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1.1 Eecherichia coli como patógeno. 

- ... 

El sindrome diarre íco aparece regist.I'aciq .en la ·hiato..,. 

ria de 1a humanidad de e de\ ~po C.ie•' fu~J;~jit;;~¿t¿'.(i~~J:',ji¡i ¿;jmO 

la biblia.,. y. en registros antiguos como los que se des-

criben en los trabajos de H1pocrates de Cos (22). En la 

cultura prehispánica de nuestro país se consideraba a la 

diar~e~, castigo del dios Tlaloc (22). 

ia .d.1,.;a.~tea puede ser de graves consecuencias pues se­

gu..Tl ·;~j~~l~~i:tcae presentada• en e1 añci de 1975, se prodl! 
, ·.- .. t¡;.-:\.,,.'-/:U··~ 

jeron:SÓó':millones de casos de diarrea en neonatos_y ni':.. 

ños de As1a,~rr1ca, .e ·lii8'i:)ano8.rriér.ica; y·J.§l'.:e;nf'Srmeaaa 
> ;-> ; 1· .. "., ~~~<':·~ :~~-.. - :- > . . ,, _ _,:·,~·-c:'l.<· .- ;< 

~-~<-~·':'.'..-;_:\,·:p:?~,)·; .~/. -«<<·::¡;'>. , .. ,-r--. ·-. ,;: ,_ 

ca us6 entre 5 y 1(•k~?~~tri;:s de f~~~¡~~l~l~!~~ ( 3) • 

En nuestro paf~~.;.~:h ·,~Ü.afío) de .,:l:g§~:;(~'.€l? f~gistr6 una ta-

sa de mortál. ida.a .. · .:~~~··~09/f;'~ 'P' :.: ¡~g;~g6 ~:Iltra s tan do con .. ,, . , 

una. ta.ea dé 29~5 y 1.7 por l.00,000 de EUA y Alemánia Occi 

dental respectiV9.mente(22). 

Mas reciente~ente, un estudio realizado durante 1980-
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81. demostr6 que·. eL porcentaje_ de ~agent~s. pot,eri~ia}.mente 

. . 

caUsale.s de d.iarrea·.·f:!h 2's6"xiifios estud1ad~s fueron los 

siguientes :Rotav1rus 28:1%, Campylobacter l0.9%.,.$h1gella 

· 9.4%,Salmonella 5.9%,· Yersinia 5.6%, y E.coli serotipi-

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

en niños con diarrea aguda de la e iudad de México. 

Morales M. et al.l983. Boletín I-!éaico del Hospital Infag 

- til" de México.). 

Escherichia col~, bacteria gram negativa pertenecien-

te a la tribu ~s~hericheae (2,37),desencadena p:ocesos 

diarreicos mediant~yarios mecanismos tales como la pro­
-: __ .,_- ··~=~··:d~~:·;~~~~~~-1~i~ ·~~·:·~ _., -- -

duc ción de' e'ritercf~ófinas ( 42 ,47)' por la producción óe -
.. ~·: .. :·\·>'·. 

~ . . . . 
. . 

una: toxina llama& VT. (31) y por. mecanismos aún en vías 

de eluci.dar. 

1.2.Modo .. de_acc.ión.,de_ la.toxina termolábi:t_.(TL) y de 

la ·toxina col era (TO). 

Las enterotoxinas de E. coli son dos, la. toxina termQ. 

2 
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estable (TE) y la toxina termo lábil ( TL) ( 20 144 ,45). 

las primeras cepas de E. col1 enterotoxigén1cas -- . ·. ,._.:. ' 

(ECET) se aíslaron de animales, 1dent1f1candose en 1966 

casos diarreicos en humanos causados por E. coli entero-

toxigénica, siendo estos cuadros diarreicos muy semejan~ 

te a los provocados por V. cholerae 1 :este hecho parece -

tener relación, dada la semejanza de la toxina termo1á-

bil de E. coli , con la toxina del cólera (TC). Ambas--

son proteínas ae cerca de 90,000 daltons, y están forma-

das por O.os subunidades, una copia de la subunidad-A de 

25-30,000 daltons, y cinco copias de la subunidad-B de -

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

. . . 

la TC y la TL_~aµsan diarrea eluyendb secreción del -
•,·.',·;···':.• ... ",:'.,·:·.· ~. '~: ·,::. . > .. :· . : /~ 

fluid~ i_rif~~.~-~h~f- ¿~.1.g);, y se sabe que tanto la TL como 

la TO proc'iuce:ri un incremento en la concentración de ----
~ 

AMP cíclico por activaci6n de la adenilato ciclasa en el 

tejido intestinal {12). Esta activación de la adenilato 

* Adenil. mono-fosfato 
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ciclasa sucede en dos etapss: I) Union de las toxinas: 

La. TL al igual que la TO se unen a la célula intestinal, 

interactuando con un receptor de la membrana denoin1nado 

- -- . ': :::.::_::¡:~._:.'~,:--_~-

g ang 11os1 do GM1, además con un receptor ae<·Ttl':~d.e.' rik:ttira.:. 

le za glicoproteíca. Esta union es. mediada por .la subuni~ 

' 
dad-B de TL (TLB) o de TC (TCB) (5,l0,24,_2§_,28,36,48). 

