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RESUMEN 

El presente trabajo t uv6 c omo final i dad el seleccionar una 

c epa hiperproductora de c itotoxina para semipurif i carla y 

caracter izar sus actividades bi o lógicas; por lo que se uti lizaron 

40 cepas de Escherichia coli citotox igénica de origen porcino, las 

cuales se inocularon, en forma de filtrados mediante diluciones 

seriadas en un rango de 1:25 a 1:3125 en cultivos de células Vero 

y HeLa, determinándose la actividad citot6xica mediante la 

cuantificación de la citotoxina , fue asi c omo se seleccionaron 9 

cepas con títulos a l tos de citotóxicidad unicamente en cé lulas 

Vero. De éstas se escogió la cepa hiperproductora que 

posteriormente seria purificada . Asimismo se probaron las 

actividades enterotóxica y neurotóxica de los filtrados de cultivo, 

mediante los modelos de asa ligada en conejo y neurotóxicidad en 

ratón . 

La cepa hiperproductora fué sembrada en caldo Syncase a 37°C 

por 24h. El cultivo se centrifugó a 8000 r pm y el sobrenadante se 

precipitó con (NH4) 2so4 para concentrar la toxina, a diferentes 

grados de saturación. Cada una de las fracciones obtenidas se 

dializó y se inoculó en una columna de sephadex G-75. A las 

fracciones de elución correspondientes a los picos más a l tos de 

absorción se les determinaron sus actividades biológicas. 

Se encontró que el filtrado libre de células de l a cepa 

seleccionada como hiperproductora, alcanzó una actividad 

citotóxica, sobre los cultivos de células Vero, de 1 . 2x105 DC50% /ml 

y resultó ser positivo, en forma parcial, en la prueba de 

neurotoxicidad, ya que aunque no causó la muerte al ratón provocó 
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algunos efectos a nivel de sistema nervioso. 

Después de haber semipurificado la citotoxina se obtuvo que la 

actividad más alta de las fracciones fué de hasta 6.2x10 5 DC 50%/ml 

y la actividad especifica fué de l.Sx107 D. C. /mg.prot. sin embargo 

la actividad neurotóxica se perdió a pesar de concentrar la toxina 

y la actividad enterot6xica nunca se encontró, lo que implica que 

probablemente las tres actividades no se encuentran presentes en 

una misma molécula de la citotoxina. 
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INTRODUCCION 

El síndrome diarréico ocupa los primeros lugares como causa de 

enfermedad y muerte en la población infantil, particularmente en 

los menores de un a ño de edad . Junto con las infecciones 

respiratorias agudas constituyen las enfermedades dominantes en 

nuestro país y c ontribuyen c on un 45 a 50% de las muertes. A nivel 

internacional se calcula que el síndrome diarré ico es el 

responsable de por l o menos 5 millones de defunciones anuales en 

nifios menores de 5 años (10). 

Se observa que la etiología del s í ndrome diarréico 

principalmente es de tipo infecciosa, siendo predominante las 

infecciones virales en r ecién nacidos y como agente bacteriano 

importante tenemos a Escherichia coli (11). 

Escherichi a coli se ha reconocido desde hace varias décadas 

(Bray 1945) como un patógeno primario en diarreas bacterianas en 

humanos y posteriorm~nte también en animales, desde entonces se han 

venido estudiando sus mecanismos de patogenicidad (c itado en 35) . 

Poco a poco se han incrementado las evidencias de que E. coli 

puede ser la causa de diarrea en una gran propor c i ón de recién 

nacidos tanto en humanos como en animales (4 ) . 

Por otra parte E. coli es la especie predominante de la flora 

normal bacteriana aerobia facultativa del intestino en muchos 

animales y juega un papel importante en el mantenimiento de la 

homeostásis intestinal (17) . 
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Este es un microorganismo Gram negativo que se desarrolla con 

fac i lidad e n todos los medios de cultivo comunes de laboratorio. su 

t emperatura óptima de crec i miento es 37 · c; pero c rece dentro de 

ampl i os límites (8). 

E. coli se puede clasif i car serológicamente a través del 

sistema d e t i p ificación de Kauffmann ( 1945 ), que se basa en la 

presencia de tres antígenos; s omá tico "O", capsular "K" y flagelar 

"H" (citado en 12 ). 

