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0BJIJETIVOS:

Los obfetivos que se desean afcanzar en ef presente
trabajo son Los siguientes @

Estandanizar el metodo immunoenzimdtico ELISA-gan--
gLidsido Gy, para ta detecceddn adpida de {a toxina
Labil LT de Escherichia coli en muestras dianreicas
de niftlos menores de 5 aRos.

Comparar Los resultados obtenidos con Los alcanza--
dos com otros métodos, como asa Ligada en conefo
el ensayo en células de hamster chine para, de cste
modo, edtablecer fas ventafas del método realizado
en el presente taabafo.



INTRODUCCTI ON:

Las diarreas de origen bacteriano, sobre todo las -
debidas a Escherichia coli enterotoxigénica, son motivo
prancepal de morbifidad y mortatidad en el mundo, siendo
una de las dos causas principales de muente en niilos me-
nonres de 5 aiios de edad, aunque ocasionando también un -
alto Lndice de moabilidad en adultos. En pafses en vias
de desararollo 8c ha estimado que Las diarreas son &as --
responsables de un 508 de mortalidad ingantil (5,6,22,28,
34},

En nuestro pals esta enfeamedad ocupa uno de Los -
principales lugares como causa de mortalidad, especial--
mente en Los ndflos menores de un aflo a quiened correspon
de el 53.4% del total de muertes por diarrea de la pobla
citfn genenad (35).

Hace diez affos La identificacidn de los agentes e--
Lioldgicos de casos de diarnea se hacla sflamente en un
20-25%, En Los dlLtimos 5 afos s ha mejoxado poa haber-
4¢ claborado nuevas téenicas que han peamitido el aisla-
miento e identificacifn de estos agentes, que en algunid
cados eran micnoorganidmos desconocidod y en ofrod no e
tes considernaba como patégenos. En La actualidad los --
agentes etioldgicos son identificados en un 50-804(22).

tas bacterias mds comunmente aisladas ¢n casos de -
déiannea son: Shegella y Salmonella en adultos y ciertod
serotipos de Eschenichia codi en niflos memones de 5 ailos.
Los agentes bacterianos recientemente Lnvolucrados como
causa impontante de diannea incluyen: Eschenichia cold en




terotoxdgénica, Versinia enterocolitica, Baciflus cereus,
CampyLobacter fetus, Vibrio parahemolyticus, ¥ muchos -+
04104 microorganismos coliformes {(4,22,27,28).

Entre fos agentes antes citados, Edcherschia coli -
enteaotoxiginica detimamente se menciona con mucha fre---
cuencia en casos de diarrea, puesd se ha visto que posee -
La capacidad. de producin toxinasd, una de ¢flas, La toxina
Labil LT, cs a La que 8¢ encuentra enfocado edte trabafo,
bdsicamente a probar un método de deteccifn adpido, edpe-
elfico y sensible de La misma.



GENERALIPADES
Al Antecedentes :

Se ha establecido que tas enterotoxinas, sustamciad
elaboradas por bactenias, que provocan la seerecidn de
agua y electrolitos en el intestino, son causa de cuadros
diarreicos, Entre Las principales bacterias preductoras
de ellos s¢ encuentrant Vibrio cholenae, Clodtaydium
peagringes, Staphylococcus aureus, Pseidomonas aeauginosa,
Baciftis cercus y Salmonella entenitidis { 19,22,29,34,38)

Escherichia cold enterotoxiglnica ey la mds comunmente
aislada de diarneas tanto en humanos como en gamade porci
no {Lechones!, capaino, ovano y bovino, en Los que eate
slndrome es bien conocdido. En humanos eé& mAs frecuente en
nifios, asl como tambi€n s¢ le considera como causd impor-
tante de fa diannea de tos viajeros (4,5,6,9,22,27,28,29,
34,35,38,44).

Las primeras comunicaciones de Escherichia coli aso-
ciada con dianrea, surgieron de una epidemia indantil  --
ocurrida a mediados de 1940, en done ciertos serotipos =--
fueron epidemioldgicamente incaiminados como agentes etio-
L8gicos. A las cepas de Escherichia coli que peateneclan
a estos serotipos sc fes flams enteavpatSgenad, y el me--
canismo ponr ef cual causaban La diarrea era dedconocido.
Lasd entervtoxcnas se menciunaron como facter de virulencda:
en 1956 por De y colaboradores y m&s tarde pur Belfelhem
y Taylor, pero su exddtencia no se demosiad totalmeante --
{22,34,35,38),



No gue sino hasta mediados de Los sesenta, que Esche
rechaa cold productona de enterotoxinas sv aislé pon pae-
mena vez de animafes domaticos neci€n nacidos, que pre--
sentaban diannea severa. Estas cepas resultaron ser de -
Los mesmos serotipos ELamados entenopatfgenos, y que s¢ -
reconocieron como causantes de dianneas em estos andimales.
Poco después, en estudios hechos en Calcuta, se deseaibie
non algunas cepas de E.coli enterotoxigénica como agentes
etiol8gicos de una enfeamedad en humanos parecida al céle
aa.  En las dltimas déeadas se ha engatizado la impon----
tancdia de Las cepas de E.cold productonas de toxinas como
causantes de diarnea en humanod y animales, por Lo que en
la actualidad 3¢ ha {ncrementado 8u estudio (22,24,34,35,
).

E.coli enterotoxigénica elabora dos toxinas, una 2o-
xina L4bil LT y otra toxina estable ST. La produccidn de
ambas estd genfticamente codificada por elementos extra--
eromosomales taansmiaibles Llamados pldsmidos (4,6,9,12,-
17,19,12,34,38).

la toxina LAbLL LT es una protelfna con pedo molecu--
lar que varla, &segdn nepoates, de 20,000 a 100,000 daltons,
ed inmunolfgicamente similar a La toxina del cdlera, no -
ed dializable y se neutraliza con su suero especdfico, EL
mecanismo por el cual produce diarrea es activando la ---
adenil-ciclasa de Las células epiteliales del intestino -
delgado, con un consecuente incremento de la concentra---
cifn intracelular de AMP-cfelico, dando como resultado la
secrecibn de agua y electrolitos por el intesting delga--
do. EL receptox de la toxina en la mucosa intestinal ea
¢l ganglidsido GM, {gatactosil-N-acetilgalactosaminil-N-
acetil-neuraminil-galactosilaglucosileeramidal (4,8,15,19,



21,22,27,34,35,38),

La toxina eatable ST es un plptide de bajo peso mole
cular {1,000 a 10,000 daltons], dializable, no inmunog¢n£
ea, deido estable y nesistente a la accibn de Las protea-
sas,  Induce La secrecidn de agua y electrolitos en ¢f in
testino delgado y en el intestino grueso por medio de La
estimulacifn de La guanidil-ciclasa (GMPY (4,22,34,35,38).

Entre o4 métodos que existen para fa deteceidn de -
La toxina LAbLL LT, cstan los siguientes:

- Asa &igada en conefo.

Factor de peameabilidad,

- Cllulas adnenales V-1 de natén,

- C€lulas de ovario de hamitexr chino | Cela.CHO).
- Radioinmunoensayo de fase s8Llida.

- Fijacién de complemento.

- ELISA [enzyme-Linked inmunmoscrbent assay).

Asa Ligada en conefo @

EL ensayo de asa ligada en conefo se usa para la ---
deteceidn de Las toxinas de E.coli, tanto para toxina 24-
bil como para toxina estable, peno entre las dificultades
que existen para usan este método se encuentra el hecho -
de que da nreacciones galsas, ya que el animal pudo habenr
tenddo contacte con este agente o bien ser pontador, por
v que se recomienda el uso de contnoles apropiados,-.--.
Otno anconveniente es el poco ndmeno de cepas que se pue-
den proban en un comefo y esto se traduce en codto eleva-
do (18,20,24,34,41,43),



Factor de peamcabilidad:

ts un ensayo comparable en sensibifidad al asa £iga-
da en conejo, perc entre Lod aspectos cadliicos de cste en
sayo se encuentra la edad de Los conefos, ya que tos de -
mayor edad heaccdionan menos que fLos conejos jbvuenes, oca-
sionando asi fallfas en Las reacciones de peameabilidad --
(14,17,21,43),

Cultivo Celulan:

Los ensayos de cultivo celufan son mEtodos especlfi-
cos y sendibles para La deteccidn de La toxima £4bil de -
E.coli, pero su realizacidn es Laboaiose y nequiene de --
continuo suminidtro de tefido biol8gico viable (3,15,17,-
21,24,43).