II) Entrada de la subunidad-A y activación ae la ade-

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

TO, ~~()~·:.(~~'~ d'irectamente responsables C.e la .ctivación de 
; -_;·;·).:,:_::}~.~~ <.'->'f~;:.:- -

la a.de~~:~~~·~~;~j;;~i·cls~a (6,r:¡,18,27 ,32 ,35/+9) •. Los efectos 

a n¿e11'~l~tr de TL y TC 1mpl1cand~<ci;teraci6n· en el-
~-,---,- ,-e--< -_o-=----,---o- -·- - -- -- -- -:o,.----_;~":~~~-~-4.p~<-.~~~~~~'~:;_.;..:;;_·_-o·'=------ : 

1.3 Plásmidos. 

La información senética que-determina la sintesis de 
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TL, reside en elementos extracromosomales denominados --

p1ásmidos Ent, los cuales son con frecuencia autotransm_! 

sibles (21,43). Los pl.ásm1dos Ent que codifican TL están 

relacionados con los grupos ae incomp~tibilidad FI, FII 

y FIV (34). 

Uno de los plás·::iaos más estudiados,es el plásmido --

p307, proveniente de una cepa aislaa.a de un cerdo (20). 

Este plásmido perteriec'e aT gru:Pé> "de i~compa tib111dad FI 

(34,46).Los estudios en p307 incluyen el aislamiento de 

la región responsable de la sintesis de TL, esta última 

comprende tanto el gene que detrmina la sintesis de la 

subunidad-A (gene elt-A), como .. el. gene que cod:1f'ica la 
>. ·>)~;-~:~:'.',: ·. 

subunidad-B (sene elt-B). Recterl~~mente gracias a técni-

cas en ingeniería gengtica, se San podido generar plásm! 

dos que contienen y expresan excl.usivamente elt-A o bien 

elt-B (39,40,52). 

El gene elt-B en p307 está flanqueado por sitios de -
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restricci6n reconocidos por la enzima Hind-III (9).La 

inserción de elt-B de p307 como un fragmento Hind-III 

en los plásmidoe vectores pACYC184 y pBR322 da como re. 

sultado la expresión del gene, debido a un promotor --

contenido en ambos vectores(40). 

La inserción de elt-B en estos plásmidos recombinan-· 

tes es eficiente y la subunidad-B sintetizada retiene 

sus propiedades ori~inales, que son las inmunológicas y 

de reconocimiento del gangli6sido GM1 (40). 

1.4 Objetivo del estudio. 

En este trabajo se describen los primeros pasos para 

la purificaci6n de la subunidad-B, la-razón de intentar 

una purificación de TL3, es que esta proteína podría ser 

utilizada como agente protector contra la diarrea causa-

da por E.coli productora de TL. 

La protecci6n podría conseguirse por inmunización o 

bien por bloqueo especifíco de los receptores para··1la 
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toxina en el intestino del. huesped. A este respecto in-· .. 

formes muy recientes han demostrado la protección contra 

la TL de ~. coli enterotoxigénica en animal.es de expe-

rimentación 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 análoga a la portadora del plá~ 

mido pUB1844,apoyan el uso exitoso de TLJ3 para bloquear 

los receptores de TL en el intestino del delgado~ (30). 

Es importante señalar que el pl.ásmido pUB1844 codifi-

ca . la subunid.ad-B en ausencia de l.a subunidad-A, ·y" tá.m-

bien codifica para resistencia a clorafenicol. 

7 



CAPI'.CULO 2 .O 

MATERIALES. 



2.1 Ant1b1oticos. 

l.-Amp1c111na.Sanfer. 
2.-0lorafenicol.Park Davis. 

2.2 Medios de cultivo. 

1.-B.H.I. agar.Bioxon. 
2.-B.H.I. caldo.Bioxon. 

2.3 Reactivos. 

1.-Acetato de amonio.Merck. 
2.-Acetato de sodio.Monterrey. 
3.-Acido acético glacial.Merck. 
4.-.4cido clorhÍdrico.1'!erck. 
5.-Agar noble.Difco. 
6.-Alcohol etílico absoluto.Merck. 
7.-Albwnina bovina.Sigma. 
8.-Anti-IGg de conejo en cabra acoplada. a ~osfatasa 

alcalina .Iti:iles. 
9.-Aquacide.Sigma. 
10.-Azid.3. de sodio.Sigma. 
11.-Azul de Coomasie.Sigma. 
12.-Gloruro de potasio.Mallinchrodt. 
13.-Cloruro de sodio.Monterrey. 
14.-Dietanol amina.Merck. 
15 .-E.D. T .A • • I•ionterrey. 
16.-Folin y Cicatous.Sigma. 
17.-Fosfato de potasio monobásico.Sigma. 
18.-Fosfato de sodio dibásico.l•¡erck. 
19.-D-Galactosa.Sigma. 
20.-Gangliosido GM1.Cat.No.4-6033.Supelco. 
21.-Hidroxido de sodio.Monterrey. 
22.-p-Nitofenil-fosfato.Sigma.. 
23.-Polietilenglicol 6000.Sigma. 
24.-Suero fetal de ternera.Gibao. 
25.-Tween 20,Difco. 
26.-Bio-Gel A l.5m.Bio-Rad. 