Las cepas de E. coli que afectan a humanos se han c lasificado 

en función de su mecanismo de pat ogenicidad en c uatro grupos: 

A) B. col i Ent erotoxigénica (ETEC). 

B) B. coli Enteroinvasiva (EIEC) . 

C) B . col i Enteropatógena (EPEC) . 

C) B . coli Enterohemorrágica (EHEC) (17). 

Sin embargo las infecciones causadas por E. coli en animales se 

denominan Colibacilosis y se han dividido en c uatro síndromes: 

A) Síndrome Entero tóxico 

B) 

C) 

D) 

Enterotoxémico 

Invasivo-Local 

Septicémico (13). 

La Colibacilosis en la porcicultura e s la causa de las 

principales pérdidas económicas debido a su gran morbilidad en 

estos animales, de tal manera que se calcula que en algunas granjas 

las pérdidas llegan a ser hasta del 30% (40) . 
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En algunas explotaciones porcinas se ha calc ulado que l a 

mortalidad por diarreas es del 13. 4% ( 37) . Sin embargo no se 

conocen los indices de morbilidad y mortalidad po r colibacilosis en 

lechones y s ólo se sabe que aproximadamente el 50% de las 

gastroenteropatías son causadas por E. coli en el período anterior 

al destete (3). 

Se conoce que la colibacilosis en cerdos se presenta en f o rma 

de cuatro síndromes: 

A) Diarrea del recien nacido 

B) 

CJ 

de las tres semanas 

del destete 

D) Enfermedad edematosa porcina (EEP) (41). 

Los primeros tres síndromes son causados principalmente po r 

cepas de E. coli enterotóxicas, es decir productoras de 

enterotoxinas LT y ST (13). La enfermedad edematosa es causada por 

cepas de E. coli productoras de citotoxina, a ésta toxina se le 

conoce como •toxi na semejante a Shiga II variante• (SLTIIv) y 

pertenece a una familia de citotoxinas conocidas como "SLT" ó "VT" 

{toxina Vero) (24) . 

La enfermedad del edema también conocida como enfermedad 

edematosa porcina {EEP) se define como una dis función neurológica 

con un curso progresivo y lesiones de edema en localizaciones 

específicas. Los signos clínicos característicos de ésta enfermedad 

son: edema en los párpados y tejido subcutáneo frontal, signos 

neurológicos que se manifiestan al principio con una ataxia y 

progresan para terminar con postración también se pueden observar 
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convu lsiones y espasmos musc u l.ar~s (5l . 

Co mo se puede ver, l a EEP o curre e n una f orma súbita, tiene un 

c urso breve y por lo regular termina matando al cerdo (13) . 

Según Timoney y Lamont la presencia d e la enfermedad está 

relac ionada a cuatr o condiciones constantes; a l la edad , ya que es 

más común en cerdos d estetados . bl al cambio de dieta durante el 

destete. el a un crecimie nto vigoroso del lechón . d } y a la diarrea 

que amenudo se presenta uno ó do s días antes del padec imi e n to (13 ) . 

A sí mismo , la frecuencia conque se puede encontrar en una camada 

varía hasta el 50% ó más (3l . 

Con res pecto a la etiol ogía de la enfermedad del edema se ha 

observado que ésta se asoc ia con cepas de E. coli de o rigen porc ino 

productoras de una toxina termo l ábil (SLTIIv) que es capaz de 

provocar lesiones neurotóxicas en ratón y lesiones citotóxicas en 

cultivos de células Vero. La mayoría de estas bacterias son 

hemolíticas y p e rtenecen a los serotipos: 0138 :K81, 0139 :K82 y 

0141:K85 (23). 

Por otr a parte , la toxina causante de la enfermedad del edema 

se ha purificado parcialmente, sin embargo existe n algunas 

controversias respec to a la participación de ésta en el curso 

clínico de la enfermedad (20) . 
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ANTECEDENTES 

Se sabe que los primeros estudios sobre citotóxinas (toxinas 

capaces de matar células eucariotas) producidas por cepas de 

E. coli fueron hechos por Konowalchuk y col. en 1977. Estos 

autores inocularon el sobrenadante del cultivo de una cepa de 

Escherichia coli denominada H-30 (026:Hll) aislada de un n i no con 

diarrea , a un cultivo confluente de células Vero (células de 

rinón de mono verde africano) y observaron que al final de un 

período de cinco días las células presentaron un efecto lítico 

total e irreversible; este efecto citotóxico no se observó en 

células CHO (células de ovario de hams ter chino) inoculadas con el 

mismo sobrenadante. De esta manera, c omo la toxina sólo causaba 

efe cto sobre células Vero se le llamó "toxina Vero" (VT) (15). 

