?:11 RSN
- B080 ml de buffer stock
~ 12080 ml de metanol absoluto
~ 4200 ml de agua destilada

Se transfieren las protefnas del gel de a--
crilamida al papel de nitrocelulosa a 250 M.A. por 3
horas en el cuarto frio.

Tratamiento del papel de nitrocelulosa

-~ El papel con las protefnas transferidas se cubre con

una solucibn de PBS-BSA al 3% y azida de sodio 0.1%

a ¥C y con agitacidn continua por 3 horas o toda la

noche.

Lavar el papel 3 veces cada una 10 minutos <con PBS

Diluir el primer anticuerpo en PBS-BSA al 3% a la -

concentracidn deseada e incubar por una hora a tem--

peratura ambiente con agitacidn.

Lavar dos veces por 10 minutos cada una con PBS----

THEEN 20 al 0.3% y una vez con PBS 10 minutos

~ Incubar con el segundo anticuerpo diluido en PBS---
BSA al 3% por una hora a temperatura ambiente con -
agitacidn

1

~ Lavar como se hizo después de la incubacifn con el
primer anticuerpo
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- Detectar las bandas de protefna sobre el papel:

1) Por autorradiograffa si se usaron protefnas mar-
cadas.
2) Con 3,3"diamino-benzidina § 1,4-cloro-naftol si -
se usaron anticuerpos acoolados a peroxidasa.
50 mg de DAB en 100ml de PBS, agregar 10 ul de -
perdxido de hidrégeno al 30%
30 mg de 1l,Y-cloro-naftol en 10 ml de metanol mds
50 ml de PBS y agregar 50 ul de perdxido de hi-
drégeno al 30%.
Para parar la reaccién se sumergen las ti-
ras de papel en agua con azida de sodio al 0,1%,
Cuando se revelan las bandas de protefna -
con DAB las tiras de papel se pueden secar,
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- Wastern-blot para detectar la proteina extracelular -

responsable de la actividad citotoxica de la cepa ---

CSHSTr~ (FpCh)&

1. Preparar un dializado de la citotoxina extracelular
de la cepa CSH57r” (FpCh)é y un dializado de la ce-
pa receptora S7r~ !

2. Pasar cada uno de los dializados a traves de una --
columna de filtracién molecular Sephadex G-75, elu-
yendo con buffer Tris-HC1l 0.05M pH 9.0

3. Seleccionar el pico de mixima actividad citotdxica -
CDgqy de la cepa CSHS7r” (FpCh)c

4, Seleccionar las fracciones de la cepa receptora -——
57r~ que salgan exactamente igual que el pico de --
mixima actividad citotéxica de la cepa CSHS7r (FpCh)&

S. Preparar y correr un gel de policrilamida para elec-*
troforesis de proteinas con las fracciones del inci-
s0 3 y 4, a la vez también correr un patrén de pe--
sos moleculares y un control positivo (IgG de conejo)

6. Realizay una inmunoelectrotransferencia del gel an--
terlor

7. Tratar el papei de nitrocelulosa, usando como primer
anticuerpo el suero contra la toxina extracelular de
la cepa CSHS7r (FpCh)& absorbido con la cepa recep--
tora 57r  y como segundo anticuerpo anti IgG de co--
nejo conjugada con peroxidasa.

8., Detectar las bandas de proteina sobre el papel por -
el método de 1,4-cloro-naftol.
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3.3 Cleulos

- Unidades .de toxina
Para calcular las unidades de cltotox:.na px‘esen-
tes ‘en un cierto volumen de muestra se: lguen ‘los s:.-.f BT

guientes pasost :
Usando un ejemplo observamos que: 51 se,usaro

25 pl de muestra en el ensayo de citotoxicidad ést‘_

valor se divide entre el titulo CDSU obtem.do e
cho ensayo es decir:
25 pl (Volumen de muestra usado)

= 0,0122 pl'
2048 (tftulo CDg, de dicha muestra) :

0.0122 pl representan el volumen minimo de: muestra‘
que tiene actividad citotdxica detectable y corres

ponde a una Unidad de toxina. ;
Enseguida puede calcularse el nfimero de Uruda - B
des de toxina en un volumen determinado: ;