Fifacion de complemento :

Esta tlendca recdientemente descrita por Evans y cola
boradonres para la deteceddn de La toxina 24bLL, Aequiere
para su elaboracidn, reactivos que no estdn generalmente
disponibles, como son un antlgeno purificado, um anticuer
po dirdgido contra &L y cambio comtinuo de eaitrocitos --
frescos de cordero y complemento (16,42,43).

Rad{oinmunoensayo de fase s8tida :

EL radicinmunoensayo e& una técnica muy sensible y -
pueden Llevanse a cabo gaan nimeno de muestras simultdnea
mente, peno su realizacifn requiene de equipe y personal ed
pecializado,material radicactivo cuya vida media es conrta,y
su manefo representa un peligro para ta salud. Por Lo ante-
rdon se deduce quey ademfs de ser una téenica codtosa, -----



tiene vanios incovendientes parna Leevatla a cabo en un la-
boratorio de rutina (26,42,43).

Teniendo en cuenta la desventajas que e tienen con
Los métodos antes mencionados, Surgil Lla necesidad de ---
chear una nueva téenica que reuniera las ventajas de fos
métodos. AsL fue como Avaameas (1969), Engvall y Pealmann
(1971-1972) dierxon ordigen al ensayo anmunoenzimftico  --
ELISA [ del dingkés Emzyme-Linked inmunosorbent assay | ba
sdndose en el hecho de que un antligeno o un anticuerpe --
pueden marcarse con una enzima formando un complefo, con-
servando £ste, tanto la actividad inmunolégica como a en
zimdtica. Siendo esta tlenica tan sensible como el nadio
inmunoensayo, presenta ventajas tafes como: reactives de
bajo costo, estables, con una vida media Larga, no presen
tan peligro para la salud, y Los resultados pueden obser-
vanse a simple vista o Leldos con un espectrofotdmetro --
127,81,39,41,42,43).

Estas ventajas hacen que ELISA sea una tlcnica de (4
eil realizacidn en un Laboratorio de rutina, AsL mismo,-
cabe mencdonar que este métode, tiene un nango de aplica-
cidn muy extenso, pudiendo recmplazan a ofras técnicas ta
Les como: inmunofluonrescencia, hemaglutinacidn, {ijacién
de complemento y radioinmunoensayo, Es adl como dltima- -
mente, ELISA ha tenido gnran auge en Endocainologla, Inmuno
patologla, Hematologlfa, Parasitologlfa y Microbiologla (39,
401,

EL propSsito fundamental de este trabajo ¢s fa detec
cifn de la toxina L4bil LT de culievos de E.coli por me--
dio de un método adpido, especlfico y de §dcil realiza---
eddn, para podeno asl introducds en un faboratorio de au



.tina. Por Lo que se sefecciond La técnica de ELISA por -
£as ventajas antes mencionadas,



BELISA:

Fundamento: EL método estd basado en La adsorcidn de
antieuenpos (o antlgenos) solubles, a una dupenfacie 8684
da insoluble, con el fin de capturar ef antlgeno (o anti-
cuerpo) correspondiente presente en La solucibn problema
y detectan este complejo antlgeno-anticuerpo pon medic de
un anticuerpo lo antfgeno) marcado con una enzima. Final
mente e aevela el sistema con la adicién del sustrato --
edpealfico, produciéndose una coloracifn debida a fa hi--
drftisds del sustrato, que cé proporcional a {a cantidad
de antlgeno lo anticueapo) presente en La solucibn proble
ma (29,30,31,32,33}.

Para La reatizacidn de este método se tienen que o-
mar en cuenta ciertas condideraciones generales, que se -
mencionandn a continuacidn.

Sensdibilizacibn ¢

Lla sensdibilizacddn, es La unifn del antigeno o anti-
cuenpo a La fase sfiida, encontrdndose que €atos pueden -
uninse covalentemente a ciertos mateniales tales como ce-
Lulosa y en forma ifnica al poliestinene o polivinilo; ---
usando de este modo papel, esferas o placas de microhema-
glutinacidn hechos de estos materiales como fase s8ldida -
(29,30,33).

Las placas de mierohemaglutinacién de poliestineno -
se necomiendan debsedo a que e pueden trabajan gran ndme-
ro de muestras con pequedas cantidades de reactivos y ---
ademds son econdmicas (30,33).



Lla sensibilizacitin 8¢ LLeva a cabo por adsorcibn pa-
siva con soluciones alealinas conteniendo 1-10 ug/mé de -
protelna, pon tiempo y fempercturas variabled segdn La na
tunaleza del antlgeno o anticuenpo (30,33).

Confugado :

Consdiste en acoplar una enzima, previamenie activada,
a un antlgeno o anticuerpo, Lo que hace que este complejo
denominado conjugado posea tanto actividad inmunolfgica -
como enzimdtica (30,31,32,33),

Las enzimas utilizadas como marcadores de antlgenos
o antdicueapos, deben neundir Los rmequidditos sigudientes:

- Aetividad capeclfica.

- Buena estabilidad,

~ Que la actividad enzimdtica dedpu€s de La conjuga-
ci{fn no de pierda en um porcentaje condiderable.

- Que sea de ¢dcil obtemeiln o de fdeil preparacibn.

Entre las enzimas que reuncn Los criterios antenio--
red 4e encuentran ?

- Fosgatasa alealina,
- Peroxidasa.

- Gtucosa oxidasa.

- P-galactosidasa.

La unifn de la enzima con la protelna involucra el -
uso de un agente acoplante, el cual va reaccionax con Los
grupos funcionales presentes en La enzima asd como en fa
protedna a conjugar. Los meaetivos utilizados como agen-



{es acoplantes son 132,33):

4.4 difluonc-3,3' dinitrodenilsulfona,
- Cloruro de ciandgeno.

- Toluen 2,4 diisocdianato.

- Bis~diazobencidina.

- Caxbodiimidas,

N,N'-0-fenilendiamina.

- Periodato de sodio.

- Glutaraldehldo,

- Parabenzoquinona,

Se han descrito dos tipos de procedimientos para ela
borar el conjugado:

1.~ Procedimiento de un paso: en este case dc hacen
reaccionar juntos La protelna, la enzima y el agente aco-
plante, edta es una reacedbn diflfeid de controlar, debido
a que el grado de reaccidn de £Los grupos guncionales en -
enzimad y protelnas son diferentes. Esto puede conducia
a una polimerizacibn selectiva de enzimas o protelnas, --
por Lo que fos conjugados pacparados por este procedimien
2o son bAsicamente hetenoglncos (32,33),

2.- Procedimiento de dos pasos: paimero se activa la
enzima con el agente acoplante y se agrega después el ---
antligenc o anticuerpo. Tedaicamente este procedimientv -
es mds fdecel de controlan que ef de un pase, obteniéndose
asl confugados mds homogeneos (32,331,

Sustrato :

Lla efeccidn del sustrato es esencdal para ef endayo



inmunoenzimdtico, temlendo que Reunir £0§ sigudentes nre--
quisitos:

- Ser estable,

- Soluble antes y después de La degradacién.
- De fdeil uso,

- Econdmico.