Por otra parte O'brien y col. (1982) también realizaron 

estudios sobre la producción de citotoxinas por la cepa H-30 de E. 

coli y observaron que la citotoxina producida por ésta, estaba 

relacionada inmunológicamente con la toxina de Shigella dysenteriae 

tipo 1 (toxina de Shiga) y por lo tanto estos autores la 

denominaron "toxina semejante a Shiga• (SLT) (26). 

En 1983 Smith y col. informaron que la toxina Vero producida 

por las cepas de E. col i de los serogrupos 026 y 0128 estaba 

codificada por un fago. Asimismo estos autores describieron que 

existían por lo menos tres variedades de la toxina; la producida 

por cepas de origen humano, la de origen porcino y la obtenida 

apartir de una cepa de Pseudomonas aeruginosa (38). 
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Tr abajando con la m"Lsma cepa , en l a. que Konowalchuck 

describi ó la c i r otox ina VT, Zep'='dc1 y col. (44) encontrar on que l a 

cepa H- .30 es ""apaz de producir 2 c iLo tóxinas ant igén i c amente 

diferentes y codificadas en la mi sma cepa. 

Sc o t land y col. (19R5l , ut ilizando l a cepa 933 perteneciente al 

sero tipo 0 157 :H7 publica r on que la VT presentaba dos var iedades 

antigén icas ; una con l a particularidad de s e r neu tral i zada con el 

antisuero anti-Shiga y la o tra que no se neutralizaba por dicho 

antisuero, de tal mane ra que a la primera le l l amaron "toxina Vero 

1 " íVTl ) y a la segunda "toxina Ver o 2" (VT2) respectivamente . En 

este mismo trabaj o se propuso que las dos toxinas pudieran ser 

producidas por una misma cepa (36) . Sin embargo Strockbine y 

col. (1986 ) denominaron a las cito toxinas producidas por la cepa 933 

(0157 :H7) de E. coli como "tox ina semejante a Shiga l" (SLTl) a la 

toxina que es neutra l i zada con el antisuero anti Shiga y "toxina 

semejante a Shiga 2 " (SLT2 ) a la que no es neutralizada (39). Como 

se puede vei la VT y la SLT son sinónimos para una misma toxina. 

En ot r o estudio real izado por Padhye y col . (1987) s e aisló una 

cepa de E. col i 0157:H7 de un paciente con colitis hemorrágica, la 

cual producía una toxina VT que no P-ra neutralizada con anticuerpos 

anti - Shiga y mostró t ene r -::aracte:císti c P.ls fisicoquímicas diferentes 

a la t oxina VT que si era neutral izada 132 ) . 

Se conoce que la toxina SLTI posee tres actividades 

b iol ógicas: citotoxi c i dad (en cultivos celulares), enterotoxicidad 

(en asa ligada de c onej ) ) y neuro t oxi cidad (en ratón ) (27). Estas 

mismas tres actividades estan presentes en la toxina SLTII, sin 
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embargo, ésta es más letal para ra tón y menos c itotóxica que la 

SLTI (39) . 

Los primeros estudios sobre la producción de citot .,xinas por 

cepas de E. coli de origen porcino fueron realizados por Smith y 

col . (1983), quienes determinaron que un 63.0% de c epas de origen 

p orcino pertenecientes a cuatro seroti pos (0138:K81, 0139:K82 , 

0141:K85 y 0141 :K85,88 ) y asociados con enfermedad postdestete 

(diarrea y enfermedad edematosa) fueron productoras de c itotoxinas 

Vero (33). Sin embargo, Clugston y col. (1974) ya habían descrito 

que los sobrenadantes de cultivos de E. coli pertenecientes a l os 

serogrupos 0138, 0139 y 0141 producían una toxina que era capaz de 

reproducir experimentalmente la enfermedad edematosa en cerdos a la 

cual le llamaron "Principio de la Enfermedad del Edema " (PEE). 

Estos mismos autores propusieron que a esta toxina también se le 

podia denominar como vasotoxina, debido a su efecto hipertensivo 

(5 y 13). 