Límite der:exclusión. 1,500,000 peso molecular. 
R.9.ngo de Operación.10,000 a 1,500.,000 peso mole­
cular. 

27.-Bio-Gel A 50m.Bio-Rad •. 
Límite de exclusión.50,000 peso molecular. 
Rango de Operación.100,000 a 50,000,000 peso 
molecular. 
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3.1 Preparación de suero antitoxina del cólera. 

La preparac16n de suero antitoxina del cólera en ,co-

nejo, se hizo por inmunización intramuscular de 25µg de 

toxina del cólera (Cholera enterotoxin,Schwarz/Mann) en 

l,ml. de amortiguador de fosfatos solución salina (PBS) 

y 1 ml. de adyuvante completo de Freund1s (Freund1s --

Adjuvant Complete. Gibco laboratories). Posteriormente 

se prepararon 3 inoculaciones, 1 cada 25 dias con 25 ~g 

de toxina del cólera en 1 ml. de adyuvante incompleto de 

Freund' s ( Freund's Adjuvant Incompleta .Gibco labora. to'-:_."' 

ries). 

· Una vez completo el esquema de inmunización, se com-

probó la presencia de anticuerpos· mediante inmunodifu-

sión simple en agar contra toxina del cólera. 

9 



. , 
3~2Inmunodifusion Simple en Agar 

... 
(Prueba de Ouchter1ony) 

El ensayo de inmunod1fue1Ón simple en agar, es un 

método semicuantitativo de detección de antígenos sim~ 

ples, en el que se aplica un anticuerpo de título cono 

cid.o. 

Durante el proceso de gelificación del agar, se for 

ma una estructura micel.ar, en la cual.,moléculas con un 

peso molecular menor a 200 ,ooo, pasan a través· de las 

micelas, no haciendolo moléculas de mayor peso, .por J..o~ 

que. :·ae · 'f'Glirman : inmunoprecipitados de antígeno y --

anticuerpo ( 151). 

Le. inmunodifueión simple sé hizo en agar noble al 

1%, disuelto en solución amortiguadora de PBS con.:.:. __ 

teniendo 3 mM de. az1da de sodio, de esta manera 7 .5 m1 

de agar fundido fueron vertidos en una caja petr1 de 

5 cm. de diámetro, una vez gelificado el agar se exca-

10 



varon 6 pozos·. En el.pozo central se depositaron 50 pl.. 

de ant1suero de antitoxina del cólera, y las muestras 

por ensayar fueron colocadas en los cinco pozos c1roun 

dantes. 

la formación de inmunopreoipitado se llev6 a cabo a 

temperatura ambiente toda una noche.(11.ustración mostra 

da a continuac16n) 

.. ;·.·.:-:.·:-: . .,;: ·=.--: 

pUB1842 
. .; + 

.- T_~,TL]3 

pEWD299 
·TL+ 

pUB1845 - .... 
TLA,TLJ3-

11 
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. 3.3 Ensayo Inmunoenzimático (ELISA) 

El ensayo inmunoenzimático tiene un alto nivel de --~ 

especificidad y sensibilidad, debido a ello se utiliza 

desde 1972 para la detección de antígenos,o anticuerpos 

de agentes infecciosos. Este ensayo tiene~como fundamen-

to, la unión de antígenos o anticuerpos solubles a una fa 

se s6lida, de manera que la reactividad de los componen-

tes inmunológicos sea retenida (50). 

El método denominado GMJ.-ELISA utilizado en este tra-

bajo, esta basado en el propuesto por Sack, et a.1. ( 1980} 

ya que es el mas adecuado para la detección de TL,a o TL ... 

(38).Brevemente el método consiste en: 

l)Union de GM1 a los pozos de la placa. 

2) Adición del antígeno (TLB o TL). 

3) Reacc16n entre el antígeno y el antisuero antitoxina 

del c6lera de conejo. 

4) Adición de un conjugado apropiado. 

12 



5) Ad1c16n del substrato de la enzima la cual forma. par­

te de el conjugado. (Representación gráfica abajo). 

Una descripción mas detallada del método empleado se 

encuentra en la siguiente pagina. 

. 5 
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2 
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GMl ELISA pra TO, TL y TLa 

El. método descrito abajo esta basado en el de Sack et al. 

( 1980). 