0.0122 g1 ----- 1 U toxipa
1000 gl --c - X L
X= 8.19 X 103 U de toxina/ml

- Act:.vxdad especifica
Para calcular la actividad especifma neses:.ta -
mos considerar la concentracibn de proteina de la -~
muestra en cuestifn,
Por ejemplo si en un extracto con 8,19 X 103 -
U de toxina/ml se obtiene una concentraciln de protei
na de 2mg/ml se hace el siguiente cdlculo:

8,19 X 10° U tox/ml ~-- 2mg/ml

b S img/ ml
% = 4,035 X 10% U de toxina/ mg
u.095X103 representa la actividad especffica en U de
toxina por mg de protefina.
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- Titulo de neutralizacién .
©:Para-calcular: la capacidad de neutralizacibn de. -

un suero hiperinmune se realizan los siguientes clcu-
los: co ’

En el ensayo se determinan paralelamente el titu-
lo de toxina de la muestra y la dilucifn minima de -
suero capaz de neutralizar una cantidad conocida de -
toxina.,

Primero se calcula las U de toxina/ Vol, de --
muestra, en segulda se calculan las unidades de to -
xina que neutralizan 1 ml de suero.

Ejemplo: Se usaron 25 pl de una muestra con un -
titulo de 1:262,144, se neutraliz8 con un suero hiper
inmune, dando un t3tulo de neutralizacién de 1:16,

Por lo tanto: L :

25+262,144% = 0.0001 prd
“1-Unidad:

de toxina/ml”
1.56 %-10% U e toxina/ml
A X

5 Unidades de toxina neutralizadas

por 1 ml de suero.

X= 6,24 X 10

6.2uxX10% se multiplica por 10 que fud el factor de --

diluciln que se utilizd para diluir el suero preinmu-

ne, por lo tanto:

6,24X10% X 10 = 6,24 X 10° U de toxina neutralizadas
por 1 ml de suero
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Con fines comparativos se determinaron las capa-
cidades de neutralizacién de los distintos sueros hiperin-
munes contra Unidades conocidas y fijas de toxina, para --
ello se realizan los siguientes cilculos!

Primero se calcula las U de toxina por volumen
de muestra, enseguida las Unidades de toxina usadas y los-
Al de suero que neutralizan 1 Unidad de toxina, por Grti-
mo las Unidades de toxina que neutralizan lml de suero,
Ejemplo) Se usaron 25 ul de una muestra, obteniendose -
un titulo CD50 en c#lulas VERO de 1:8192, al neutralizar
se utilizd una dilucidn constante de citotoxina de 1:32 y
se obtuvo un tftulo de neutralizacidn con el antisuero de
1:256, Por lo tanto: .

2528192 = 3.05 X 1071

25% 32 = 0,78 pl

3,05 X 1073 A1 commen 1 U de toxina
0.78 u1 ~mmem- X

X= 256 Unidades de toxina usadas,
2§S X256°='65,536
25'555,536= 3.82 X 10™" ul de suero que neu-
SRR LI L tralizan 1U de toxina
(3,82 X'Lni“)‘(25§)‘= 0.0978 ul de suero que neutralizan --
e TEEr256-U 'de toxina
3.82 X 107 1 —ememen Ul de toxina
1000 a1l ~cm--w- X
X= 2.6X106 U de toxina que neutralizan 1 ml
de suero.
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CAPITULO IV
RESULTADOS

- Purificacifn de la proteina con actividad citotéxica pre-
sente en la cepa lisogénica CSHS?r"(PpCh)E

~ Con el fin de encontrar las condiciones 6ptimas de pro-
duccibn de citotoxina(s) en la cepa CSH57r'(PpCh)§ se
realizaron cultivos a diferentes tiempos de incubacién
determinandose la:
- Actividad citot8xica en c8@lulas VERO de la citotoxina
intracelular y extracelular,
Se obtuvieron los siguientes resultados:

Act. citotoxica a Act, Citot. a

18 horas. (37°C) 48 Hrs. (37°C)
Citotoxina Intracelular 0 0
Citotoxina Extracelular 1:4096 134096

En vista de que los resultados a las 18 y 48 horas -
de incubacifn fueron similares se decidi8 trabajar con -
cultivos de 18 horas y dado que la actividad citotbxica
es de tipo extracelular se trabajd solamente con 1los 50 -
brenadantes de los cultivos.