En apoyo a la etiología de la Enfermedad del Edema (EE) se 

encuentran los estudios de Marquez y col. (1986) quienes dieron a 

conocer que de un total de 262 cepas productoras de citotoxinas en 

bajos niveles, 64 fueron de origen porcino pertenecientes a l os 

serogrupos 0139 y 0141 (25). 

Un año mas tarde (1987) Linggod y col. realizaron un e s tudio 

con cepas aisladas de cerdos enfermos con EEP pertenecientes a un 

gran número de serotipos, dichos autores determinaron la capacidad 

de estas cepas para producir VT y encontraron que todas ellas 

producían la toxina. 
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La ci t o toxina detectada por el ensayo en células Ver o parece 

ser la misma que la referida por Clugston y col. (18 ). 

Marquez y col. (1987) observaron que l a c itotoxina producida 

p or cepas aisladas de cerdos con EE esta relac ionada 

antigénicamente con la toxina SLTII; ya que su actividad c itotóx ica 

es neutralizada por el antisuero dirigido contra la SLTII, sin 

embargo esta toxi na es mucho menos activa en células HeLa que en 

células Vero y p o r l o tanto fué designada c omo "toxina semejante a 

Shiga II variante (SLTIIv) . En este mismo trabajo no fué posible 

demostrar que la codificación para esta toxina estuviera mediada 

por un fago como en e l caso de las cepas de o rigen humano, por lo 

que se sospecha que la información genétic a para esta toxina se 

encuentra en el genoma (24). En este mismo estudio se describió que 

la toxina SLTIIv es producida en gran cantidad, tanto en el 

sobrenadante de cultivo como en el lisado bacteriano a diferencia 

de la SLTII que sólo se puede detectar en el lisado bacteriano. 

Dentro de los estudios realizados para l a purificación de 

citotoxinas de origen humano se encuentra el de Petric y col . (1987) 

en donde se publicó un método simple de purificación, el cua l 

consistía en liberar la toxina de las células por exposición a 

p o limixina B, después someterla a una precipitación diferencia l c on 

sulfato de amonio y por último pasarla p or una columna de 

cromatografía mediante filtración molecular <33). 

Con respecto a la estructura y características fisicoquímicas 

de las cito toxinas, se ha sugerido que éstas presentan una 

conformación de su estructura en subunidades A y B y por h omol ogía 
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con la toxina de Shiga la relación entre éstas es de 1:5 

respec tivamente (28). 

Oku y col. (1989) purificaron una c itotoxina obtenida de una 

cepa d e E. ccli (091 :H21 ) , aislada de un paciente con síndrome 

urémico hemol ítico, la cual fué más activa sobre c é lulas Vero que 

s obre cé l ulas HeLa y neutralizada c on el ant isuero anti - SLTII d e 

manera muy semejante que la SLTIIv p o r cina, p o r l o que a esta nueva 

t oxina se le designó como SLTIIv de origen humano. Es t a toxina 

también esta conformada por subunidades A y B con un peso molecular 

semejante al de la SLTII (35,000 ) , su punto isoeléctrico es de 6 . 1, 

el cual dif ~ere del reportado para la SLTI y SLTII que son de 7.0 

y 4 .1 respectivamente y presenta neurotoxicidad y letalidad en 

ratón (31 ). 

En la tabla No.l se muestra un cuadro comparativo de algunas 

citotoxinas purificadas por diferentes autore s . 

Has ta e l momento casi no exis ten estudios sobre la 

purificac i ón de la citotoxina de origen porcino p o r lo que se ve la 

necesidad de hacer estos estudios para lograr la caracterización de 

esta toxina en cuanto a sus activi dades biológicas y asi poder 

contribuir al papel que juega ésta en la enfermedad edematosa 

porcina. 
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TABLA 1 
CARACTERISTICAS DE LAS CITOTOXINAS PRODUCIDAS POR CEPAS 

DE E. coli DE ORIGEN HUMANO 

CEPA ORIGEN 

B-30 

0157:87 C.B 

091:821 SUB 

O : DIARREA 

TIPO DE 
TOXiNA 

SLT 

SLTll 

SLT-Ilv 

C.H. : COLITIS HEMORRAGICA 

NEUTKALIZACION 
ANTl -SBIGA 

SUH : SINOROME UREMICO HEMOUTICO 
+ : CON EFECTO 
• : SIN EFECTO 

PM : PESO MOLECULAR 
PI : PUNTO ISOELECTRICO 

Ref. : NUMERO DE REFERENCIA 

Plf PI 

46000 7.03 

35000 4. 1 

10700 

33050 6.1 

7565 

SUBUNIDADES 

AyB 

AyR 

A y B 

CITOTOXICIDAD 
foo Bel.a 

Reí. 