Paso Diluyente Concen- Vol/pozo Tiempo 
tración (µl) de in cu-

bac16n 
Temp. 

l. .Recubrir la PBS 5ug/ml ~ ·. l.OO 1h/37ºC 
placa con G~ 
(ganglios ido 

2.La.var 3 veces :-...... _,¡,¿.~·_!."_' ~~J:.~·f _ .. _ - llenando tem~ ·• 
con agua. ambiente 

3.Adición de- PBSTFN dilución l.OO 12 hrs. 
antígeno· seriad.a ººº· 

4.La.var 3 veces llenando :temp. 
con agua ambiente -

5.Adic1Ón de PBSTFN 1:400 100 lb/37º0 
antieuero 
anti-TO de 
conejo 

6.La.var 3 veces llenando temp. 
con agua ambiente 

7 .Ad1c·i6n de· PBSTFN 1:500 100 l.h/37º0 
antL.IgG de 
conejo en ca-
bra acoplada 
a. fosfataea 
alcalina 

8.La.var 3 veces llenando temp. 
con agua ambiente 



Paso 

9.Ad1c16n de· 
substrato 
( p-N 1 trof enil-
fosfato) 

10.Parar 
reacción 
con NaOH 

Diluyente 

10% DEA 
amortigua-
dór 

agua 

Con e en-
trac16n 

Vol/pozo 

lmg/ml 100 

3 M 50 

Tiempo 
de 1ncu-
bac16n 
Temp. 

lb/37º0 

temp •. 
ambiente. 

11. Leer la densidad 6ptica a 405 nm. (Titertek/Multiskan-

Spectrophotometer). ~as ~lacas usadas para el ensayo son 

de 96 ~ozos fondo ~1ano (N~L~c) -(Ilustración a continua-

ción) 

Lcontrol..;- + 

Control'+ 

Muestra 

J .. :uestra + 

J{uestra 

Muestra + 

Nuestra 

Control 

* PBSTFN~Amortiguador de :fosfatos- solución sal1na,0.05% -
Tween 20,1% suero fetal de ternera,y 3mM NaN3. 

··15 



3 .4 Medio de crecimiento para 1a prepa.racion de T1ii3. 

El medio Óptimo de crecimiento para E.coli entero­

toxigénica es el caldo de Evans o TL (11). Se prepara-

ron 10 litros de éste adicionado con clorafenicol (25µ~ 

por mililitro), a este se le inocul6 un litro de la cepa 

C6oo (1), portadora del plásmido pUB1844 (41), previamen 

te cultivada 24 hrs. a 37 °c. en medio TL. Este in6éulo 

se obtuvo a partir de una placa de agar BHI, y tanto el 

inóculo como la plca se suplementan con clorafenicol 

( 25 yg/ml) •. 

El cultivo se hizo en un Magna:ferm Fermentor (New ---

Bruns~ick Scientific) a 37°0.,24 hrs., siendo las célu-~ 

las cose~hadas por centrifugaci6n en volurnenes de 500 ml, 

a 3,000 G,S,a 5ºC. (Cru-500/Centrifuge.Damon.IEC/Divi~=~ 

sien). 

Elibotón celular (15 g. peso h6medo) se resuspend16 

en 500 ml. de amortiguador de fosfatos-solución salina 

16 



(PBS) pH 7 .4 • 

3.5 Prepa.raci6n de lisados celulares med1ante pres16n 

hidrostática (Prensa Francesa). 

La. presi6n hidrostática puede afaectar o no a los or~ 

ganismos dependiendo de variables tales como pH,tempera~ 

tura, la especie por presionar,· así como otras prop1eda-

des dadas por el medio. 

L9. fragmentación de la gruesa pared celular bacteria~~ 

na mediante el uso de una prensa francesa,sirve para la-

berar las proteínas en forma soluble,s1n que este.e pier-

dan su actividad.La. prensa de elevada presión llamada --

) 

francesa consiste en un cilindro de acero donde son col~ 

cadas las bacterias en soluciones acu6sas (amortiguado-

res), y sobre esta suspensiónactúa un pistón a una fuer" 

za determinada fragmentando las c~lulas (16). 

El resuspendido celular (500 ml) se divid16 en alÍ-

cuotas, las cuales fueron prensadas a una temperatura de 

17 
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4°0 •• la presión aplicada con la prensa francesa fuá de 

250, que es equivalente a 15,000 psi (ps1=11bra/p~l.ga~j 

El lisado celular obtenido se centrifugó a 400,oooGA 

•a oºc. durante 45 min. Cada uno de los sobrenadantea fué 

colectado y concentrado con aqua.cide y poliet1lengl1col. 

6000, en tubo de diálisis (con peso molecular de corte 

de 6-8000) a una temperatura de 4°c., hasta un v.olumen -

final de 200 µl •• Estos concentrados se utilizaron para 

verificar la presencia de TL_a por inmunodifusión simple 

en agar contra susro antitoxina del cólera. 

3.6 Precipitación de proteínas con sulfato de amonio. 

la separac16n de proteinas en base a su solubilidad, 

depende de variables como pH,Tempetratura, característi-

cae del solvente o bien de la proteína misma. 