Se procedi8 a clonar por colonia la cepa lisogeni--
zada CSH57r"(FpCh)3 para trabajar con aquella que pre--
sentara una mayor actividad citot8xica, Se eligieron -
30 colonias aisladas y se determin8 la actividad citor-
t6xica en los sobrenadantes de cultivos de 18 horas, ob-
teni8ndose una colonia con un titulo de 1:16,384, con -
la cual se continu8 el trabajo de purificacifn,
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Se prepararon dializados segln se descriﬁe én él =
capftulo de materiales y métodos, obtenléndose ‘los sxguxen-
tes resultados para la cepa CSHS7r~ (chh)c.

- Titulo del dializado en células VERO: 1:65,536 €Dy

- Concentracifn de proteina (LOWRY): 3,90 mg de protefna/ml

- Unidades citotfxicas en el dializado: 2.62 X 10° U CDgqy/ml

- Actividad especfficai 6.71 X wd v Cbsu/mg de protefna

Nota: Los cilculos se describen en el capitulo de materia -
les y mdtodos.

- Con el fin de comparar el g%ado de similitud de las cito-
toxinas liberadas por las distintas cepas: P-119, 0157:H7
y CSH57r'(FpCh)é se prepararon dializados de cada una de
ellas y se pasaron por columnas de filtracifin molecular-
(Sephadex G-50 y G-75), determin§ndose la actividad cito
toxica CDgy en células VERQ de cada una de las fracciones
colectadas, Como control negativo a citotoxina se proce-
so de la misma manera la cepa receptora CSHS7r , Los re-
sultados obtenidos se muestran en las grificas: III, IV,
v, VI, VIT, VIII, IX y X. Los rendimientos se observan
en el cuadro # 3.

Con estos datos se puede afirmar que lals) cito-
toxinas liberadas por estas cepas tienen un peso molecu-
lar superior a 50,000 (1fmite de exclusibn de G-50} e -
inferior a 80,000 (lfmite de exclusién de G-75), ya que
salen en el pico de exclusién de G-50, en tanto que son
retenidas en la columna de G-75.
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Cuadro 3: Rendimientos

““%.de ren- % de rendimien-
dimiento” to del paso de
purificacién

.Fraceién’

2,18

pa119

Fraccibn ‘2:08x10% ¢ “1ml 0.0089
3 SO AR 1ml *
e 1-ml + 1.98
1ml *
1ml #
5-ml 0,03u5
1 ml 0.0062
= 1-ml * . g
1ml * 7,72
1m *
1l ml *
S ml 0.031
Columna G-75 -
CSHST™(FpChYE -~ - s
Fraccifn: © 15 1,63X10, 1ml 0.024
716 1.63X103 1 m 0.024 7.01
17’ 3.33X10 1 m 0.1
18 1.63X10 1 ml 0.024
8.22X10° % ml 0.172
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“‘Yolumen ' % de’ ren- % de rendimien-
de mues-.dimiento - to del paso’'de
tra ““purificacién

Actividad ci-
totdxica .

P-119 "
Fraccién: -
Sl 9.28
C0157:HT :
Fraceibr loml.
1.ml - 0.0084 '2.38
lT:iml- 0,008y
1 ml 0.0084
4 m 0,0377
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- .Una vez determinado el pico méximo'de actividad en
G-75 se continud 1a‘purificaci6n utilizando una columna de =
intercambio ibnico. .

Seé utilizd una columna de intercambio ibnico con -
DEAE Sephadex A-50, fijindose las proteinas con buffer Tris-
HC1 0.05M pH=9.0, mismo que se seleccion§ por experimentos -
previos para determinar el pH y fuerza iénica Sptimas, (ver
capftulo de materiales y métodos). Se lavd exaustivamente
hasta D.0 de cero a 280nm con el nismo buffer y se procedid
a eluir las proteinas retenidas con un gradiente disconti -
nuo de NaCl de 0.15 a 0.20M.

Se utilizd una mezcla de las fracciones de G-75 -
con mayor actividad citotdxica que correspondiercn a las --
fracciones 15 y 18 de ambas cepas (P-119 y CSHS?r_(FpCh)é ).

