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1,1 Escherichia coli como patégeno.

rEl‘éiﬁdrome dierrefco aparece regist

la‘bib;ig;Ty3§ﬁ hégiétb§é aﬁﬁigdo$ﬂ gomd{1os que se des-
criben en los trabzjos de Hipocrates de Cos (22). En 1la

cultura prehispdnica de nuestro pafs se consideraba a 1la

diarrea, castigo del dios Tlaloec (22),

una tasa de 29.5 y 17 por 100,000 de EUA y Alemdnia Occl
'dentalfrespectivamente(22).r

Mas recientemente, un estudio realizado durante 1980-



81 demostré que el porcentaje de agentes potencialmente

56 n Qﬁfeéfﬁdlédds fueron los

'sigﬁientés:ROtavirﬁ_

u~28 1%;lcampylobacter 10.9%,8higella
'9.4%,5almonella 5.9%, Yersinia 5.6%, ¥ E.coll serotipi-

ficable 39.5%. (Frecuencia de C.fetus y Y.enterocolitica

en nifios con diarrea azzuda de la ciudad de México. --- -

Morales M, et al.1933. Boletfn Médico del Fospital Infan

£41 ae México.).

 Escherichia coli,,bacteria gram negativa pertenecien-~
 te a la tribu Esqhericbeae'(2,37),desencadena procesos

arios mecanismos tales como la pro-

diarreicos’medianté

duécié@kde e inas'(42,47),vpor,la,produccién de -

unajtbxihéfliaﬁéf gVi_(Bl) y por mecanismos aun en vias
'ée.elugidér}; '

ccién de la toxina termoldbil .(TL) y ds

 1a toxina del célera (TC).

las enterotoxinas de E. colil son dos, la toxina termo



estable (TE) y la toxina termolébil (TL)i(20i4§345)°

Lae primeras cepas de E, géliiéﬁﬁégéﬁbkiéénicas'-
(ECET) se afslaron de animaiéé;idehéifigéhdose en 1966
casos dlarreicos en humanos causados por E. coll entero-
’tdxigén@ca, siendo estos cuadros dlarreicos muy seme jan-~
 ?€ § 1@8 provocados por X.cholerae', este hecho parece -
;téher relacidén, dada la semejanza de la toxina termold-
'bilde'g. coli , con laktOXinadel‘célera (TC). Ambas--
}e,/c";‘;x;‘iprqteinas de cerca,ae 90,000 daltons, y estdn forme-

das por Gos subunidades, una copia de la subunidad-A de

+25-30,000 daltons, Yy cinco coplas de la subunidad-B de -

11-12,000 daltons (7,13,14,15,17,23,25,32,33).

Saﬁ;diarrea eluyendd secrecidn del -

Jyﬁéiéabe que tanto la TL como

1élTC9bf¢é@§éﬁfﬁh*iicfémento en 1a:c0ncehtraci6ﬁ*dé:—;;
9‘. .

AMP cfclico por activacidn de la adenilato ciclasa en el

tejido intestinal (12). Esta activacidn de la adenilato

% Adenil mono-fosefato



ciclasa sucede en dos -etapas: I) Union de las toxinas:
La TL al igual que la TC se unen a 'la célula intestinal,

interactuando con un re¢eptorldéilg5membrana?dehdﬁihédd;’f

gangslloslido GM,, ademés‘cdn“un ??QSPth"d?5$,

leza glicoprotefca. Esta union'és;méaiédérpor la;$ﬁbqni=f'
: S

dad-B de TL (TLB) o d@e TC (TCg) (5,10,24,26,28,36,48).

II) Entrada de la subunidad-A y activacidn de la ade-

nilato ciclasa: La subunidad-A de TL o la subunidad-A Qe

‘*WiisgPiésﬁidos.

la informacidn genética gue - Getermina la sintesis de




TL, reside en.elementogextracromosomalesdenominados -—
plésmidos Ent, los~cgéLégféon §¢n frecuencis autotransmi
éibles (21,43). Los;éigéﬁidqsyggg que codifican TL estédn
relacionados con 1oé grupos de incompatibillidad FI, FII
y FIV (34).

ﬁno de los plds:idos mds estudiadosses el pldsmido --
P30T, broveniente de una.cepa.aislada:dé Qn cerdo (20).

e incompatibilidad FI

Este pldsmido perteﬁl
(34,46) .10s estudiésvéﬁ'p307linéiﬁyén el aislamiento de
la regzidn responsable de la sintesis de TL, esta 4ltima

comprende tanto el gene que detrmina la sintesis de la

subunidad-A (gene elt-A),,cqm”" 5gene que codifica 1la

subunidad-B (gene elt—B)éfRé@Qéﬁt ,gfa¢ias a téeni-
cas en ingenierfa genétics, se~ﬂg§5p§dido generar pldsmi
,aogfque contienen y expresan exclusivamente elt-A o bien

elt-B (39,40,52).