29 

~ I 
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OBJETI VOS 

1 1 Selecc i c nar una cepa d e Escherichia c o li hiperproductora 

de cito t úxina activa en cél ulas Vero y n o e n c élulas 

HeLa. 

2 ) Semipuri ficar el producto tóxico de la cepa de E.coli 

seleccionada . 

3 ) Caracterizar las act i vidades bio l ógicas de la toxina 

antes y d e spués de s u pur i ficación. 
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MATERIAL Y METOOOS 

CEPAS UTILIZADAS. 

s e emplearon 40 c epas de Escherichia coli ais lada s de l echones 

con diarrea como cepas de e s t udie . 

Se util i zó l a cepa H- 30 (026:Hl l) de origen humano , capa z de 

produc i r c i t o t oxina (VT ) como cepa de r e ferenc ia (15) . 

MEDIOS DE CULTIVO Y PRODUCCION DE LA TOXINA 

Las cepas de estudio se sembraron en medio caldo s oya 

tripticaseína (TSB) (Bioxon , Méxi co) y se incubarón a 37 "c durante 

24h. Los cultivos se centrifugaron a 8000 rpm por 20 minutos y se 

filtraron mediante membranas millipore de 0.45µm para obtener l o s 

filtrados libres de células. A estos filtrados se les de t erminó s u 

actividad citotóx ica, mediante la cuantificación de la toxina, 

para asi seleccionar una cepa hiperproductora. La t oxina producida 

por esta cepa se purif i có posteriormente. 

La producción de la toxina se realizó mediante la siembra de 

la cepa hiperproductora de citotoxina y la cepa de referencia 

(H-30) en 1000 • l de caldo S}'9cas~ (medio sinteticol con un J11H de 

8.5 (30,20), éstas se incubaron a 37"c con agitación por 24h y l os 

cultivos resultantes se centrifugaron a 8000 rpm durante 10 min. 

El sobrenadante se recolectó y el paquete bacteriano se 

desechó, posteriormente al sobrenadante se le aplicó una 

precipitación fraccionada con sulfato de amonio para precipitar las 

proteínas y obtener de ésta manera la toxina (6). 
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PURIPICACION 

Prec i pitación con sulfato de amonio. 

A partir de l os extractos crudos de cultivo que se probaron en 

las pruebas de citotoxicidad y neurotoxicidad se seleccionó aquel 

que presentó el mayor efecto, por lo que la cepa perteneciente a 

éste se sembró en 1000 ml de medio Syncase y se incubó a 37 'C p or 

24 horas en agitación (30) . El culthro resultante se centri fugó a 

8000 rpm durante 10 minutos y el sobrenadante se recolectó , 

desechándose el paquete bacteriano. Posteriormente a l sobrenadante 

se le adicionó sulfato de amonio para p recipitar las proteínas, 

en un 50% de saturación y se dejó r eposar toda la noche a 4 ·c, 

despues se c entrifugó y al nuevo s obrenadante se le adicionó mas 

sulfato d e amonio , hasta alcanzar un 60% de saturación, y asi 

s ucesivamente hasta obtener una precipitación al 90% (6) (ver 

fig. l) 

Diálisis 

Cada uno de l os precipitados resultantes de la precipitación 

fraccionada se resuspendió en un regulador de fosfatos(ph 7.2) (6) 

y se dializó contra agua destilada durante una hora en agitación a 

4· c, después el agua fué s ustituida por e l regulador, dejándose 

una hora para después recambiarlo cada 24 horas durante tres dias 

aproximadamente hasta verificar la ausencia del sulfato de amonio . 
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La toxina contenida en cada uno de l os precipi tados dializados 

se concentró con sacarosa y posteriormente se f i ltró en membranas 

millipore de 0.45µ, para ser pasada por una co lumna de sephadex 

G-75 equilibrada con un regulador de fosfatos ajustado a un pH de 

7. 2 (7) . El volumen e luido se recolectó en cantidades de un 

mililitro, obteniéndose 50 fracciones de elución para cada uno de 

los dializados . A cada fracción se le determinó su absorvancia a 

una longitud de onda de 280nm, mediante espectrofotometría, 

posteriormente las lecturas fueron graficadas y se seleccionaron 

los picos de mayor absorción, por lo que las fracciones fueron 

agrupadas en pooles para ser inoculadas en células Vero y 

determinar su actividad citot6xica. 