Los resultados obtenidos se muestran en las gré-
ficas XI y XII. Los rendimientos se presentan en el cuadro
$ 4,

-~ Con el fin de determinar la actividad neutralizante del
antisuero preparado contra el dializado de la cepa ---~--
CSH57r-(FpCh)é (ver materiales y métodos) se hicieron en-
sayos de neutralizacifn en c&lulas VERO. Simultaneamente
se determind la actividad citotbxica CDgy de la cepa ---
CSHS7r'(FpCh)3, obteniéndose los siguientes resultados:

- Toxina presente en el dializado de la cepa CSH57r'(FpCh)E
2.82 X 10% U citotbxicas/ml
- Tf{tulo de neutralizacifén del suero preinmune:0
- Tf{tulo de neutralizaci8n del suerc hiperinmune
1.56 X 10s U neutralizantes de citotoxina/ml de suero
Nota: Los cilculos se describen en el capitulo de mate--
riales y métodos.
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Cuadro U4: Rendimientos
[4

A : -

Actividad ci- Volumen Y de rendx ‘% de rendimien-

totbxica de mues-'m.ento . to ‘del paso de
u Cbsﬂ/ml . tra AT . purificaecidn
Columna DEAE
Sephadex A-50 x
CSHSTe” (FpCh)c EIHEESEAN
Fraccién 31 “limles 20,000012
32 S . 0.000024%
33 1 0.000012
ki 1ml & 0.0876
35 1'ml * L
36 1l ml *
37 1mi : *
38" 1ml .
g 8 ml 0.00001
P-119
Fraccién' 36 80 1ml 0.000024
37 160 1ml 0,0000u8
38 61 1ml 0.00019
39 o4l 1ml 0.00019
ug 1282 1ml 0.00038 4,26
ul 5128 1l ml 0.0015
L ¥ 5128 1ml 0.0015
43 5128 1ml 0.0015
Ly 2564 1 ml 0.00076
9 ml ¢.006)

20752
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- Neutralizacién de las citotoxinas extracelulares producidas
por las cepas P-113; 0157:H7 y CSHS7v (FpCh)&

- Con el fin de comparar el grado de similitud de las citoto-
xinas liberadas por las cepas P-119, 0157:H7 y -~—cceceeeen
CSH57r'(FpCh)5, se prepard un dializado de cada una de las
cepas, se pasd cada uno de los dializados a través de co -
lunnas de filtracién molecular Sephadex G-75 y se procedib
a neutralizar las fracciones con mayor actividad citotéxica.

La neutralizacifn se llevé a cabo con el antisue-
ro ya descrito preparado contra la citotoxina extracelular
de la cepa CSH57r'(FpCh)E y ademis contra otro suero obte-
nido en el laboratorio preparado contra la citotoxina in--
tracelular de la cepa original P-119. Obteniéndose los --
resultados que se muestran en la tabla # 5.

Nota: Las fracciones que se utilizaron para la neutraliza-
cibn se muestran en las grdficas XIIT, XIV y XV.
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Tabla 5

FRACCIONES DE DIA- TITULO CDSO DE U DE TOXINA NEUTRALI-
LIZADOS PASADOS -~ - ":::CADA:UNA . DE  ZADAS POR 1 ml DE

POR ‘SEPHADEX G-75 - o~ LAS -FRACCIOHES SUERO -
CON ACTIVIDAD CITQ - B ANTL ANTL N
TOXLCA MAS ALTA DE ' N P-119 CSH57r"(FpCh)c
TOXINA EXTRACELU_ _ S : :
LAR -

~CSHSTr (FpCh)&
Fraccidn 12
Fraccién 13
Fraccién 14
Fraceidn 15

.5x10% ¥ 2.ex10%
2isx1ot o izexde®i e
“s=2:8%10% v 2 X008

- P-119 L
Fraccign 12 oy 5. av32%108
Fraccign 13 ~ 7 1:ug9 T1.e6%10°% 3.33xi08
Fraccién 14 . 114096 1.66x10° 8.3 x10*
Fraccién 1§ S1mmgsl o 1.66x10° 8.3 x10®

-0157:H7 T
Fraccién 12 SRS TI'T L1 1.66%10° 1.3 x10°
Fraceién 13 .. - Contam. - -—-
Fraccién 14 1:8192 1.63x10°  1.63x10°

‘Fraceién 15 T o1 8192 S 1.53)(105 1.83)(105
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DISCUSION DE RESULTADOS

La cepa original denominada P-119 es capaz de produ-
ecir altos tftulos de citotoxina intracelular y moderados titu-
los de citotoxina extracelular. HNo se tiene claro hasta el --
momento si estas actividades son ocasionadas por la misma to-
xina, asimismo hay indicaciones de que en la fraccibn extrace
lular podrfan estar presentes mis de una citotoxina.