El gene e€lt-B en p307 estd flanqueado por sitios de -



restriccién reconocidqs pqr“}grgnzima Hind-III (9).la
inse:cién de elt-B de p307 como un fragmento Hind-III
en los pldsmidos vectorespAQiCiS4 & PBR322 da como reéA~
sultado la expresidn del genéyidebidb a'unlpromoﬁ6r ;-
contenido en ambos vectores(40).

Lz insercidn ade ili:E en estos pldsmidos recombinan-
tes es eficiente y la subunidad-B eintetizada retiene
sus proplecades originaies, que son las inmunoldgicas y

de reconocimiento del gangliébsido GM; (40).

1.4 Objetivo del estudio.

En este trabajo se describen los primeros pasos para
la purificacidén de la subunidad-B, la razén de intentar
una purificacidn de TLzy, es que esta protefna podria ser
utilizada como agente protector contra 1la dilarrea causa-
da por E.coll productora de TL.

1a proteccidn podrfa conseguirse por inmunizacidn o

plen por blogueo especifico de los receptores para=la ’



toxina en el intestino del huesped. A este respecto in-.
formes muy reclentes han demostrado la proteccidn contra
la TL de E. colil enterotox;génica eﬁ animales de expe-
rimentacidn inmunizados con un hibrido de la toxina ter-
moestable acoplada a la subunidad-B de TL (29).Por otra
parte inoculaciones de conejos con preparaciones crudas
de una cepa recombinante andloga a la portadora del plég.
mido pUB1844,apoyan el uso exitoso de TLp para bloguear
los recéptores de TL en el intestino del delgads. (30).
Es importante sefizlar qué el pldsmido pUB1844 codifi-
ca la subunidad-B en ausencia de la subunidad-A, y tam-~

bien codifica para resistencia a clorafenicol.
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2.1 Antibioticos,

2.3

l.-Ampicilina.Sanfer,
2.~-Clorafenicol.Park Davis.

Medios de cultivo.

l.,-B.H.I. agar.Bioxon,
2.~-B,H.I., caldo.Bioxon.
Reactivos.

l.-Acetato de amonio.Merck.

2.-Acetato de sodio.Monterrey.

3.-Acildo acético glacial.lerck.

4,-Acido clorhfdrico.Merck.

5.-4gar noble,Difco.

6.-A1cohol etf{lico absoluto.Merck,

7.-Albumina bovina.Sigma.

8.-Anti-IGg de conej)o en cabra acovlada a fosfatasa

alcalina.Miles.

G.-Aguacide.Sigma.

10.-22182 de sodio.Sigma.

1ll.-Azul de Coomzsie.Sigma.

12.-Cloruro de potasio.Mallinchrodt. S -

13.-0loruro de sodio.Monterrey,

14 .-Dietanol amina.lerck.

15.-E.D.T.A..NMonterrey.

16.-Folin y Cicatous.3igma.

17 .-Fosfato de potasio monobdsico.Sigma.

18.-Fosfato de sodio dibdsico.Merck.

19.-B-Galactosa.Sigma.

20.-Gangliosido GMj.Cat.lo.4-6033.Supelco. .

21,-Hidroxido de sodio.Monterrey.

22.-p-Nitofenil-fosfato.Sigma.

23.-Polietilenglicol 6000.5Sigma.

24 ,-Suero fetal de ternera.Gibco.

25.-Tween 20,Difco.

26.-Bio-Gel A 1.5m.Bio-Rad.
Limite de:exclusién. 1,500,000 peso molecular.
Rango de Operacidn.l0,000 a 1,500,000 peso mole-
cular. i

27 .-Blo-Gel A 50m.Bio-Rad..
Lfnite de exclusidn.50,000 peso molecular.
Rango de Operacidn.l00,000 a 50,000,000 peso
molecular.
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3.1 Preparacidn de suero antitoxina del cdlera.

La preparacidén de suero antitoxina del éélera en co-
nejo, se hizo por inmunizacidén intramuscular de 25ug de
toxina del cdlera (Cholera enterotoxin,Schwarz/Mann) en
1 ml. de amortizuador de fosfatos solucidn salina (PBS)
¥y 1 ml. de adyuvante completo de Freundss (Freundrs --
fdjuvant Complete. Gibco laboratories). Posterliormente
s8e prepararon 3 inoculacliones, 1 cada'25 dias‘con 25 yg
de toxina del cllera en 1 ml. de adyuvante incompleto de
Freundss (Freundss Adjuvant Incomplete;Gibco Laborato- -
»ries).