La mayorla de Los autores udanm susfratos cromogéni--
€04, que 4on incoloros y después de La degradacidn enzimd
ticas s transforman en productos coloridos. La hidasli-
448 del sustrato continda por un tiempo dado, hasta que -
4e detiene, generafmente por la adicifn de un deido o 42~
cali fuente (29,31,38),

El sustrato que de utiliza es el p-nitrofenitfosfato
para conjugados de fosfatasa alcalina. La reaceibn de La
enzime con este sustrato altamente soluble, se detiene --
con una solucidn alealina concentrada (NaOH 3M) producién
<=dose un colorx amarillo en la neaccidn redultante (33).

Paso de Lavado ¢

Como el ensayo inmumoenzimdtico comsiste de unma 3e-
rie de incubaciones de diferentes reactivos, es necesario
Lavar Las placas despuds de cada {ncubacidn, con el obfe-
to de eliminan fLos neactivos Que no reaccionarom para, --
postlenionmente, ponea la s{guiemte sustancia a Aeaccionaxn.

EL sistema de lavado de Las microplacas s¢ tleva a -
cabo vaciando el contenido de los pazok y Ltendndolos con
solucdfn satlina amortiguadora de foafatos que contenga in
agente tensoactivo como Tween 20, Con edta solucidn se -
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mantienen 3 minutos, despuds de Lod cuales, se viente el
contenido y 8¢ vuelven a £lenar Lod pozod con La misma -
so0lucidn amortiguadoxa (PBS-Tween). Esto se nepite tres
veces, al cabo de Lo cual, se sacude la placa y para. --
eliminar el resto de la solucifn de tavado se coloca so-
bre un paped absorbente. Después se adiciona el siguien
te nreactivo (30,33),



1

2.

s.

6.

7

= 9

1s.

16,

17,

INSTRUCTIVO PARA LLENAR LA FORMA DE REGISTRO DE TES!S

Congigne la informacion de manera clara, de scuerdo a lag instrucclones que aquf
o sedalan. Escriba con tinta.,

No invads las zonas sombreadas. Tales espacios estdn reservados s la codifica-
¢l6a de 1a Informacion que usted proparciona.

ARO EN QUE SE PRESENTA LA TESIS: Conaigne solamente el afio (omita el dfa y
el mes); utilice para ello caracteres numéricos unicameate.

AUTOR: Escriba el nnmbre del autar en el sigulente arden: spellido puurno. ape-
llido y o Stla tclu ha sido elaborads por mds de tres
personas, el bre de las tres p. en la hoja p pal de regis— }
trode ml- y salicite una hojn anexs pars usur:nr ol nombre de las restantes.

'rmnnonunsxs- Escridalo tal y com ¢ en la portada de la teals.
En caso'de haberlo, saexe el subtftulo en el unmn destinado & tal efecto,

LUGAR DE EDICION: Indique 1a cludad doade fu da a tesis en .-

prolellnnl No se considera lugar de ediclén h cludad donde fue l_n_!gnu la tesls,

NUMERO DE PAGINAS : Anote el Gltimo ndmero que npuucn lmpuln en la pagi-
oacloa del ejemplar que presents.

ILUSTRACIONES: St su tesls cuenta con nlgnn tipo de {lustraciones (mapas, esque
mas, dlagramas, fowgrafias, ewc.) tache la palabra "SI", Tache e caso contra -
rio la palabra “"NO".

IDIOMA: Indique el idioma en el que fue redactada la tesis sélo en el caso de que
ses &ate una lengua distinta al castellano. Si su teais estd eacTiia en upnllol g~
nore ¢l renglon correspordiente & idioma y déjelo en blanco.

GRADO ACADEMICO: Tache la letra que carresponda al grado ncmemlco que ob-
tene medhme la presentacion de la lelll- L para
D para d y Epara [ )
CARRERA: Escriba el nombre completo de la carrera objeto de la teals de acuer-

do & su denominacion oficial en los planes de estudio de la universidad en laque-
1a cursd. No udlice abreviaturas.

FACULTAD O ESCUELA: Ance el nombre completo ofictal de Ia facuitad a la que
carreaponds s tesis. No uulice abrevisturas. .

UNIVERSIDAD: S! su tesls fue p da en alguna facultad o adela-- -
U, N. A. M., deje en blanco este ‘renglén. En caso contrario, coasigne el nom-
bre completo y oficial de la unlveuldnd & la que pertenece la facultad en s que
preseatd 1a teals.

TEMAS DE QUE TRATA LA TESIS: Anote los temas que mds claramente deflnan
ol pbjeto de 1a investigacida. Cons{gnelos de manera chn y concies por orden de
la.

GRADO ACADEMICO DEL ASESOR DE LA TESIS: Indfquelo ~en casode saberlo-
de la misma masers que se pide en el punto 10 de este Instructivo.

NOMBRE DEL ASESOR DE LA TESIS: Eecribalo en el sigulente orden: nombre(s),
spallido paterno y apellido materno.

RESUMEN: 81 la testo que regiutra corresponde al nivel de dc:loudo. salicite -
hoja anexa pars redactar un resumen no meyor de una cuartilla. Dicho resumen -
dJeberé nresentarse -de preferencla- en lnglée.




=m

Direccién-Genaral do

1

il
f._léat. iié‘li" Regisiro de Tesis

Bibliotucas

“Fechia i fidtoma]

giclav%:llJN‘L&?LnTL‘ﬁ'i[z‘l—

" “|Afio en que se presenta la tesis:

Gallardy

Reséndsz

/QQ' 62%4hézeﬁ,.m

| slooyy | Autor:

i Autor':
e ‘Apellido permo Apellido miatcrno Nembie(e)
$1009¥ Autor:
- T Rpellido e Kpeliids matermo tombee(s)

= K;Hi\fo patemo

Apellido materno

Nombra(s}

/78%

e -y

i

2451

.L.{t“]"” /@qggugfa de toxina lobil (AT) en (’eﬂq,s_‘qu‘_w

nmdpenzimd o ELIS A,

i Colf _aisltadas_ e euadyos  diasyereos ¢n wios. /_ozg./__v.nq'ﬁdﬂ__;

i .
:Sugtitulu:
i

$26008 ‘lugar de Edicién:  A/cxieo, DS B B
B R I Ilustraciones:

$300W . Minero de piginas: No | Idioma: S
Grado: i
¥ M D E carrera:  (Juimion Fasmacedtos BioYo g0 ;

LR O

Facultad o escuela:  Syoultod Jo  &uimica. . -
Universidad:  Upuersidad  Femenina o Mexieo !

Temas que trata la tesis: /p, goyfoncsis e th /‘a’a/;%%eae}_a_;!, e Esobersobia

dbsl (7)) en twadrs)

el enttrotorgénica  puduthra_de  toxira

Aravzenos  de piios.,
|6rado del asesor de tesis:
& M D E

$6501¥

Nombre del asesor: Aosa Aa. Cevezo Gonzale 4




PARTE EXPERIMENTAL:

A) Material, equipo y reactivos,-

Materdial : Matraces Ealenmagyer de 125,250,1600 y 2000

Equipo ¢

, Matraces volum&tricos de 50,100,250,1000 y
2000 me.
Pipetas graduadas de 1,5,!10 o 20 mi.
Pipetas Pasteur.
Probetas de 100, 500 y 1000 mL.
Tubos de endayo de 13 x 100 mm,
Vasos de paecipitados de 50 y 250 me.
Viales de pldstico.
Viales de vidrdio,

Agitadon automdtico.

Agditador magn€tico.

Balanza analltica.

Balanza granataria.

Bafo metabdlico.

Bolsas para didlisis.

Centnlfuga refnigenada.
Incubadora,

Incubadora con atmfsfera hdmeda,
Espectrofotbmetno.

mL.

Ltavador manual de placas de microtitulacidn,

Micropipeta manual de 0 - 50 uL,
Micaopipeta manual de 50 - 250 ue,
Micaopipeta manual de 250 - 1000 uf,
Puntad para micropipetas de 0 - 1000 u,
Selladones de pldstico.



Material biolégico :

Suero de conejo anti-LT obtenido en
el laboratorio,

Fos fatasa atealina { Sigma ).
Antigammaglobulinas de conejo obte-
nidas en cabra { Dako }.