Dado que se ha reportado que la(s) citotoxinas eg--
tidn codificadas por fagos, se procedif a lisogenizar una ce-
pa receptora de E. coli K-12 denominada CSHS7r~ con un fago
clonado obtenido de la cepa original P-119.

Esta cepa lisogénica: CSHS7r'(FpCh)$ fué capaz de -
producir bajos titulos de citotoxina detectables en sobrena -
dantes de cultivo, no presentando actividad citotéxica intra-
celular. Con el fin de concentrar la citotoxina liberada al
sobrenadante se realizaron precipitaciones fracecionadas con -
sulfato de amonio dializfndose con el buffer de trabajo.

Al pasar los dializados de sobrenadantes de las ce-
pas CSH57r'(FpCh)E 3 P-119 y 0157:H7 por columnas de filtra-
cién molecular Sephadex G-50 y G-75 se observ6 que el peso -
molecular de las citotoxinas extracelulares producidas por -
estas cepas es superior a 50,000 (Excluidas en G-50) e infe-
rior a 80,000 (Retenidas en G-75). De acuerdo a los datos -
de % de rendimiento que se dan en el cuadro # 3 se puede ob-
servar que al pasar los dializados de CSHS7r'(FpCh)E y P-119
a través de columnas de G-75 se obtienen mejores rendimien--
tos que por columnas de G-50, mientras que con dializados -
de la cepa 0157:H7 sucede lo contrario.

Como puede observarse en el cuadro # 3 el % de ren-
dimiento en Unidades citot8xicas CDSO/ml es muy bajo, sin -~
embargo, al calcular la actividad especffica en Unidades de
toxina/mg en algunos experimentos se encontrd que para el ca-
so de la cepa CSH57r'(FpCh)3 en columnas de filtracién molecy
lar la actividad especf{fica mejora considerablemente:
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- Columnas” de filtracién' molecular Sephadex G-50: 23.7%
- Columnas de filtracién molecular Sephadex G-75: 94,0%
Por lo cual se observa que la actividad especffica
es alta sobre todo en columnas de filtracién molecular G-75.
Utilizando columnas de intercambio idnico con DEAE
Sephadex A-50 se observé que la citotoxina extracelular de -

_ las cepas CSH57r'(FpCh)3 y P-119 se adhieren a la resina en -

las mismas condiciones, mis al liberarlas con un gradiente -

discontinuo de NaCl 0.15 a 0.20M se observan diferencias en -
tre las citotoxinas presentes.

Cen CSH57P-(FpCh)E se obtuvieron rendimientos muy -
bajos 0.000024 con respecto al lisado original, la actividad
de esta citotoxina se encuentra en las fracciones 31 a 38 de
la columna de Sephadex A-50 (eluida con NaCl 0.16M), en cam -
bio con P-119 se observa que el rendimiento es considerable -
mente mayor 0.0015, eluy8ndose posteriormente de la columna -
en las fracciones 36 a 4% (eluida con NaCl 0.16M ). La cepa
0157:H7 fué procesada de la misma manera m&s los resultados -
de D.0. fueron negativos, por lo cual no se determin§ la acti
vidad citotéxica,

Neutralizando con antisueros, preparados frente a
la citotoxina extracelular de CSH57r'(FpCh)E y frente a la ci
totoxina intracelular de P-119, las tres cepas en estudio --
CSH57r'(FpCh)E; P-119 y 0157:H7 dieron los resultados que se-
expresan en la tabla #5, observindose que:

- CSH57r (FpCh)& es neutralizada por su suero homélogo (anti-
citotoxina extracelular de CSH57r'(FpCh)3) a un tftulo de -
mis de 2.6 X 106 U de toxina/ml, mientras que el suero ob -
tenido contra la citotoxina intracelular de P-119 sélo neu_
traliza 2.5 X 10% U de toxina/ml, indicandonos que existen-
diferencias antig@nicas entre la citotoxina producida por -
CSH57r™(FpCh)é y la citotoxina de P-119.