- Una vez completo el esscuema de inmunizaciéﬁ, Ee com-:
probd ia presencla de anticuerpos medlante inmunodifu-

8ién simple en agar contra toxina del cSlera,



3‘21nmunod1fu516n'81mple en Agar

( Prueba de 3uchterlony)

El ensayo de inmunodifusidn simple en agar, es un
método semicusntitativo de deteccidn de antigenos si{m-
Ples, en el que se aplica un anticuerpo de tfitulo cono
c¢ido.

Durante el proceso de gelificacidén del agar, se for
ma una estructura micelar, en la cual,moléculas con un
peso molecular menor a 200,000 pasan a través de las
micelas, no haciendolo moléculas de mayor peso,pofiiog
que .'ge forman : inmunoprecipitados de antigeno y --
anbicuerpo (51). ,

la inmunodifusidn simple 86 hizo en agar noble al
1% 4 disuelto en solucidn amortiguadora de PBS con---
teniendo 3 mM de azida de sodlo, de esta manera 7.5 ml
de agar fundido fueron vertidos en una caja petri de
5 cm. de didmetrc, una vez gelificado el azar se exca-

10



varon 6 pozos. En elpozo central se depositaron 50 pi.
de antisuero de antitoxina del cdlera, y las muestras.
por ensayar fueron colocadas en los cinco pozos circun
dantes,

la formacidn de.inmunoprecipitado se llev8 a cabo a
temperatura amblente toda una noche.(ilustfacién mostra

da a continuacidn)

' pUBTBA2
- mE s B

pEWD299]
CoTLY
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3.3 Ensayo Inmunoenzimdtico (ELISA)

El ensayo inmunoenzimditico tiene un alto nivel de -
especificidad y sensibilidad, debido a ello se utiliza

desde 1972 para la deteccidén de antf{genos,o anticuerpos

?
de agentes infecciosoé. Este ensayo tiene:como fundamen-
to,1la unidn de antigenos o anticuerpos solubles a una fa
se s8lida, de manera qge la reactiyidad de los componen-
tes inmunoldgicos sea retenida (50).

El método denominado GML-ELiéA utilizado en este tra-
| bajo, esta basado en el propuesto por‘Sack, et al.(1980)
yé gue es el mas adecuado para la deteccidn de TLB§0 TL
(38).Brevemente el mégodo consiste en:
1)Union de GMj a los pozos de la placa.

2) Adicidn del antfgeno (TLB o TL),
3) Reaccidén entre el aﬁtigeno y el antisuero antitoxina

~del ecblera de conejo.

4) Adicidn de un conjugado apropiado.

12




5) Adicidén del substrato de la enzima la cual forma par-
te de el conjugado. (Representacidn grdfica abajo).
Una descripcidn mas detallada del método empleado se

encuentra en la siguiente pagina,

Ll

PRODUCTO

N
’/,,E_\\~
T

15



Gyp ELISA pra TC, TL y TLp

El método deserito abajo esta basado en el de Sack et al,

(1980).
Paso Diluyente Concen- Vol/pozo Tiempo
tracidn (n1) de incu-
bacidn
Temp.
1.Recubrir la PBS. Sug/ml :-100 1h/37°C
placa con G
(gangliosidg}
2.lavar 5 veces chealE e I llenando Lemp,.
con agus ambiente
3.Adicidn de PBSTFN dilucidn 100 12 hrsa.
ant {geno" seriada 0°d0.
4 . lavar 3 veces 1llenando tenmp.
con agua amblente -
5.8dicidn de PBSTFN 1:400 100 1h/3700C
antisuero .
anti-TC de -
conejo
6.lavar 3 veces llenando tenp.
con agua amblente
7.Adicidn de PBSTFN 1:500 100 1h/37°C
anti. IgG de :
conejo en ca-
bra acoplada
8. fosfatasa
alcalina
8.lavar 3 veces - 1lenando temp.
con agua ) ambiente

o




Paso Diluyente Concen- Vol/pozo Tiempo

tracién de incu-
bacién
Temp.
9.Adicién de 10% DEA 1mg/ml 100 1h/37°C
substrato amortigua- -
(p-Nitrofenil- dor
fosfato)
10.Parar agua 3 M 50 temp..
reaccidn ambiente.
con NaOH

11l. Leer la densidad éptica a 405 nm. (Titertek/Multiskan-

Spectrophotometer). las placas usadas para el ensayo son

de 96 nozos fondo »lano (Func) (Ilustracidn a continua-

cidn)

{Gontrol +
Control  +

-

Muestra -
Tuestra +
§}Kuestra -
'{5H§Muestra +
Muestra -

Control -

% FBSTFN=Amortiguador de fosfatos- solucién Balina,0.05% -
Tween 20,1% suero fetal de ternera,y 3mM Nals.