ACTIVIDADES BIOLOGICAS 

Actividad citotóxica 

Para determinar la actividad citotóxica de los filtrados del 

cultivo se utilizaron las líneas celulares Ver o (riñon de mono 

verde africano) y HeLa (células de carcinoma de cervix) y l os 

medios de crecimiento para éstas fueron Ml9 9 y MEM (medio mínimo 

esencial) respectivamente (15). A cada uno de los medios se les 

adicionó una solución de antibióticos compuesta por estreptomicina 

al 0.5% y penicilina (100 unidades), así como de suero fetal de 

ternera en un 5% para el M 199 y en un 10% para el MEM. 

En microplacas de 96 pozos se depositaron 200µ1 de una 

suspensión de células Vero y HeLa en forma independiente, en cada 

uno de éstos y se incubaron a 37 ·e en presencia de dióxido de 

carbono al 5% durante 24 horas aproximadamente has ta alcanzar un 
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80-100% de confluencia. 

Una vez obtenidas l a s monocapas del cultivo confluente, el 

medio de crecimiento fué sustituido por medio de mantenimiento (sin 

suero) y entonces el primer p o z o de la microplaca se inoculó con 

25111 de la muestra a probar, obteniendose una dilución de la toxina 

de 1:5, posteriormente se tomaron 25µ1 del mismo po z o y se 

inocularon en el siguiente, y asi sucesivamente, realizando 

diluciones seriadas . Una vez inoculadas las microplacas éstas se 

incubaron por 48 horas a 37 ·e , observándose cada 12 horas la 

presencia de lisis celular . Posteriormente se obtuvieron los 

títulos de citotoxicidad y se detectó, entonces, la cepa 

hiperproductora. El método se esquemat iza en la figura 2. 

La actividad citotóxica de las fracc iones de la t oxina 

parcialmente purificada fué determinada en cultivos de células 

Vero, utilizando tambien diluciones seriadas en la inoculación. Las 

condiciones de incubación para la mic r oplaca fueron las mismas que 

las anteriores y la lisis c elular se observó también cada 12 horas. 

Actividad enterotóxica 

La actividad enterotóxica d e los f iltrados de cultivo y de las 

fracciones de la toxina purificada, se determinó mediante la 

t écnic a de asa ligada en conejo (citado en 29), la c ual consistió 

en real izar una laparotomía a un c onejo de aproximadament e 2.5 kg 

de peso, e xponiendo e l intestino delgado y ligando segmentos de 

aprox imadamente 10 cm de longitud, en los cuales se inoculó 1 

mililitro de la muest,r:a, dejando un segmento sin inocular corno 

tes tigo del int'estino después de cada inoculación. 
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que se utilizó f ué un filtrado crudo de 

Posteriormente el intestino delgado se 

depositó en su lugar y se cerró el abdomen del c onejo , el cual 

permaneció en condiciones estables durante 24 horas. Trancurrido el 

tiempo se sacrificó el conejo y se abrió la her i da para observar si 

había o n o acumulación de líquido en los segmentos inoculados del 

intestino. Pué de esta manera como se dió lectura a la prueba. 

Actividad neurotóxi.ca 

Esta actividad se determinó mediante la tecnica de letal i dad 

en ratón (citado en 29) y el procedimiento fué el siguiente: los 

filtrados de cultivo y las fracciones de la toxina se inocularon en 

dosis de 0.5 a lml, vía intraperitoneal en 20 ratones de 

aproximadamente 20 días de edad. Posteriormente éstos se 

mantuvieron en condiciones estables y bajo vigilancia en un curso 

de hasta 72 horas aproximadamente para observar la parálisis de las 

extremidades anteriores y la muerte. 
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DETERMINACION DB PROTEINAS 

La determinación de proteínas se realizó mediante la técnica 

descrita por Lowry (19) para los los dializado s que se utilizaron 

en la cromatografía. Asimismo se utilizó la espectrofotometría, a 

una absorbancia de 280 nm. para cada una de las fracciones 

obtenidas en la purificación (16). 