Atbdmina s€rica bovina tibre de --
gammaglobulinas { Sigma },
Gammaglobulinas de conejo noamal --
lobtenidas en el faboratorio).
Ganglifsido G, { Supeteo ).

Reactivos: Glutaraldehlido.
Sulfato de amonio.
p-Nitaofenilfosfato.

Soluciones 1 Solucién amontiguadora de carbonato-bicarby

nato pH

2.6,

Solucidn amoatiguadora de dietanolamina -

pH 9.8,

Solucidn amortiguadora de glicina-HCL pH- -

2.7,

Solucifn de hidréxido de sodic 3 M,
Solucidn salina 0.85% pH 6,8,
Solucidn salina 0.85% pH 7.4.
Solucidn TEAN 0.5 M.

Solucidn

HeeL ¢.01

de Tris | hidaoximetil aminometano)-
M pH 8.0,

Sotucién 1 N de fcdido clorhddrico.

Solucidn 1 N de hidadxido de sodio,

Sclucidn salina amontiguada de fosfatos pH---
7.4 0,05 M.

Solucidn salina amontiguada de §osfatos
Tween pH 7.4,



Medios de cultivo y de conservacifn ¢

Caldo g€icerol.

Gelosa especsal,

Medio de casaaminoacdidos-agan.
Medio tfLquido de casaminodcidos.
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81 H€Lodos. -

Se procesaron 94 muestrasd de heces diarreccas de las
cuales ae obtuvieron 300 cepas de E.cold, estas muestras
pertenecdan a nifos menores de 5 afos de edad, correspon-
dientes en su mayorfa a una zoma managinada localizada en
La parte sur de La Ciudad de México.

a) Coleccdsn y taatamiento de fas muestras @

la coleceifn de Las heces se efectus em bolsas de --

coloatomla o en otro recipiente adecuado, procurando no -
excederse de un tiempo de 3 horas despult de ta evacua---

eifn o de 4 horas de refrigeracidn para su tratamiento, -
Aegistadndose en las Libretas connespondientes.

Inmediatamente que se recibid La muedtra se hizo 2a
observacdfn directa de leucocitos y pardsitos. Posterior
mente Las muestras se sembraron en Los medios especlficos
para coprocultivo que son: agar MacConkey, agar Tergitol-
7, agar Salmonella-Shigella y agaa XLD [xilosa, lisina --
desoxdicolato ), se «ncubaron durante 24 horas a 37°C, ---
Despuls se seleccionaron las coltondias sospechosas y se --
procedif a su identifacacidn con pruebas bioquimccas dife
nenceales, f{as que se ufilizaron para esate fin gueron: --
agar taeple azdear, agar Lisina descanboxslasa, agar cd--
trato de Semmons, medic MIQ (movilidad, indof y ornitinal,
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caldo Vogues Paookauen-kbjo de metifo, caldo urea-sacaro~
sa; s¢ incubaron durante 24 horas a 37°C y aquellas cepas
identigicadas como E.coli d¢ serotipificaron en base a --
ausd antlgenos somfticos y de envollure; estas cepas dg -~
E.cold se nesembraron en una gefosa especial fuver anexol-
para condeavariad en refrigeracidn por un pexlodo de 6 me
24, y pasa una condervacidn de mayor tiempo se utilizf -
caldo glicerol donde fas cepas consenvan sus caracterdsts
cas dumante ! - 2 afios a -70°C.

b] Obtencidn de las exotoxinas de E.cold

La obtencibn de exotoxinas de E.cold se¢ hizo por el
método descaito pon Clements y Finkelstein{l), &ste 3¢ ba
4a en que Las cepas de E.cold desaanollen en matraces com
tendendo un medio tiquido de casaaminodcidos, que es pro-
piedo pana la Liberaci8n de Llas toxinmas., Una vez inocula
dos Los matraces con Las cepas de E.coll conseavadas en -
el medio de gelosa cspecdial, se incubaron en un bako meta
bélico a 37°C durante 18 horas con agitadidn comstante a
1,500 apm,

Al cabo de Las 18 hoama de pasé el comtenido de los
matraces a tubod y s¢ centrifugd a 8,000 rpm pox 30 min -
a 4°C. El sobrenadante asd obtenido se guandd en viales
de ptdstice Limpios y etiquetados eon ndmero de cepa y fe
eha, Se necomienda 84 ea posible, procesanlos emsequida
para La identificacidn de las toxinas L4bil y estable en
dicho sobaenadante, pero de no sex asf, deben conservarse

en refrigeracibn hasta of momento de identificar dichas -
Loxinas.

e} Metodos empleades pana La deteccifn de La toxina
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£4bit (LT) de E.coli:

Los m&todos empleados en edte trabajo para La identd
ficacidn de la toxina l4bil de E.coli fueron : asa ligada
en conefo, ensayo celulaxr en cflulas de ovario de hamster
chino y ensayo {mmunoenzimftico ELISA-ganglifsido Gy, A
continuacidn se descaibind cada uno de etlos.

Endayo de asa tigada en conejo :

Este ensayo se nrealizd de acuerdo a La téemica repor
tada por Evans-Piexce {12). Se emplearon conefod adultos
jovenes de raza Nueva lelanda de 1Kg a 1.5 Kg de peso, -
Los animales se mantuvicron en ayunas por 24 horas antes
de au udo, Bajo anestecia Local, el intestino delgado se
Lig6 en degmentos (o asas) de aproximadamente 4 a § cm -
de targo. Cada segmento se imyectS intraluminalmente con
1 m de sobrenadante obtenido de las cepas de E.coli. Se
dncluyd en cada conefo un control positivo y un control -
negativo, siendo el control positivo una cepa de referen-
cia, E.coli H-10407 paoductora de toxinad y como controd
negativo sofuciln sqlina amoatiguada de fodfatos y medin
LLquido de casaaminodcidos esténil; despuls de La inyee~-
cifn de Las asas de {nteatimo, 4e cears el abdomen y Los
animales se sacrificaron a Las I8 horas de €a inoculacidn
por inyecciln intravenosa de pentobarbital 0.063 g/mt. EL
abdomen d¢ abrib y se extinpd el intestino delgado obsen-
vdndolo. Se condideraron positivas aquellas asas que mos
traron un acdmulo de t{Lyuido {agua y electrolitos), y co-
mo negativas aquellas asas que no mostraron dicho acdmulo
de LLquido. Los resultados se consideraron vdlidos s6la-
mente cuando Los controles poditivo y negativo dieron las
respuestas apropiadas, Fig. 1.
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Control

Saline Sel-

Fig. 1 Asa Ligada en conejo.

Fig. 11 CéLulas de Ovario de Hamsten Chino,

A.- Control Negativo
B.- Control Positivo
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Ensayo Cetutar en cllulas de ovario de hamster chino
{c€lulas CHO):

Los sobaenadantes de Las cepas de E.coli se probaron
por este metodo sigutendo £a téemiea de Guerrant, Brunton
y Schnaitman {22). Las cllulas CHO desaaxollanon de mang
Aa unifoame en {rascos de cultive celular en medio F-12 -
{HAM} con 4ugro getal bovino al 10%. Se taipsinizanon y
s¢ reduspendicron en 2 ml de medio minimo esencial Eagle
con. suero fetal bovinmo al 1%, Se imcubaron por 30 min. a
37°C. En cada pozo de una placa de microtitulacidn de 98
pozos de fondo plano, se colocaron 200 ul de esta suspen-
eifn ¢ ae incubd ta placa por 20 min, a 37°C [quedando --
aproximadamente 3,000 células por pozol, despuls de Lo --
cual s¢ agregaron 10 ut de cada sobrenadante por probar,-
asd como de Los controles <imcluldos en el endayo de ada -
Ligada en comefo. Se¢ imcubf La placa durante 18 horas a
$7°C con S8 de CO'. Los aesultados de esta prueba se le-
ueron al microscopio {inventido y se Interpretanon en base
a un cambio morfolfgico em dichas cflutas, Las cuales en
presencia de toxina t4bil LT de E.coli sufren una elonga-
cifn, debido a la altenacifn de AMP-cfelico celular, En -
caso negativo, Las cllulas sugren un arredondamiento. Los
resultados s¢ consideraron vdlidos s6lamente cuando los -
controles positive y negativo dieron Los cambios moxfold-
gécod conxespondientes. Fig.1l.