3.4 Medlo de crecimiento para la preparacion de TLg.

Ei medidrébiimbrde crecimiento pa#a E.colil entero-
toxigénica es el cal@o'de Evans o TL (11). Se prepara-
ron 10 litros de éste adicionado con clorafenicol (25ug
por mililitro), a este se le inoculd un litro de la cepa
C600 (1), portadora del pldsmido pUB1l844 (41), previamen
te cultivada 24 hrs. a 37 ©°C. en medio TL. Este indéulo
se obtuvo a partir de una placa de agar BHI, y tanto el
inéculo como la plca se suplemantan con clorafenicol —--
(25 pg/ml).. ' ST | SRCTRERE
| El cultivo se hizo en un Magnaferm Fermentor (New ---
Bruns#ick Scientific) a 37°C.,24 hre., siendo las Céiu—i
las cosechadas por centrifugacidn en volumenes de 500 ml.
a 3,000 G»S,a 5°C, (Cru-SOO/Centrifuge.Damon.IEC/Divi§=p
sion).

El.botdn celular (15 g. peso hﬁmedo) se resuspendld

en 500 ml, de amortiguador de fosfatos-solucidn salina

16



(PBS) pH 7.4 .
3.5 Preparacién de lisados celulares mediante presidn

hidrostdtica (Prernsa Francesa),

La presidn hidrostdtica puede afaectar o no a los of;
ganismos dependiendo de varlables tales como pH,tempera-
tura, la especle por presionar, as{ como otras propieda-
des dadas por el‘medio.

la fragmentacidn de la gruesa pargd celular bacteriaw-
na mediante €l uso de una prensa francesa,sirve para ld-
berar las protefnas en forma soluble,éin gue estas pler-—
dan su actividad.la prensa de elevada presidn llamadal;—

| | J
francesa consliste en un cillindro de acero donde son colo
cadas las baéterlas en soluciones acuésas,(amortiguado—

. res), y sobre esta suspensidnactia un pistdén a una fuerw
26, determinaas fragmentando las células (16).

El resuspendido celular (500 ml) se dividié en al{-

cuotas, las cuales fueron prensadas a una tLemperatura de

17




490, .1a presidn aplicada con la prensa francesa fué de
250, gue es equivalente a 15,000 psi (psi:llbra/pulgadgj

El 1isado celular obtenido se centrifuzd a 400,00004
*a 0°C. durante 45 min. Cada uno de los sobrenadantes fud
colectado y concentrado con aguacide y polietilenglicol
6000, en tubo de‘diélisis (con peso molecular de corte
de 6-8000? a una temperatura de 4°G., hasta un volumen -
final de 200 pl.. Estos concentrados se utilizaron para
verificar la presencia de TLy por inmunodifusidén simple
en azar contra suero antitoxina del cdlera.

-

3.6 Precipltacidn de protefnas con sulfato de amonio.

la separacidn de proteinas en base a su solubilidad,
depende de variables como pH,Tempetratura, caracter{sti-
cas del solvente o bien de la protefna misma.

El sulfato de amonio es la sal mas comunmente usada -
para la precipitacidn de una protefna..8l ser una sal di

valente le confiere mayor efectividad que las salesg mono

18




valentes. E1 suministro del electrolfto puede ser con
la sal en su forma s8lida, en disoluciones saturadas, o
bien dializando la sal a través de una membrapa semiper-
meable (51).

1os dos sobrenadantes obtenidos de la lisis por pren-
sado, fueron sometidos a precipitacidn de proteiQas con
sulfato de amonlo s61lido,hasta alcanzar un porcentaje de
saturacidén de 40-60%. la precipitacién se llevé a cabo a
0°C., v agitacidn constante por una noche. las alicustas
se qentrifugaron a B,OOOGfS, por QS min. en un rotor en-
friado previamente a O°C., los sobrenadanteg se.cslgctﬁ:

ron y dializaron contra 100 vol. de tris-solucidn salina

(TEAN), en tubo de dildlisis con peso molecular de corte

de 6-8,000, hasta eliminar el exceso de sulfato de amo=
nlo.