El sulfato de amonio es la sal más comunmente usad.a -

para la precipit,a.ción de una proteína •. Al ser una sal. di 

valente le confiere mayor efectividad que las sales mon~ 

18 



valentee. El suministro del electrolíto puede ser con 

la sal en au forma. s611da, en disoluciones saturadas, o 

bien dializando la sal a través de una membrana semiper-

meable (51). 

los dos sobrenadantes obt~nidos de la lisis por pren-

sado, fueron sometidos a precipitación de proteínas con 
' 

sul~ato de amonio sólido,hasta alcanzar un porcentaje de 

saturación de 40-60%. la precipitación se llevó a cabo a 

o0 a., y agitación constante por una noche. las alícuotas 

se centrifugaron a 3,000G'·S, por 45 min. en un rotor en-

friado previamente a oºc., los sobrenadantes se colecta-

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

(TEAN), en tubo de dil~lisia con peso molecular de corte 

de 6-8,000, hasta eliminar el exceso de sulfato de amo..:, '.1 

n1o. 

Una vez dializadas las muestras de proteína, se les -

'verificó la presencia de T~ por 1nmunod1fusi6n simple ' 

en agar contra antisuero antitoxina del cólera. 



3.7 Cromatografia. de TL_a~ en agaroea. 

, 1J:Qo. de los_ .mé'todos ~ra la separación .de :prot-e!na.s ___ , 
1 

,es- el empleo de la cromatograf'Ía de afinidad, este mé-

todo se basa en la. propiedad que tienen algunas proteínas 

de unión específica no covalente con otra molécula llama-

da ligando. 

la toxina termol~bil al tener af'inidad por la ~garosa 

puede el.uirse en forma· específica con D-galactosa, esto ~ 

es posible, :ya_ :.que la agarosa es un polÍ.mero lineal de 

-
D-galactosa y 3,6· anhidro L-galactosa. Basandose en este 

método para la purificación de TL descrito por Clements y 

Finkelstein (1979), se . Qtíliz~ este tipo de cromatogra-

fía para el aislamient~ de Tl.i3. 

Una primera cromatografía se llevó a cabo con una mues 

tra _de 4 ml. que contenía· .partes iguales de proteína pro·..-

venientes de· las dos alícuotas precipitadas con eul.fato ,. 

de amonio. ~eta se filtro en~uná~col.umna rle agároaa 

20 



(l.6 cru .. ~ y 95 cm. de long.) previamente empacada con ·_ 

la resina (Bio-Gel A l.Sm) y equilibrada con amortigua-~ 

.dor de TEAN. pH,·7.4 a temperatura ambiente. La :nuestra se 

pasó a un flujo de 7 ml./hr. a una temperatura de sºc. 

La eluc16n de las· ·proteínas no uní.das a la agrosa se 

realizó con TEAN pH 7.4, hasta que la densidad Óptica a 

280 nm. fué cero.Registrada esta lectura se puede eluír 

la proteína unida a la agarosa con galactosa 0.2 M en --

amortiguador de TEAN pH 7.4. Alícuotas de 5.4 ml. se ob-

tuvieron en ur1 colector automático de fracciones (LKB -

2111 MultiRa.c), leyendose la densidad Óptica a 280 nm. -

(SP8-lOO Ultraviolet Spectrophotometer. PYE Unicam). 

las fracciones que mostraron lectura se reunieron,dia 

lizaron y concentraron con poliet1lenglicoi6ooo para mo~ 

trar la presencia de la subunidad-B de la toxina termolá 

bil, mediante prueba de Ouchterlony contra antisuero ---

aniitoiina del cólera. 

la segunda cromatografía se realizó con una mues~ra 
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de 11~5 ml.Esta se equilibró con amortiguador de TEAN --

como se decribiÓ anteriormente. La proteína unida a la 

agarosa se eluyó con galactosa a una concentraci6n de 

0.5 M , una vez que nos diÓ la lectura de galactosa,se 

pas6 TEAN pH 7.4 hasta que la densiad Óptica fué eero, 

siendo el ~lujo en la columna de 7 ml/hr., la colecta de 

fracciones se hizó automaticamente y la ábsorbancia --... 

regis1:irad.r....en.éspectrofotómetro. 

las fracciones que presentaron lectura diferencial ·-¡. 

por la elución con galactosa, se reunieron y dializ~ron 

contra 100 vo1s. de amortiguador de TEAN en tubo de diá-

lisie con peso molecular de corte de 6-8,000 , una vez 

dializ~das se concentraron con polietilenglicol 6000 ha~ 

ta una vigésima parte del volumen original, esta concen-

traci6n se hizo a sºc. 

Las fracciones reunidas y concentradas fueron:223,236 

255,265,278,283 además las comprendidas entre la 305 a -

315. 
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la presencia de TL_a se probó mediante 1nmunodifus1ón 

s~mple en agar contra antisuero antitoxina del c6lera y 

por ELISA, determinandose la concentración de proteínas 

por el método de Lowry. 

3.8 Preparaci6n de 11sados celulares mediante sonica-

ci6n, y obtención de TL_a. 