La purificación de la toxina de referencia (cepa H-30 ) se 

llevó a cabo bajo l os métodos mencionados anterio rmente. 
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FIGURA l. PRECIPITACION FRACCIONADA 
DE PROTEINAS CON SULFATO DE AMONIO 

CEPA HIPERPRODUCTORA DE CITOTOXINA EN TSB 
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PAQUETE 

BACTERIANO 
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FIGURA 2. PRUEBA DE CITOTOXICIDAD PARA LA SELEC.CION 
DE LA CEPA HIPERPRODUCTORA DE CITOTOXINA 
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RESULTADOS 

SELBCCION DE LA CEPA HIPBRPRODUCTORA DE CITOTOXINA 

Utilizando los filtrados de cultivo se pudo determinar el 

efecto c itotóxico sobre los cultivos de células HeLa y Vero . De las 

40 cepas utilizadas se obtuvieron 9 con títulos altos de 

citotoxicidad en células Vero, de las cuales se pudo detectar 

aquella con el título mas al to, que posteriormente sería utilizada 

en la purificación. Los resultados se resumen en la tabla N'2 , en 

donde se puede observar que el titulo más alto de citotoxicidad fué 

de l.2x 105 D.C.50\ / ml . 

ACTrVIDADBS BIOLOGICAS DB LOS PIL'l'ltADOS DB CULTIVO 

Mediante la utilización de modelos animales como el de ratón 

y el de conejo para la prueba de asa ligada (citado en 29}, se pudo 

determinar el efecto de l as nueve cepas productoras de citotoxina, 

en donde se ob tuvo que solo cuatro de éstas , incluyendo la cepa 

hiperproductora fueron parcialmente positivas en la prueba de 

neurotoxicidad, que aunque sin provocar la muer te causaron daf1os a 

nivel de sistema nervioso. Los signos se observaron después de las 

48 horas de l a inoculación. 

En cuanto a la prueba de asa ligada, no se encontró efecto 

alguno. En la tabla N"3 se muestran los resultados. 
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PURIFICACION DB LA TOXINA 

Apartir de la precipitación fraccionada con sulfato de amonio , 

se obtuvieron los precipitados, tanto de la cepa hiperproductora de 

citotoxina (cepa 205) como de la de referencia (cepa H-30). La 

toxina contenida en los precipitados se dializó, se concentró y se 

pasó en una columna de sephadex G-75, obteniéndose así las 

fracciones de elución(7). 

En las gráf icas 1-5 se muestran las fracciones que presenta ron 

una mayor absorción después de haber medido la concentración de 

proteínas (por absorbancia), en donde se pueden apreciar l os picos 

más altos pertenecientes a las cepas 205 y H-30. 

Dentro de los picos obtenidos para la toxina de la cepa 205, 

se tiene que aquellos que presentaron la mayor absorción 

corresponden a la fracción precipitada con sulfato de amonio en un 

80% de saturación. En cuanto a los picos pertenecientes a la toxina 

de referencia , se observa que los de mayor abzorción pertenecen a 

la fracción saturada al 70%. 
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DETERMINACION DE PROTEINAS Y ACTIVIDAD ESPECIFICA 

En l a tabla 4 Y 5 s e muestran los r esultados d e la 

concentración de pro t eínas antes y después de la purificación de l a 

toxina respectivamente. Comparando éstas se puede observar que l as 

fracciones de la toxina que presentaro n la concentración mas al ta 

de proteínas antes y después de la c romatografía fueron aque llas 

que se saturaron a un 50% con (NH4 ) 2S04 • Los valores para dichas 

concentraciones fueron los siguientes: 0 . 269 y 0.050 mg/ml antes 

y después de la purificación en el caso de la cep a hiperproductora 

de citotoxina (cepa 205) y los valores de la cepa H-30 fueron 0.466 

y 0 .262 mg/ ml ; esto explica la diferencia en cuanto a la 

concentración de proteínas de los extractos de cultivo y 

probablemente l o s efectos parciales de neurotoxicidad. Sin embargo 

las fracciones que presentaron la actividad citotóxica y por lo 

tanto la actividad específica más a lta fueron aquellas que se 

saturaron a un 80 y 70% en el caso de la cepa 20 5 y H- 30 

respectivamente. 