Una vez dializédas las muestras de proteina, ég les -
verificd 1la preseﬁcia’de TLB por inmunédifusién.simple ‘

en agar contra antisuero antitoxina del cdlera,

1




3.7 Cromatografia de TLg: en agarosa.

‘ﬁno,de.lga_métodos para la separacién de protefnas ___.
eg el empleo de la cromatograffa de afinidad, este mé-
todo se bpasa en la propiedad que tienen algunas proteinas

\de unién especi{fica no covalente con otra moléeula llama-
da ligando.

1la toxina termoldbil al tener afinidad por la agarosa
puede elulrse en forma'éspecifica con D-galactosa, esto «
es posible, ya _-que 1ajagarosa es un pol{mero lineal de
D-galactosa y 3,6'anhidro L-galactosa. Basandose en este
método para la puriflcécién de TL descrito por Clements y

Finkelstein (1979), se . utilizd este tipo de cromatogra-
ffa para el aislamiento de TLg.

Una primera cromatograf{a se llevdé a cabo cdn una mues
tra de 4 ml. que contehiaxpabtes iguales de proteina pro-’

venientes de las dos alfcuotas preciplitadas con sulfato Q

de amonio. Esta se filtrd en una,columna de agirosa -—--

20



(L.6 cu. @ y 95 cm. de long.) previamente empacada cor .
la resina (Bio-Gel A 1.5m) ¥y equllibrada con amortigua-=
Léor de TEAN. pH, 7.4 a temperatura ambiente. La nuestra se
pasé a un flujo de 7 ml./hr., a una temperatura de 5°C,

La elucidn de las protefnas no unfdas a la agrosa se
realizd con TEAN pH 7.4, hasta que la densidad éptica a
280 nm, fué cero.Registrada esta lectura se puede eluir
la proteina unida a la agarosa con galactosa 0.2 M en -~
amortiguador de TEAN pH 7.4. Alfcuotas de 5.4 ml. se ob-
tuvieron en un colector automdtico de fracciones (LXKB -
2111 MulFiRac), leyendose la densidad Sptica =z 2é0-ﬁg. ;-
(8P8-100 Ultraviolet Spectrophotometer. PYE Unicam).

las fracciones gue mostraron lectura se reunierpn,dig
lizaron y concentraron con polietilenglich6000 para‘mégl
trar la presencia de la subﬁnidad—B de la toxina termolé
bil, medlante prueba de 5uchterlony contra antisuero ---
antitoxina del cdlera.

la segunda cromatograffa se realizd con una muestra .

21



“de }lQS'ml.Esta se equlilibrdéd con amortiguador de TEAN --
como Be decribid anteriormente. La protefna unfda a la
agarosa se eluyd con 5alaCtosa a una concentracidn de
0.5 M, una vez que nos dié la lectura de galactosa,se
pasé TEAN pH 7.4 hasta gue la densiad Sptica fué eero,
slendo el flujo en la &olumna de 7 ml/hr., la colecta de
fracciones se hizd automaticamente y la absorbancla =-
registrads.en. éspectrofotdmetro.

Las fracciones gue presentaron lectura diferenclial -«
por la elucidn con galactosa, Se reunieron y dializdron
'contr‘g 100 vols. de amortiguador de _TEAN en tubo " d-e ‘;iié'-
‘1lisie con peso molecular de corte de 6-8,000 , una vez
diaiizédas ée concentraron con’pqiieﬁ;lénglicol 6000 has
ta una vigésima parte del volﬁm;h?o;iéinal, esta concen-
traciSn se hizo a 5°C.

Las fracciones reunidas y concentradas fueron:223,236
255,265,278,283 ademis las comprendidas entre la 305 a -
215.
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la presencla de TLp se probd mediante inmunodifusidn
simple en agar contra antlsuero antltoxing del cdlera y
por ELISA, determinandose la concentracidn de protefnas
por el método de Lowry.

3.8 Preparacién de lisados celulares mediante~son1¢a-

cién,'y obtencién de TLg.

';jfpnkmétOdo alternatlvo para ;gfobtencién de proﬁeinas
ién formasoiuble, sin que ééféspﬁierdan actividad,ee la
SOnicacién. En éste se Qtiliza ia radiacidén sénicarpafa
fragmentar las células,dbteniendo de esta manera:protefi~
nas.