Un método alternativo para la obtención de proteínas 

, • . ·,, <-.• 

en forma soluble, sin que estas pierdan actividad,ee la 

sonicación. En ~ste se utiliza la radiaci6n sónica para 

fragmentar las células,obteniendo de esta manera~proteí~ 

nas. 

Se cultiv6 nuevamente la cepa G6oo portadora del plá~ 

mido pUB1844 en pres~ncia de clorafenicól (25µg/ml) si~ 

guiendo elprocedimiento señalado anteriormente.L9.s cé-

lulas separadas por __ centrifugaci6n (15 gr peso hume~ 

do) se resuependierm en 250 ml.de amortiguador de PBS.--

Este resuspendido celular fué fragmentado en un sonica-
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dor (lab-Line 9100) con pulsos de 30 seg;;; e intervalos 

de un minuto. L3. temperatura se mantuvo a·.sºo. sumer-

giendo la muestra en un baño de hielo-alcohol. Este pro-

ceso se :repet16 hasta no observar cambios en la densi--

dad 6pt1ca.lí.)s rstos celulares se separaron por centr1f.!:!, 

gac1Ón a 17,000 G'S l hr. y oºc.(Sorvall RC-5 Centrifug~ 

El sobrenadante se filtró a través de membrania de -

poro o.45 pm de diámetro (Millipore), y se comprob6 la 

presencia· de TLs en el filtrado mediante prueba de----

.. 
Ouchterlony utilizando suero antitoxina del c6lera. 

Las proteínas obtenidas por la metodología anterior-

mente d.escrita.,se precipitaron con sulfato de amonio, 

(ver 3 .§.), Íás proteínas resultantes. se d1alizáron con-

tra 100 vols. de TEAN en tubo de diálisis. l.a existen-

cia de TLB en el dializado se probó por inmunodifusión 

simple en a5ar contra ant1suero antitoxina del cólera • 
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3.9 Oromatografía de TL_s en agaroea y pH aloalino. 

Oomo m~todo alternativo de purificación y teniendo ~i. 

la evidencia de que la subunid.ad-B en un pH alcalino,mo-

• 
difica su estado de agregación, se intentó aislar la ' ' 

-~ 

TL:s en modificando· el pH (pH neutro),Sanchez,J. datos no 

publicados). 

Una columna (16 mm.·~ y 35 c~ •. de long.) fué empacada 

con Bio-Gel A 50m equilibrada con amortiguador de hidró-

. o 
xido de amonio 0.1 M pH 9.5 a una temperatura de 5 C,una 

vez equilibrada. se aplic6 una muestra de 10 ml. obtenida-

de: la precipitación con sulfato de anDnio al 40%, lavando 

se con amortiguador de hidróxido de amonio O.l M pH 9.5 

a 5°0. ajustando el valor de densidad óptica a cero, en 

una longitud de onda de 280 nm. 

l..a elución se llevo a ca.bo con amortiguador de aceta.;;. 

to de sodio en ácido acético glacial pH 5. 

las fracciones que presentaron lectura diferencial a 

260 nm. se reunieron y dializaron contra 100 vols. de --
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amortiguador de TEAN pH 7.4 y se concentraron con pol1e. 

tileng11col 6000 y evaporac16n a sºc. 

La presencia de TJ..:s en el concentrado se somet16 a la 

.. 
prueba de Ouchterlony contra antisuero antitoxina del 

c6lera y por ELISA. 

3.10 Medio de crecimiento para la preparac16n de TL. 

Se 1nocul6 un litro de la cepa C6oo (1), portadora --

del plásmido pE'ID299 (8) a l@ litros de caldo de Evans o 

TL (11) suplementadÓ con ampicil!na ·(250)lg/ml). Esta-'-~.·: 

• 
~cepa es productora de TL y resistente a ampicilinaó· 

El cultivo se hizo en un Magnaferm Fermentor (antes. -

mencionado) a 37ºc. durante 24 hrs., las células fueron 

cosechadas por centrifugación en volumenes de 500 ml. a 

3000 G'S • 

la fracción celular obtenida (15 g.peso humédo) se 

resuspemdió en 250 ml. de amortiguador de PBS pH 7.4. 
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3.11 Preparación de liaadoa celulares para la obten-

ción de TL. 

Le. suspensión ceaular (250 ml.) se lisó por aonicación 

(método antes descrito). El sonicado se centrifug6 a 

17,000 G'B l hr. y a oºo., el aobrenadante obtenido se 

filtró a traves de membranas con poros de o.45 j.llD 9). -- ·_-;-. 

Para comprobar la presencia de TL en el filtrado, se 

hizo una inmunodifusión simple en agar..:.ontra antisuero -

.. 
antitoxina del cólera (Prueba de.Ouchterlony). 

3.12 Prec1pitac16n de TL con sulfato de amonio.· · · 

L9. TL del filtrado (240 ml.) se precipitó hasta Wl 

6 ~ d t ,- o l , 
O~ e sa uracion a O c. y ag~tacion constante durante 

una noche. la proteína precipitada por este método fué 

colectada por centrifugación a 1500 G'S 1 hr. y oºo. en 

un roto.r enfriado previamente. 