Ensago inmuncemzimdtico ELISA-ganglidadido GMy:
la téenica de ELISA utilizada en este taabaso, se ba

sa en La unifn de la toxina LAbil LT de E.coli a su recep
tor especdfico el gangtideddo GH,.
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La nealizaci6n de esta técnica requiere La prepara--
cibn de Los siguientes neactivos .

1) Suero antitoxina L&bLL LT,-

Para a obtencddn del suero antitoxina L4bLL LT de -
E.cold, se nealiz8 primero un purigicacibn parcdal de La
toxina £4bit LT de ta cepa de E.cold H-10407 productora -
de toxinas.

EL método de purificacisn y aistamiento de La toxdina
24bil 8¢ hizo conforme a Lo descnito pon Clements'y  ---
Finkelatein (7], La metodologla fue La sigudiente,

Se cultivs la cepa de E.coli H-10407 en medio de ca-
saaminodcidos agar.

Se inocularon Los matraces conteniendo medio Llqudido
de casaaminodcidos, con un cultivo de 24 horas de Lo cepa
de E.coli H-10407, Se dincubs a 37°C dunante 18 horas y -
posterioamente se centrifugf a 8,000 rpm durante 60 min,
a 4°C. Se desechs el sobrenadante y el paquete celular
se neduspendid en agua eiteril y se defd reposan 30 min,-
aproximadamente en baflo de hielo.

Las bacterias se destauyeron por sonificacdén aproxi
madamente 10-15 min {30 seg de somificacidn con 30 seg de
nepodo ) a 1,500 decibeles.

El volumen obtenido se diluys at doble con dolucifn
amortiguadora TEAN 0,5 M ¢ 8¢ centrifugd a 16,000 apm
durante 20 min a 4°C; el paccipitado resultante se resus-
pendis en solucifn amontiguadora TEAN 0.5 M, s dializf -
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contra solucifn amoatiguadora TEAN 0.5 M y sc concental -
el dializado con membrana de Amicon PM-10,

Despuls de La concentracibn se monts una columna de
aganoda A-0.5M, se equilibr6 con solucifn amontiguadora -
TEAN 0.5M a 4°C, hasta obtener una leetura de cero a  =---
280 nm.,

ta toxina L4bit sc eluyf con una solucidn de 0(+)-ga
Lactosa en TEAN. Se recogieron las fracciones de 5 mi en
un colector de fraccdones y Los picos se recolectaron,

EL material eluldo por La galactosa se concentrd por
ultragileracidn con una membrana de Amicon PM-10, al con-
centrado obfenido conteniendo la toxina L4bil se le deter
minaron paotelnas, encontadndose una concentracibn de 9.6
mg/mb, Este concentrado fue el utilizado para La obten--
eifn del suero antitoxina L4bLl LT,

EL csquema de inmunizacidn fue el siguiente :

Se 4inoculs 1 me de La toxina LAbil cauda con una -
concentracidn aproximada de 1 mg de protelma por mf, se -
neatlizanon 5 inoculaciones, las tres paimeras con inteava
Los de 1 semama por las siguientes vlas de administracifn:
dubcutdnea, imtramudcular y subcutdnea respectivamente, -
con adyuvante completo de Freund.EL cuarto y quinto re---
fuehzo fucron por via intrapenitoneal con intervalos de -
! mes. Despuls de 1 mes del dltimo refuerzo de samgrd o
blanco, antes de esto se hizo una sangala de paueba a la
semana de La ditima L{noculacidn, deteamimando el tfiulo -
de anticuerpos por la téenica de Ouchtealony. EL tltulo
de anticuerpos fue de 1:4, asd que se decidis dar un dlts
mo refuerzo § esperar tres semanas mds, haciendo sangalas
cada semana, €L tLtulo obtenido adn despuds de este Liempo
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continud siendo de 1:4,
Z) Conjugado,-

EL confugade utilizado en La tlemica de ELISA-gan---
glidsido GMy, de elabord por La téenica de dos pasos del
glutanatdenido, Lla enzima empleada fue la fosfatasa alca
Line obtenida de intestino de bovimo ( Lab. Sigma ), ---
gammaglobulinas de conejo preparadas en cabra { Lab. Da-
ko ) y con el gluteraldehldo como agente acoplante; todos
adquinidos comercialmente.

&) Separacidn de las gammaglobulinas de conefo del -
dueno de cabra:

La separacidn se efectus por el método de pneciplza-
cidn con sulfato de amonio, que se realizd de la siguiente
manera: como el suero de cabra era de fuente comercial, -
fue necesario eliminanle el comservador, por Lo que se --
dializé toda La noche en solucifin salina amoatiguada de -
gosfatos pH 7.4 s4in azida de sodio, con varios cambios de
La solucidn,

Se precipitaron Las gammaglobulinas del suero de ca-
bra con solucdbn saturada de sulfato de amonio, se¢ midis
el volumen del suero y 8¢ agregf lentamente el mismo volu
men de La solucidn saturada de sulfato de amonio con agéi-
tacifn auave a 4°C, obteni€ndose una saturacifn final det
508, Se realdzf una segunda paecipitacién al 33% con so-
Lucidn de sulfato de amonio saturada, con el objeto de --
eliminan La albdmina, principal contaminante de las gamma
globulinas, aunque no en goama total, de La siguiente ma-
nena : el precipitado resultante de la saturaci6n al 508
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se ceutaiﬂugﬂ a 3,000 npm dunante 15 min a una temperatu-
na de 4°C. - Se desechs el sobremadante y el precipitado -
e nresuspendis en solucddn saline al 0.85% pH 7.4, al do-
bie del volumen inicial. Una vez nesuspendido se agnegd
un volumen de solucifn de sulfato de amondo saturada i--

gual al volumen inicial def sueno. Esta scgunda preedpd

tacibn s¢ hace lentamente por espacio de 30 min a una --

temperatura de 4°C.

EL precdpitado resultante se centrifugd a 3,000 apm
durante 15 min a una temperxatura de 4°C, Se deseché el -
sobrenadante y el precipitado se resuspendid en un volu-
men {gual al inicial del suero, con solucibn salina al --
0.85% pH 7.4 y dializéndose el tiempo necesario para eli-
minar todo el sulfato de amonio compaobdndose mediante La
sdgulente neaceidn :

aactz 4 tuu,),so, » 8a804 + ZNH‘CL

A las gammaglobulinas dializadas se Les deteamind La
cantidad total de protelnas por el método de Biunet, ---
encontadndose una concentracién de 28 mg/mt, consenvdndo-
8¢ en aefrigenacifbn,

44} Detemminacibn de la actividad de La fosdatasa at
calina ¢

10 mg de fosfatasa alealina comercial se heconstitu-
yeron con 2 m€ de solucifn salina isoténica pH 6.8 y se -
centrifuganon a 5,000 apm por 20 min a 4°C, se tomaron --
5 wl para La deteaminacién de ta actividad enzimdtica, --
Los cuales se disolvieron en ! me de solucifn salina tso
ténica pH 6.8 obteniéndose una ditucifn 1/200 y a partin
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de fsta se hacen diluciones seniadas hasta una difucibn -
1/51,200,

A 100 mt de sofucibn amortiguadona de Tais base  --
0.01 N pH 8,0, se Le agrhegaron 5 mg de sustrate p-nitno--
fenilfosfato, tomdfndose allcuotas de 1 me a Las que se --
adicions 200 uf de cada una de Las diluciones de fa enzi-
ma (1/200......1/51,200).