Se cultivé nuevamente la cepa €600 portadora del plds
mido pUBL844 ep presencia de clorafenicol (25pg/ml) si~-
_fguiendo elprocedim;ento sefialado antefiormente.Lag cé-
‘lﬁlas separadas por . . centrifugacidén (15 gr peso hume-
do) se resuspendierm en 250 ml.de amortiguador de FPBS,--

Este resuspendido celular fué fragmentado en un sonica-
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, dorv(Lab-Line 9100) con pulsos de 30 seg: e intervalos
dé un minnto. la temperatura se mantuvo a-.5°C. sumer-
gilendo la muestra en un bafio de hielo-alcohol. Este pro-
ceaaéelrep§t16~ hasta no observar camblos en la densil--
dad Sptica.los rstos celulares se separaron'por centrifu
gacién a 17,000 G’S 1 hr. y 0°C.(Sorvall RC-5 Centrifuge)
El sobrenadante se filtrd a través de membranis de -
poro 0.45 pm de didmetro (Millipore), ¥y se comprobd la
presenclia- de TLB en el filtrado mediante prueba de —---
§uchterlony utilizando suero antitoxina del cdlera.

Las protefnas obtenidas por la metodologfa anterior-

mente destiba,se'precipitaron con sulfato de amonio,

(véb-}Aé);, 55‘proteinas resultantes se dializdron con-
tra 100 vols. de TEAN en tubo de diflisis. La existen-

cia de TLg en el dializado se probd por inmunodifusidn

gimple en agar contra antisuero antitoxina del cSlera .,
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5.9 Oromatograffa de TLy en agarosa y pH alcalino.

Como método alternativo de purifiéacién y teniendo i
lla evidencia de quella'subunidad-B en un pH alcaliﬁo,mo-
difica su estado de agregacidn, se intentd aislar la ==
TLp en modificando el pH (pH neutm»CSanchez;J. datos no
publ;cadOS).

Una columna (16 mm. 8 y 35 cp. de long.) fué empa;ada
con Blo-Gel A 50m equilibrada con amortiguador de hidré-
xido de amon;o 0.1 M pH 9.5 a una temperatgra de 5°G,una
vgz equilibrada se aplicd una muestra de 10 ml. obtenida-
de ‘la precipitacidn con sulfato de amonio al 46%, 1avéndg
se con amortiguador de hidrdxido de amonic 0.1 M pH 9.5
a 500. ajustando el valor de densidad Sptica a céro, en
una longitud de onda de 280 nm.

La elﬁcién se llevo a cabo con amortiguador de aceta-
to de sodio en dcido acético glacial pH 5.

las fracciones gue presentaron 1eétura diferencial a

280 nm. se reunieron y dializaron contra 100 vols, de --




emortiguador de TEAN pH 7.4 y se concentraron con polle-
tilenglicol 6000 y evaporacidén a 5°C,

La presencia de TLg en el concentrado se sometid a 1la
prueba de §uchterlony contra antisuero antitoxina del --.

cSlera y por ELISA,
5.10 Medlio de crecimiento péra 1a preparaciénvde TL.

Se inoculd un 1litro de la cepa C600 (1), portadora --
del pldsmido pEWD299 (8) a 10 litfos de caldo de Evans o
TL (ll) suplementado con ampicilina (250pg/ml). Esta =
T cepa es productgfa de TL ¥y resispente a ampicilina,- -

EL cultivo se hizo en un Magnaferm Fermentor (antes -
mencionado) a 37°C. durante 24 hfs., las células fueron
cosechadas por centrifugacidn en volumenes de 500 ml. a
3000 G’S .

Ia fraccidn celular obtenida (15 g.peso humédo) se --

resuspemdid en 250 ml. de amortiguador de PBS pH 7.4.
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3.11 Preparacidn de lisadoes celulares para la obten-

cidn de TL.

la suspensidn ceFular (250 ml.) se 1isd por sonicacidn
(método antes descrito). El sonicado se centrifugd a --
17,000 G’S 1 hr. y a 0°C., el sobrenadante obtenido»se
fi1ltrd a traves de membranas con poros devo.45 pm G-~

Para comprobar la presencia de TL en el filtrado, se
hizo una inmunodifusidén simple en agar<ontra antisuero -

antitoxina del cdlera (Prueba de.Quchterlony).
3.12 Precipitacién de TL con sulfato de amonio. - -~

ILa TL del filtrado (240 ml.) se precipitd hasta un -
60% de saturacidn a OOC. y agltacidn constante durante
una noche, la protefna precipitadﬁ por este método fué
colectada por centrifugaciSn a 1500 G’S 1 hr., y 0°C. en
un rotor enfriado previamente.

"El1 precipitado obtenido se resuspendid en 100 ml, de

amortiguador de PBS pH 7.4 y se dializd contra 100 vols,




de TEAN mismo pH a 500. en tubo de diflisis con peso

molecular de corte de 6-8,000. El dializado fué subse—=.
cuentemente concentrado por medios fisicoa. Se verificd
la presencia de TL en el concentrado por inmunodifusidn

simple en agar contra antisuero antitoxina del célera.