El precipitado obtenido se resuspendiÓ en 100 mlo de 

amortiguador de PBS pH 7.4 y se d1al1z6 contra 100 vols. 
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de TEAN mismo pH a 5º0. en tubo de diálisis con peso 

molecular de corte de 6-8 ,ooo. El dializado f'ué subse-..:-. 

cuentemente concentrado por medios físicos. Se veri~icó 

la presencia de TL en e1 concentrado por inmunodifusión 

simple en agar contra antisuero antitoxina del c6lera. 

3.13 Cromatografía de TL en agarosa. 

En una .columna ( 2. 6'..'cm ~ y. 65_ cm de~ long.) fueron fi1 

trados 20 ml. de concentrado de proteína, que contenía 

Bio-Gel A 50m. Esta columna se equilibró con amortigua-

dor de TEAN pH 7.4. 

La primera elución se hizo con el mísmo amortiguado~, 

las proteínas unidas a la agarosa se eluyeron con galac-

tosa 0.5 M en TEAN. Las fracciones de 5 ml. fueron cole~ 

tadas automáticamente y la densidad Óptica registrada a 

280 nm. (U"\r'ioord S UV-monitor) ... 

La segunda filtraci6n se llevó a cabo con una muestra 

de 40 ml. en la misma columna , sig~iendo el m~todo an-

.· 
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tes descrito. las fracciones que presentaron lectura di-

ferencial fueron examinadas mediante ELISA y Ouchterlony 

../ 
para verificar la presencia de TL en éstas fracciones. 

Algunas fracciones correspondientes al primer pico de 

exclusión y otras que no presentaron lectura, tambien -

fueron· analizadas mediante ELISA para descubrir si la TL 

era detectable en estas zónas del perfil. 

. .. 
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CAPITULO 4.0 

DISOUSION DE RESULTADOS. 

~' .. 



4.1 Cromatografía de TL_a en columnas de agarosa. 

La gráfica uno muestra el perfil cromatogr!f1co obte-

nido despuea de aplicar 4 ml. de muestra de proteína fil 

trada a través de una columna de Bio-Gel A l.Sm •. Un pioo 

de elución es observado entre las fracciones 40 a 61,pe~ 

tenecientes a las proteínas no un19as a la agarosa y que 

son eluí.das por la soluci6n amortiguadora de TE.4.N. 

Una segunda curva comprende las fracciones 164-354 _.,. 

que presenta lL."'1.8. lectura diferenciada, esta zona compren 

de aquellas fracciones que se eluyen con galactosa·o~2 M' 

en TE.trn, la lectura se hizo a una longitud de onda de 

280 nm., siendo el registro máximo de densidad Óptica 

O .274 que. se localizó en el pico comprendido entre las -

~racc1onee 174-200. 

las fracciones que se concentraron con pol1etilengli-

col 6000,para probar la presencia de TLB por 1nmunod1fu-

e16n simple en agar, no formaron bandas de precipitina. 

La. gráfica dos, presenta una segunda cromatogra:fía de 



la misma columna. El perfil contiene una primera curva 

de elución con amortiguador de TEAN, y una segunda cur-

va al iniciar la elución con galactosa 0.5 M, esta curva 

comprende las fracciones 225 a 343, siendo estas las que 

probablemente estuvieron unidas a la agaosa, registrÁndo 

se lectura máxima de 0.294. 

.. 
En la prueba de inmunodifusión simple en agaF- {Ouch-

terlony), las fracciones reunidas y concentradas no prQ 

dujeron bandas de precipitación.En el caso del ensayo -

inmunoenzimático ELISA ( leida--a 405 nm.) no se distin-

guio un valor significativo en densidad Óptica, que con-

firmara la presencia de T~, comparado con los controles 

positivos {toxina del c6lera y un extracto crudo de una 

cepa que porta el plásmido pEWD299 que codifica para la 

producción de TL). Los resultados de este ensayo pueden 

observarse en la .~gráfica 3. 

Al determinar la concentraci6n de proteínas por el -

m~todo de Lowry, se construyó una curva patrón.La. lec-
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tura que correspond16 al problema fué de o.71 que co~~­

rresponde a la 475 µg/ml de proteína (gr~rica 4). 
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4. 2 Croma to gra :ría de TL,s en e o l. u.mna s a.e agaro sa . y~ 

pH. no neutro. 

La gráfica 5 muestra el perfil. de elución de una -""': 

muestra de 10 ml •• 

El primer pico del per:f'il, representa la proteína que 

no se adhiere a la ·agarósa al pH alcalino empleado~Ca-

mortiguador de h1droxido de amonio pH 9.5).Al aplicar un 

a~ortiguador de acetatos pH 5, se eluye una proteína o -

mezclas de proteínas que se hallaban adheridas a la resi 

- . . . 
. na. Esta proteina (s) esta representada por el pico com-

prendido en el volumen de elución 75-125 ml. Al1n~est1-

gar por 1nmunod1fus16n simple la presencia de TL_a en ·•~ 

estas fracciones despues de ser concentradas, no perm1-

t16 demostrar la formación de bandas de precip1tina,s1n 

embargo al investigar:porel mismo ensayo si la proteína 

se encontraba en el primer pico de eluc16n (vol.40-50), 

se demostró la presencia de:T~ , lo que indica que una 

_._,,. 



gran proporción de la subunidad-B no se adhiere a la 

agarosa. 