Se defaron incubar pon 10 min a femperatura ambiente
para que La enzima hidaolizana al sustrato, se detuvo La
reaceifn enzdmdtica con NaOH 3M. €L colon obtenido en et
producto §inal se Leys a una Longitud de onda de 410 nm.
Las Lecturas obtenidas se encuentaan graficadas en fa  --
§4g.111.

144) Paepdnacidn del conjugado :

EL conjugado se preparé usando La téenica de dos pa-
808 del glutaraldenltdo, mediante ol procedimiento Si-----
guiente. Una vez valorada La actividad enzimftica de La
{osfatasa alealing, Esta s dializd con solueifn salina
toda La roche efectuando varios cambios. A 10 mg de La -
enzéma diatizada, se Le adicions el agente acoplante que
en este caso fue el glutaraldehldo al 25% o una propor---
adbn ded 0.2% por me de enzima empleada, ya que cn nues--
tro caso fuexocn 2 me de enzima [ 10 mg )} el volumen de --
glutaraldehldo que 8¢ debi§ adicionar fue de 16 ul pero -
como sc recomienda usar un pequeilo exceso el volumen fi--
nal fue de 20 ul pon 2 mt de enzima {10 mg/2 mt), de esta
maneara £a enzima fue activada por un pealodo de 2 hoaas a
temperatuna ambiente, agitdndosc suavemente por espaciod
de 15 mén,



29

Al cabo de Las ? horas, la enzima activada por el --
glutaraldehd{do e puso a reaceioman con Las gammaglobuli~
nas de conejo. La nelacifn que guandaron las protelnas -
de Las gammaglobulinas com respecto a la enzima fue en --
una proporcién de ! my de protefna pon 3 mg de enzima. la
cantidad de fosdatasa alealina usada fue de 10 mg y La ~-
concentracidn de protelnas de La gammaglobulinas de cone-
fo gue de 28.mg/ml, por Lo que se hicieron las siguiented
aelaciones

3.0 mg de enzime 1 mg de protelna
10 mg de enzima - X

X = 3.3 mg de protedna

28 mg de protelna 1000 ul

3.3 mg de paotedna X
X = 117.8 ul de protelna para conjugar con 10 mg de
enzima,

Se agﬁegauou Los 117.8 ul de gammaglobulinad de cone
fo a La enzima activada con el glutaraldehldo, defdndose
Ataccionar durante ? horas a temperatura ambiente con agi
Lacidn suave cada 15 min, postendiormente se dializd con -
4o0lucidn amortiguadoaa Trid bade 0.05 M pH 8.0 toda La no
che con vardos cambios y al déalizado se Le adiciond un -~
volumen {gual de solucifn amortiguadona Tris base 0,05 M
pH 8.0 al 1y de atbdmina s€rica bovina Libae de gammagle-
bulinas con el objeto de neutralizar Los aitios activos -
que no hayan keaccionado.

H L H H
el o Jeelemyigel v SN bt

H 0 V0 H

—

Enz-NaCH [CHy ] 5-CHeN-ProZ.



30

Una de Las ventajas de Loa confugados obtenidos pon
la téenica descnita es su alte porcentaje de homogenedidad.

iddi) Potencia del conjugados

La potencia del conjugado se prueba sensibilizando -
una placa de microtitulacién con gammaglobulinas normales
de conefo, a una concentracifn de 100 ng/ml en solucifn -
amontiguadona de carbonato-bicarbonato, Se adiciond un vo
Lumen de 200 ul de ta solucifnm anterion por pozo, se selld
La placa y se incubs 18 horas a 37°C en atmfsfera himeda.

Despuls de este tiempo, sc lavs Lta placa taes veces -
con PBS-Tween y ae adiciond el confugado en diluciones ¢
riadas desde 1/200 a 1/20,000en un volumen de 200 ut por
pozo, s¢ selld la placa y se imcubd 3 horas a 37°C.

Despuls de este téempo, se Llavs La placa tres veces
con PBS-Tween y se adicionanon 200 ul de p-nitrofenilfos~
fato por pozo para revelar el sistema, se incuba por ---
30 min a 37°C. Al fimalizan este tiempo se deticne la ---
reaceddn con 50 ul de NaOH 3 M y se Lee al ecapectrofotéme
tro al 410 nm. Las Lecturas obtenidas s¢ graficaron, con
siderando como la dilucifn ptima del conjugado aquélla -
que did una lectura de 1.5 de absonbancia, por lo que se
concluys que La dilucidn 1/1000 era La mds adecuada come
se puede observar en La {ig.1v.

{ddii] Deteaminacifn de las concentraciones fptimas parg
Llevar a cabo el ensayo immunoenzimdtico ELISA ---
ganglidsido Glly s

Para Llevar a cabo La tlenica de ELISA-ganglidsido. -

.
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M, este trabajo se basd en Lo reportado por La téendca
de Svennenholm y Holmgreen (371, cuyo fundamento es el

m&tode sandwich def doble anticuerpo el cual consta de

o4 sigudentes pasos:

Adsoreidn a La fase sdlida de La inmunoglobulina con-
teniendo el anticueapo especlfico o un receptor espe-
elfico del antlgeno buscado, incubdndose y prosiguien
do un Lavado para eliminar cl excedo de material no ~
adherido.

Se adiciona La solucifn problema conteniende el antl-
geno a La fase s6lida sensibilizada, se incuba y se -
Lava.

" - Se adiciona el anticuerpo cspeclfico marcado con fa -
enzima a La fade 8dida, s¢ incuba y se lava.

- Se adiciona el sustrato de La enzima. ELl cambio de co
Lor es proporcionat a la cantidad de antlgeno de fa -
solucibn problema.

Lla representacidn esquemdtica de La téenica rcalizada
en este taabajo es La sigudente:

a,- Adsorcdidn a La fase aflide det GM,
en solucidn amontiguadora de canbo
nato-bicarbonato. Incubando 18 hrs.
a 37°C en atmbsdera hdmeda.

Lavan

B2oqueo de Los sditios activos con
solucdfn amoatiguadora de glicina
HCL pH 2.7, Tncubando ! ha a 37°C,
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Lavanr
Se agnregan £0s sobrenadantes en Lo4

que 4e buscan Las toxinas, incubando
! ha a 37°C.

Lavanr

Se agrega el suero anti-LT producido
en conefo, 4incubando 1 ha a 37°C,

Lavanr

Se agrega ed confjugado gammaglobuli-
nas de conefo marcadas con fosdatasa
alealina, {ncubando 1 ht a 37°C,

Lavaan

Se agrega el p-nitrofenilfosdato en
una concentracifn de 1 mg/me en solu
eifn amoatiguadora de dietanolamina
pH 9.6, incubando 30 minu a 37°C,
leen al espectrofotbmetro.

Cantidad de hidrdlisis = Cantidad de
antlgeno presente,
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EL primen paso después de haber deteaminado {a concen
tracifn Optima del confugado, fue deteaminar fa con--
centhacibn Optima del suero anti-LT, basdndonos en --
téenicas ya establecidas donde La cantidad 6ptima del
ganglidsddo GM, utilizada ¢4 de 5 ug, 4¢ procedif a -
nealizar la téenica sigudiendo Los pasos del ELISA-gan
glidsido M, antes descrdito probdndose diferentes di-
Luciones del suero anti-LT y con la dilucidn del con-
fugado 1/1000, dando Los nesultados mostrados en La -
gig v, deteamingndose que La dilucibn 11400 del sueno
anti-LT era &a mds adecuada,

EL siguiente paso a scguin fue deteaminan fa ---
concentracidn fptima del agente densibilizante, el --
ganglifsido My, sdensibilizando La placa a diferentes
cantidades de gate y manteniendo Los demds pardmetros
constantes ( dilucidn del suero anti-LT g dilueifn --
del conjugado ) ae procedif a realizan la téenica de
ELISA-GM,, dande Los nesultades mostaados en La fig -
V1. Notdndose La poca diferencia que existe al usar
Las tres difenentes concentraciomes, 8¢ deeddid utiti
zax La concentracidn de 1 ug/mt de gamglifeido GM,.