3.13 Cromatografia,devTL en agarosa.

-’ ‘Eﬁ una columna (2.6°cm # y 65.cm de” long.) fueron fil
-trédos 20 ml. devcohcentrado de protefna, que éontenia -
>Bio-Gel 4 50m. Esta columna se equilibrd con amortigué-
_dor de TEAN pH T.4. ' SR

La primera elucidn se higo con el mf{smo amortiguadoy,
las protefnas unidas a la agarosa se eluyeron con galac-
toea 0.5 M en TEAN. Las fraccilones de 5 ml,. fueron colec
tadas automdticamente y ia densidad Séptica registrada a
280 nm. (Uvicord S8 UV-monitor).

la segunda filtracidén se llevd a cabo con una muestra

de 40 ml. en la misma columna , sigulendo el método an-
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tes descrito. las fracciones que presentaron lectura di-
ferencial fueron examilnadas mediante ELISA y auchterlony
/
para verificar la presencia de TL en éstas fracciones.
Algunas fracclones correspondientes al primer pico de
exclusidn y otras gue no presentaron lectura, tambien -
fueron analizadas mediante ELISA para descubrir si la TL

era detectable en estas zonas del perfil,

13
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' GAPITULO 4.0

DISCUSION DE RESULTADOS.




4,1 Cromatograffa de TLp en columnas de agarosa,

La grdfica uno muestra el perfil cromatogrdfico obte-
nido despues de aplicar 4 ml, de muestra de protefina il
trada a través de una columna de Bio-Gel A 1.5m..Un pico
de elucidn es observado entre ias fraceiones 40 a 614per
tenecientes g las proteinas no unidas a la agarosa y que
son eluifdas por la solucién amortiguadora de TEAN,

Una segunda curva comprende las fracciones 164-354 o
gue presenta una lectura difereﬁciada, esta zona compren
de aguellas fracciones que se eluyen con galactosa 0.2 M
en TEAN, la lectura se hizo a una longitud de onda de -~
280 nm., siendo el registro mdximo de densidad Sptica
0.274 gue se localizd en el pico comprendido entre las -
fracciones 174-200.

Las fracclones que.ée concentraron con polietlilengli-
col 6000,para probar la presencia de TLB por inmunodifu-
8idn simple en agar, no formaron bandas de precipitina,

la grdfica dos,presenta una segunda cromatograffa de
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la misma columna. E1 perfil contiene una primera curva
de elucidn con amortiguador de TEAN,-y una segunda cur-
va al iniciar la elucidén con galactosa 0.5 M, esta curva
comprende las fracciones 225 a 343, siendo estas las que
probablemente estuvieron unidas a la agaosa, registridndo
se lectura mdxima de 0.294.

En la prueba de 1nmﬁnodifu316n simple en agap (auch-
terlony), las fracciones reunidas y concentradas no pro
dujeron bandas de precipitacidn.En el caso del ensayo -
inmunoenzimitico ELISA (leida.a 405 nm.) no se distin-
guio un valor»significativo en densidad 3ptica, éue‘coﬁ:
firmara la presencia de TLB’ cqmparado con los controles
positivoes (toxina del cllera y un extracio crudo de una
’cepa qdekporta el plidsmido PEWD299 gue codifica para la
produccidn de TL). Los resultados de este ensayolpueden
observarse en la_grdfica 3.

Al determinar la concentracidén de protefnas por el -

método de Lowry, se construyd una curva patrén.la lec-
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tura gque correspondid al problema fué de 0.7l que CO=e=

rresponde a la 475 pg/ml de protefna (gréfica 4).

2
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4,2 Cromatografia de TLg en columnas de agarosa_y:

pPH. no neutro,

La grdfica 5 muestra el perfil de elucidn de una =w::

muestra de 10 ml., .

El primer pico del perfil, representa la protefna que

no se adhiere a la "agarcsa al pH alcalino empleado.(a-

‘ mortiguador de hidroxido de amonio pH 9.5).41 aplicar un

amortiguador de acetatos pH 5, se-eluye una protefina o -
mézélas de protefnas que se hallaban adheridasla la resi
na. Esta proteina (s) esta representada por el pico com-
prendido en el volumen de elucidn 75-125 ml. Aljniésti-
gar por inmunodifusiédn simplé la presencia de TLB en sol
estas fracciones despues de ser concentradas, no permi-
t16 demostrar la formacidén de bandas de precipitina,sin
embargo al investigar:porel mismo ensayo sl la proteina

se encontraba en el primer pico de elucidn (vol.40-50),

se demostrd la presencia deSTLB , 10 que indica que una
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gran proporcidn de la subunidad-B no se adhiere a la -
8garosea.
El pico de elucidn que coﬁprende la regidén dcida se

sometid a ensayo inmunoenzimdtico, no demostrandose por

este método la existencia‘de la TLB .
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L,% Oromatografia de TL en agarosa.