- Las cepas P-119 y 0157:H7 al ser neutralizadas por el suero
anticitotoxina extracelular de CSH57r'(FpCh)3 presentan el
miximo titulo de neutralizacién en la primera fraccifn elui
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da (1.3 X 105V de toxina/ml) ;observéndose una disminucién
en el titulo de neutrélizécién'ehflas‘fracciones posterio-
res (mis retenidas).

La neutralizacién de la citotoxina extracelular de estas =~

dos cepas con el suerc anticitotoxina intracelular P-119 -
es similar y no presenta estas variaciones, encontradas con
el suero anti CSH57r (FpCh)& . (ver tabla #S)

Los datos anteriores parecerfan indicar que la cepa
original P-119 tiene dos tipos de citotoxinas extracelula-
res diferenciablés inmunolégicamente, una de estas citotoxi
nas es similar a la producida por la cepa CSH57r'(FpCh)§ y-
la otra difiere inmunolégicamente y es retenida mds fuerte-
mente en columnas de filtracidén molecular, lo cual podrfa -
‘indicar diferencias en su peso molecular.

Al intentar determinar el peso molecular de la citg
toxina liberada por CSH57P_(FPCh)$ por el método de Western-
blot no se obtuvieron resultados ni con fracciones de colum-
nas de filtracién molecular G-75 ni con dializados de la ~--
muestra. Estos resultados podemos explicarlos por la canti-
dad de protefna presente, que parecerfa estar por debajo de
los 1imites de deteccidn de este ensayo.
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CAPITULO V
CONCLUSTIONES

1) La cifptoxina producida por la cepa lisogénica CSHS7r  ---
'(FpCh)é s6lo se detecta en el medio extracelular.

;25 El peso molecular de esta citotoxina de acuerdo con los -
" datos de filtracién molecular se encuentra entre 50,000
y 80,000 al igual que las citotoxinas extracelulares de -
la cepa original P-119 y de la cepa enterohemorrfigica ---
Q157:H7

3) En cuanto al % de rendimiento en Unidades de. toxina CDSD/
ml se obserba que es mejor en columnas de filtracién mole-
cular G-75 que en G-50 para las citotoxinas extracelulares
de las cepas CSH57r_(FpCh)é y P-119, mientras que en la ei
totoxina extracelular de la cepa 0157 sucede lo contrario.

4) En columnas de intercambio iénico DEAE Sephadex A-50 la --
citotoxina de CSH57r'(FpCh)3 se excluye tempranamente en -
NaCl 0.16M y se observan rendimientos muy bajos 0.00002u4%,
en cambio la citotoxina extracelular de la cepa original -
P-11% tarda mis en ser eluida y se observan rendimientos -
mds altos 0.0015%

S

~

Al neutralizar la cepa CSHS7v'(FpCh)é con su suero homblo-
go anticitotoxina extracelular CSH57r'(FpCh)3 y con el --
suero anticitotoxina intracelular P-119 se observa que e-
xisten diferencias antigénicas entre las citotoxinas intra
celulares y extracelulares.

6

~

Conforme se van eluyendo las fracciones de las cepas P-119
y 0157:H7 de la columna de filtracién molecular G-75 se ob
serva un cambio en las unidades de toxina neutralizadas -
por el suero anticitotoxina extracelular CSH57r'(FpCh)é y-
indicandonos una posible variacién inmunogénica en la ei -
totoxina extracelular presente en dichas fracciones.
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7) La cepa 0157:H7 se comporta igual a la cepa original P-119
en términos de neutralizacidn.

El presente trabajo se llevé a cabo con el fin de -
caracterizar un posible nuevo factor patbgenico presente en
la cepa de E. ¢oli P-119 considerada no patégena.

Dicha cepa se vi6 en &ste trabajo que es portadora
de un factor de patogenia, el cual es una citotoxina(s) si -
milar a la que se ha encontrado en casos de colitis hemorri-
gica, Esta o estas citotoxinas son codificadas gené&ticamen-
te por fagos contenidos en la cepa original, lo cual abre to-
do un nuevo camino de transferencia de factores de patogenia
entre las cepas de E. Egli puesto que P-119 afin sin saber su
seprotipo, s{ sabemos que no corresponde a ninguno de los se-
rotipos ya establecidos como patbgenos, por lo que podemos -
concluir que factores patogénicos como &ste pueden ser trang
feridos a cepas consideradas normalmente no patbgenas y ha--
cerlas altamente patdgenas,
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