En cada une de Llos pardmetnos deteaminados se --
utilizd como control posdtive, scbrenadante de culti-
vo de La cepa de E.cold H-10407 productora de toxinas
y como contaol negative medio tlquido de casaaminoded
dos. Se hicderon diluciones de €atos, observdndose --
que en el caso del sobrenadante positivo adn diluix,-
dituldo 1:2 y diluldo 1:4, era donde se detectaba la
presencia de toxina L4bil, por Lo que 4e¢ decidid uti-
Lizan estas mismas dilucdones en Las muestras z proee
sarn, EL bloqueo de Los 8itios activos se rcalizd com
solucidn amontiguadora de glicina-HCL pH 2.4,
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FIG.111.- DETERMINACION DE LA ACTIVIOAD ENZINATICA DE LA FOSFATASA ALCALINA,
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FIG. V.- DETERMINACION DE LA DILUCION OPTIMA DEL SUERO ANTI-LT.
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RESULTAPOS:

De un total de 94 muestnas de heces diarneicas proce
sadas, se aislanon 300 cepas de E.cold, el 23.4% connes--
pondis a E.coli enterotoxigénica, de las cuales el 2.12%
fueron productonas de ambas toxinas L&bil LT y estable --
ST, el 6.38% ‘connespondif a cepas productoras duicamente
de toxina L4bIL y el 14.89% a productonas dnicamente de Lo
xina estable ST,

Las 500 cepas de E.coli se estudianon pax  Los tres-
métodos utitizados en ciéte trabafo para la deteceidn de -
La toxina LAbLil de E.colir asa tigada em comefo, ensdayo -
en cllulas de ovario de hamater chimo y ensayo <mmumoenzi
wdtico ELISA-OM,.

Los resultados encontrados por cada uno de Los méto-
dos fue ¢l siguiente, De las 300 cepas de E.coli, 19 xe-
sultaron positivas por el método de asa Ligada en conefo
aepresentando el 6.338, 18 cepas fueron positivas por el
método de ensayo celular que representa el 6% y 24 cepas
fueron positivas por el método de ELISA-GM, que cornespon
de al 8%, Fig VII.

Con Los acsultados obtenidos se procedis a caleular
La especificidad y sensibilidad del mltodo de ELISA-GM, -
en relacibn a Los métodos de asa ligada en conefo y ensa-
yo celulan pon el método Knamen,

A

ELISA-ganglifsido GHy con respecto a asa Ligada en co-
nefo.
a.- Ndmeao de cepas positivas pon ambos métodos.
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b.- Ndmezo de cepas negativas por ELISA-GM, y posdtivas -
por asa Ligada.

¢.- Ndmero de cepas positivas por ELISA-GM’ y negativas -
por asa Ligada.

d.- Ndmero de cepas negativas pon ambos métodos.

E.L.1.8.A.- ganglifsido

o) ()
a ? n Semsibilidad + __a__ x 100
: la} 16} are
L
i . . n '
9 I 14 266 Especdficidad » f x 100
a
d le) {d) Sensibilidad o 30,434
a Especificidad = 94,028

B) ELISA-ganglidsido GM, com xespecto a ensayo celulan -

a.- Ndmeao de cepas poditivas por ambos métodos.

b.- Ndwero de cepas negativas por ELISA-GM, y posditi-
vaé pox emsayo celulax, .

¢.- Ndmero de cepas posditivas por ELISA-GM, ¥ negati-
vas por ensayo celular,

d.- Ndmero de cepas megativas por ambos métodos.

E.L.1.8.A.-ganglidaido
[¢] -1

£

n

sope s Sensibitidad = 39.13
g {a} (b} Eapecificidad =96.758%
¢

e {-} 14 248

]

u

¢ 13 id)

a

A
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Con Los datos anteniores se procedid a obtenen fa --
sensdibilidad y especificidad de Los métodos de asa tigada
en conefo y ensdayo celularn,

A} Asa Ligada en conefo con nespecto a ensayo celulan,

a.- Ndmero de cepas positivas por ambos métodos.

b.~ Ndmeno de cepas negativas por asa Ligada y positi-
‘vas pon emsayo celulax,

c.~ Ndmero de cepas positivas por asa Ligada en conejfo
y negativas por ensayo celulan,

d.- Ndmero de cepas negativas por ambos métodos.

Asa Ligada
{e) (-1
i) 1 : Sensibitidad » 84,274
(a) 16} Especificidad » 99,268
(=) 3 t 44)
fe) {d)

B} Endayo celular con redpecto a asa ligada.

a.- Ndmero de cepas positivas por ambos m¢todos.

b.- Ndmero de cepas negativas pox ensayo celular y po-
4dtivas pon asa ligada. ! )

c.~ Ndmero de cepas positivas poa enbayo celular y ne-
gativas pon asa ligada.

d.- Ndmeno de cepas negativas por ambos métodos.
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FIG. VII.- GRAFICA DE PORCENTAJES DE LAS CEPASDE E.coli PRODUCTORAS OE LT
DETECTADA POR LOS DIFERENTES METODOS.
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DISCUSIQN ¥ ANALISIS DE .LOS RESULTADOS :

EL porcentaje de cepas productonas de toximas Aepor-
tado en este edtudio 23.4%, ¢s un poco bajo con respecto
a o que adedalan otrnod autores: Wadstrom (1976) en Etio--
pla aiald un 38%, Evans (1977) en México aisld un 33%, --
Bdck [1980) en Etiopla nepoaté un 47%, estas diferencias
s¢ deben painedpafmente al ndmerno de cepas estudiadas, ya
QUe en nuestio caso son pocas, en comparacidn con los nd-
meroa cstudiados poa Los autores menciomados.

0tro dato impontante que cabe hacer nofar, es que ef
mayor ndmens de cepas de E.cali entenotoxigénica comres--
pondid o tas productoras de Lox<ina eétable ST, hecho que
coinedide con un estudio nepontade poa Evasm en 1977 en la
ciudad de H&xleo 115) quidn encontrs un 38.7%. Es de ha-
cexse notar fa diferencia de Lo repoatado en otros palies,
como Etiopla en 1976 y 1980, en Los que el mayor porcenta
Je de cepas de E.coli entexotoxigénica ¢onnespondis a Las
productoras de foxina 2£b4il LT en un 584 y 938 respectiva
mente,

En Los xeaullados obtenidos pox cada umo de Los mélg
dos, s¢ encuentram 2strechamente Aelacionados Los porcen-
tajes de posdtividad pana el método de asa Ligada en cone
fo y en ensayo celulan, a Los que coaresponde ol 6.33% y
6% respectivamente, no ocunniendo Lo mismo para el método
de ELISA-GH, af que cornesponde ol 8%,
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Con nespecto a L0s nesultados obtenidos con el método
de ELISA-GM, y compardndolos con los del asa ligada en -
conejo, tememos una sensibilidad del 30,43% y una especi-
ficidad del 96.02%. Igualmente, comparando Los resulta--
dos obtenidos en el método de ELISA-GM, con respecto a el
ensayo celular, encontramos uma semdibilidad del 39.138 ¢
una especificidad del 94,754,

Ahora bien, con redpecto a Los resultadod obtenidos
en el ensayo celular y compandndolos con Los del asa liga
da en comejo Ltememos una sensibitidad del 84.21% y uma --
especificidad del 99.28%, Tlgualmenmte, comparando Los Ae-
dullados obtendidos en el asa ligada en conefo con redpee-
o a Los del endayo celular, tenemos una sensibilidad del
8808 y una eapecificidad del 944,

Con Los datos anteriores se puede seialar que el mé-
todo de ELISA-GM, con respecto a Los métodos de compara--
cidn, results aer menos eapeclfico variando en un 2-3%, ¢
poco sensible.