' la grdfica numero .6 denota el perfil cromatogrdfico
de 20 ml. de concentrado de protefnas flltradas através
de agarosa (Blo-Gel A 50m) entre las fracciones 28 a 66
se localiza el pico de elucidn efectuado con ambrtigua-
dor d; TEAN y representa las protefnas no reteniflas pég
la resina. De la fraccién. 91 a 103 se identifican dos -
éurvas que tal vez correspondan a la elucidén diferencial
de las protefnas unidas a la agarosa, estas fracciones

.-

despues de ser reunidas, diaiizadas y concentradasjbf -
evaporacidn, no formaron bandas de precipitaclén contra
_antisuero antitoxina del cdlera (Prueba de auchterlony),
aunadota esto, en el perfil no se reconoce con claridad
el plco de elucidn por galactosa,lo gue motivd 1a reali-
zacidén de ﬁna segunda cromatografia, ahora con una canti

dad .mayor de _muestra, eluyendo con galactosa O.5M.

La segunda cromatograffa representada en la grdfica -
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Bilete, presenta el perfil de 40 ml. de muestra pasada a
través de la misma columna.las fracciones 21 a 60 repre-
sentan une primera curva de elucidén debido al TEAN,

Entre las fracciones 98 a 106 se advierte una pequefia
curva de elucidn por galactosa, la zona comprendida en= -
tre las fraccilones 115 y 125, destacan dos curvas muy =-
seme jantes a las obtenidas a la primera filtrac;én.

Para examlinar la presencia de TF a lo 1@rgo del per-
fil, se sometieron a ELISA varias fracciones, encontran-

do a la TL en las sigulentes: 85,97,98,99,100,101,102,~=

.-

103,115 y 124, no sucediendo lo mismo con la 23 & 54;--
pertenecientes al pico de elucidn por TEAN,

Dados estos resultados se pugde pensar que después de
la elucién conTEAN, la TL ya no es retenida suficlentes~
mente por la agarosa y por lo tanto es detectable en va-
- rias zonas gue le siguen al primer pico de elucidn.

Lor resultados de la ELISA pdédeﬂ'oBServarse en ¥a —-

grdfica 8.
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CAPITULO 5.0

CONCLUSIONES
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5.1 Conclusiones.

Sgypuede concluir que los dos métodos de fragmenta-=Z
cidn utilizados aqui, son adecuados, sin embargo tiene
ventaja:la lisis por radiacién sdnica,sbbre el rompimien
to con la prensa francesa, por gue con el primero se ob-
tiené un extracto crudo de proteinasAmas concentrado.

Por otro lado se demostrd que la subunidad-B de la -
toxina termoléﬁil no se une a }a agarosa, al menos bajo
las condiciones aqgui{ probadas, Una explicacidn de esto
puede ser, que la agarosa sirve égmo resina de afiﬁidad'“
y esto aparentemente engafia a la TL por;g que esta se -
puede purifidar, pero a pesar de que la TLE contiene ==
loé'sltios recponsables de la unidn al receptor de la
toxina, y el hecho gue esta es producida por la cepa -
recombinante.en ausencla de la subunlidad-A,parece ser --
determinante de una conformacidn, gue sl blen reconoce

al ganglidsido GM;, como es demostrable por una ELISA
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posltiva para el extracto crudo concentrado, ya no Be w-
une especi{ficamente a la agarosa.

Podrf{a ocurrir un fendmeno muy semejante al ya descri
to cuando Be filtra 1la TLg pero que ha sufrido un proce--
80 de desnaturglizacién, por lo cual ld reaccidn contra
antisuero antitoxina del pélera no se presenta y la.TLB
rié se detecta en los eﬂsayos darinmunodifusidén simple en
agar y ELISA. Otra alternativa puede ser que la protefx
na obtenida no es la subunidad-B ¥y s{ una proteina dife-
rente, para demostrar esto se podria sgmeter‘a electro-
foresié en ge1>de poliacrilamida en presencia dé éo&écii
sulfato de sodlo, para estimar su homogeneidad y peso -
molecular.

_Un hecho gue éonfirma qué 1a‘TLB no se une a la asdrg
sa, es8 aislamiento de la TL en condiciohes-semejantes,-
pues este experimento cumplid con el objetivo de conf;r-

mar la afinidad de la TL por la agarosa, aunque el rendi

misnto no €8s semejante al reportado, o N
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