El pico de eluci6n que comprende la región ácida se 

sometió a ensayo inmunoenzimático, no demostrandose por 

este método la existencia de la Tli3 • 
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4., Oromatografia de TL en agarosa. 

La grá:fica numero __ 6 denota el perfil cromatogl'.ár.1co 

de 20 ml. de concentrado de proteínas- :filtradas. a través 

de agarosa (Bio-Gel A 50m) entre las :fracciones 28 a 65 

se localiza el pico de e1uc1Ón efectuado con amortigua-

dor de TEAN y representa la5 proteínas no retenitias por 

la resina. De la fracc16n~ 91 a 103 se identifican dos -

curvas que tal vez correspondan a l& elución diferencial 

de las proteínas unidas a la agarosa, estas :fracciones 

despues de ser reunidas, dializadas y concentradas~por -

evaporación, no formaron bandas de precipitación contra 

antisuero antitoxina del cólera (Prueba de Ouchterlony), 

aunado:: a est·o, en el perfil no se reconoce· con claridad 

el pico de eluci6n por galactosa,lo que motivó la real1-

zación de una segunda cromatografía, ahora con una canti 

dad ..may_or de _muestra 7 el.uyendo con galactosa. O .5M. 

la segunda cromatografía representada en la gráfica -
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siete, presenta el perfil de 4o ml. de muestra pasada a 

través de la misma columna.La.e fracciones 21 a 60 repre~ 

sentan una primera curva de eluci6n debido al TEANo 

Entre las fracciones 98 a 106 se advierte una pequeña 

curva de elución por galactosa, la zona comprendida en~·· 

tre las fracciones 115 y 125, destacan dos curvas muy -

semejantes a las obtenidas a la primera filtración. 

1 

Para examinar la presencia de T~ a lo largo del per-

fil, se sometieron a ELISA varias fracciones, encentran-

do a la TL en las siguientes: 85,97,98,99,lOO,lOl,102,-~ 

103,115 y ia4, no sucediendo lo mismo con la 23 y 54,--

pertenecientes al pico de eluci6n por TEAN. 

Iados estos resultados se puede pensar que despuás de 

la elución conTEAN, la TL ya no es retenida suficiente~ 

mente por 1a agaroaa y por lo tanto es detectable en va-

riaa zonas que le siguen al primer pico de eluci6n. 

' Lor resultados de' la ELISÁ pueden observarse en Ea 

gráfica 8. 
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5.1 Conclusiones. 

Se puede concluir que los dos métodos de fragmenta-~~ 

c16n utilizados aquí, son adecuados, sin embargo tiene 

ventaja '.la lisis por rad1ac16n sónica, sbbZ?e el rompimien 

to con la prensa francesa, por que con el primero se ob-

tiene un extracto crudo de proteínas mas concentrado. 

Por otro lado se demostró que la subunidad-B de la --

toxina termolábi1 no se une a J,a agarosa, al menos bajo 

las condiciones aquí probadas, Una explicación de esto 

puede ser, que la agarosa sirve éemo resina de afinidad·-

y esto aparentemente engaña a la TL por:1a que esta se -

puede purificar, pero a pesar de que la T~ contiene 

, . 
loe sitios recponsablea de la unión al receptor de la 

toxina, y el hecho que esta es producid.a por l.a cepa 

, --

recombinante en ausencia de la subunidad-A,pa.rece ser --

d.eterminante de una conformación, que si bien reconoce 

al gangliÓsido GM1 , como es demostrable por una ELISA 
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positiva para el extracto crudo concentrado, ya no ee ~-

une específicamente a la agaroaa. 

Podría ocurrir un fen6meno muy semejante al ya descri 

to cuando se filtra la TL:g pero que ha sufrido un proce-· 

so de desnaturalización, por lo cual la reacción contra 

antisuero antitoxina del cólera no se presenta y la TL_s 

no se detecta en los ensayos darinmWlodifus16n simple en 

agar y ELISA. Otra altern~tiva puede ser que la proteí~ 

na obtenida no es la subunidad-B y sí una proteína dife-

rente, para demostrar esto se podría someter· a electro-

foresis en gel de poliacrilamida en presencia de dodecil 

sulfato de sodio, para estimar su homogeneidad y peso -

molecular. 

Un hecho que confirma que la TL_a no se une a la agar~ 

sa, es aislamiento de la TL en condiciones semejantes,-

pues este experimento cumpli6 con el objetivo de conf'ir-

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

miento no es semejante al repo~tado • 

.' ' ~ ' 
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