La baja sensibilidad obtenida para ¢l método de ---
ELISA-GMy pude haberse debido a la impureza del antlgeno
que de utilizd para la obtencifn del suero antitexina 24-
bil, ya que &¢ utilizé la toxina eauda de la cepa de ---
E.coli H-10407, ocasionando que Los anticuerpos producs--
dos tuvieran uma baja sensibilidad hacia ta toxina, hecho
que se demosatad en el bajo tftulo obtenido en nuestro sug
A0 antitoxina L4bil, que quizd no fue Lo suficientemente
eficaz para detectar pequefas cantidades de' toxina tdbil
en Los sobrenadantes de cultlvos de E.cole, con lo que --
nod pueden dar reacciones falsas negativas,
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En cuanto a especdficidad, £as reacciones falsas po-
&dtivas obtenidas, probablemente se debieron a que puedan
ex{stin en algunas cepas, componentes bacteainnos o pro--
ductos metabflicos que &e unan imespeclLiicamente al gan--
glidsido GMy y sean reconocidos por el suero antifoxina -
L4bil. Ahora bien, no se puede desdcarten la posibilidad
de que esas falsas positivas que supucstamente tenemos por
el método de.ELlsA-GM,, sean realmente positivas y que Loy
otros métodos no Las estén detectando debido a que La to-
xina se encuentre en foama inmactiva.

Al realizar los m&todos de asa ligada en conefo y en-
saygo celulan, comparando Lod nesultados, se obtuve una al-
ta sensibitidad y especificidad en ambos casos, Lo que ---
colncdde por Lo aeportado pon othos autores.
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CONCLUSTONES:

= De 300 cepas de E.coli adsladas a partin de 94 mues-
Lras de heces diarredicas procesadas, el 23.4% comrcspon--
dis a E.cold entenotoxiglrcda, de las cuales el 2.12% fue
aon cepas paoductoras de ambas Loxinas LAbEL LT y eatable
ST, el 6.388% conneopondid a cepas productorasd dnicamente
de toxina L&bil LT y ol 14.89% a productoras dnicamente -
de toxina estable ST.

- Es dmportante difenencian entre una cepa de E.cold -
productora de foxina 24bil LT y una de Loxina estable ST,
puesto que el método desannollado se enfoca a La identifi
caeidn de La primera.

° Se desarnolls el método de ELISA-GM,, descrito por -
algunos autores como Adpido, especlfdco, semsible y de ¢
cil realizacibn, para compararlo con Los métodos de asa -
tigada ¢n conefo y ensayo celular, De acueado a Lod da--
tos obtenidos en el presente trabajo, el método ELTSA-GM,,
results ser menos especlfico y poco sensible con respecto
a Los mEtodos comparados, contrastando.con Lo obtenido --
por difenentes autones que Lo recomiendan ampliamente.

- La obtencidn de un suero antitoxina ldbil sin £a pund
gicacidén adecuada del antlgeno tiene como dedventajas:

- Pendida en La sensibilidad ya que da lugap a falsas
reaccdiones.

- Presentar reacelones dncapeclficas por la presencia
de otros productos.
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- Con la téenica empleada para el desaarollo del méto-
do ELISA-GMy en ¢ste taghafo, Los acsuliados obtenidos no
fueron los esperados debido tat vez a Lo meneionade en ¢l
pdrragfo anterior, por lo cual ¢4 de comsidenarse &a modi-
flcacidn de algunca de Los pasos de &a téenica.

= Debido al alto Lndice de mortalidad em néAos menoresd
de 2 afios ocqadionado por Las cepas de E.cold enferotoxigé
néca, dentro de Las que de encuentaan cepas productonas
de toxina t4bil, deniva la importancia de seguir investi-
gande para emcontraxr un m€todo que nos permita realizan -
La identigicacdOn con ¢l midximo de comfiabilidad, especi-
ficdidad y aapidez,
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CANEKXO:

- Sofucddn amortiguadorade canbonato-bicarbonato pH 9.6:
Carbonato de sodio............. 1.59 g
Bicanbonato de sodid.evevsivas, 2.93 g
Azida de so0dio...v.veuiiverians 0.2 g
Agua destilada............ veses 500 me,

Solucifn amortiguadora de dietanolamina pH 9.8 :
Dictanolamind....ovveevennaees 97 mi

Azida de 40d40siveiviainnniess 0.2 g

Cloruno de magnecio...éﬂzo.... 0.1 g

Agua destilada......oovevvees. 800 me

Afustar el pH a 9.8 con HCL 1 M, aforar

a un Litro y guandar a 4°C,

Solucidn TEAN 0,5 N {Taizma base, EDTA, azida de sodio
y cloauno de sodio ) 1

Taézma base....ocovvvennennens 6,05 g

EOTA. . iviiirreasnnonneneannses 0.338 9

Azida de 80di0esiieniiinirases 0,195 9

Cloauro de 40dé0. v veurncneeas 11,68 8

Agua destilada,..cvveverenases 1000 me

Solucifn de Tads | hidaoximetil aminometano )-HCL 0.01 M

pH 8.0 :
TREE-HOL. . oo vveeinrnionnnnsees 31,6 g
Cloruro de sodio....... cvseese 116,89

Agua destilada....oovuviinann. @ [2 78
Ajustar a pH 6.0,
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- Solucifn salina amoatiguada de fosfatos pH 7.4 0.5M:
Fosfato de sodio monobdsico..cvvvivves.. 4,9693 g
Fosfato de s0dio dibdedeo.vvvvrivoneress 1,9535 g
Azida de a0di0ievrvrrvvonanrnnarrsnnares 048 ]
Agua dedtilada, e veioenirvinensnenasias | et.

Solucidn de fosfatos salima amortiguada Tween pH 7.4:
Cloxuno de 40di0..vsvrecessnrarsnesranas 16 g
Fosfato de sodio monobBaico. v vsnsennes 5.8 g
Fosfato de 40dio dibdadco v vianrrvrrsies 0.4 g
CLoruro de PoLasdio...eevssveresesvssene, 0.4 g
Azida de 40di0..1crersnrivscrnsiiniiees. 0.8 g
Tween 20, .0ccieernrssassanssansnesensss 1 me
AQua dedtilad@.eseesereiiaovionerensense 2 LE4,

- Solucifn amoatiguadore de glicima-HCL pH 2.7
Solucddn stock A: disolver 15.01 g de glicina en 1,000 mt
de agua destilada, haciendo una so0lucifn 0.2 M.
Solucidn stock Bt preparar HCL 0.2 M.
Mezalar 50 me de La solucidn A con 23 mt de la solucibn
8 y tlevar a un volumen final de 200 ml, para obtener -
el pH de 2.7,

Hedios de cultivo y de consdervacidn @

- Caldo glicerol:
Indusidn cerebro corazdn..o.vverveoes 3.7 8%
GLACRAOL. susvesvuesnsossvasnnsavsanes 15 8
Agua destilada....cioivviiieiivinsnes 100 me

Gelosa especdal:
Peptona. .ovviiiiavivirieineniseenaes 0,25 %



Base agar sanghe.....ovvveninins
Extracto de canne..vvviiieniines
AGBM .t e v v avrnnsearrsrosnsnesios
Agua destifada.....covinnnnunnns

Medio £Llquido de Casaamdnodeidos

Casaaminodeddod.voveersvevaranns
Extracto de Levadumr@..eeevesunss
CLoruno de 80dd0uivesrrornnrnnee
Fosgato de sodio monobdaico.....
Sulfato de magnesdio...oveeeivars
Cloruro de manganeso....ovven'ves
CLoAURO (EARLCO v iviessornennnan
Agua destilada....covvaieviininn
- Medio de Casaminodeidos agan @
Casaaminodeidode . voavrevrrsvennse
Extracto de Levadur@..o.svevens,
Cloauno de manganesdo....eoevsess
Sulfato de magnesdo...vvvsnenans

AGAR. sie s rroreninaanessasaseans

Agua destilada..viveiivnnesnanes

50

2 4
0.3 %
1.5 %
100 m&,

20 g
1.5 g
2,59
8.7
0.05g
0.059
0.005g

1 g
1.5¢
0059
05 g
20 ¢
1000 me
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