Para la cepa 205 los títulos con la saturac i ón al 80 % fueron 

6.2x105 DC/ ml y 1.5xl07 mg/prot. de actividad especí fica, en cambio 

para la cepa H-30 con la saturación al 70% los títulos fueron 

2 . 5xlO' DC/ml y 4.9x105 mg/ prot. de actividad específica. Como se 

puede ver estos últimos fueron mas bajos que los .correspondientes 

a los de la cepa 205. 

La actividad específica se obtuvó dividiendo la a c tividad 

citotóxica entre la concentración de proteínas determinada bajo una 

absorbancia de 280nm. 
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Con respec to a las pruebas para determinar las actividades 

neurotóxica y enterotóxica de las fracciones semipurificadas, se 

encontró que éstas fueron negativas, a excepción de aquellas para 

l a cepa de referencia. 

Con la finalidad de determinar la pureza de la toxina se llevó 

a cabo un corrimiento electroforético de las fracciones obtenidas 

con ambas precipitaciones en geles de poliacrilamida, sin embargo 

no se encontraron resultados algunos, ya que no se observaron 

bandas correspondientes a la toxi na . Esto probablemente se debió a 

que las fracciones se hidrolizaron, ya que se util izaron tiempo 

después de haber sido obtenidas . 
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TABLA 2 
SELECCION DE LAS CEPAS CITOTOXICAS PROBANDO LOS EXTRACTOS 

CRUDOS DEL CULTIVO SOBRE CELU LAS VERO Y HELA 

CEPA 
OILUCION 

CITOTOXICIOAD Oc 50 %/mi 
(@) Vero He La (*) 

178 1:625 
4 

+ 2.5 X 10 
3 

183 1 :125 + 5.0 X 10 
6 

205(**) 1 :3125 + 1.2 X 10 
3 

217 1:125 + 5.0 X 10 

218 1:125 + 
3 

5.0 X 10 
4 

235 1:625 + 2.5 X 10 

240 1:25 + 
3 

1.0 X 10 

247 1:25 
3 

+ 1.0 X 10 
3 

305 1:25 + 1.0 X 10 

*La dosis citotoxica al 50 % (Oc 50%) es la que se requiere para 
matar como mínimo al 50 % de la población 

@ Números clave para el manejo de las cepas 
** Cepa seleccionada como hiperproductora de citotoxina 
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TABLA 3 
PRUEBAS DE NEUROTOXICIDAD Y ENTEROTOXICIDAD PARA LOS 

EXTRACTOS CRUDOS DE LAS CEPAS CITOTOXICAS 

CEPA 
NEUROTOXICIDAD 
EFECTO SIGNOS 

ENTEROTOXICIDAD 
EFECTO SIGNOS 

178 

183 

205 

217 

218 

235 

H-30 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Reflejos 
anormales 

y ataxia 

Muerte 

L a cepa H -30 se tomo como una cepa de referencia. 

+ 

La dosis de inoculación para la prueba enterotóxica fue de 1 m i 
y aquellas para la actividad neurotoxlca fueron 0.5 y 1 mi 

Ninguno 

Acumulación 
de líquido 
Intestinal 
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GRAFICA 2 ESPECTRO DE LA FRACCION AL 70% 
DE SATURACION CON (NH4)2S04 OUE SE ELUYO 
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GRAFICA 3 ESPECTRO DE LA FR ACCION AL 80% 
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GRAFICA 4 ESPECTRO DE LA, FR ACCION AL 50% 
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TABLA 4 
CONCENTRACION DE PROTEINAS PARA LAS FRACCIONES 

PRECIPITADAS CON SULFATO DE AMONIO 

í CEPA 205 CEPA H-30 

% DE D.O. [ ) DE PROTEINAS D.O. 1 J DE PROTEINAS 
SATURACION (660nm) (mg/ml) (060nm) (mg/ml) 

50 o 754 0 .269 1.305 0.466 

60 ----- ----- 0.698 0.249 

70 0.360 0. 128 0 .663 0.308 

60 o 631 0.225 1.052 0.375 

E.C. ( ' ) 0.786 0.280 2.320 0.828 

* Extracto crudo de cultivo 
La concentración de proteínas se determino mediante la técnica de Lowry 



TABLA 5 
ACTIVIDAD ESPECIFICA DE LAS CITOTOXINAS DE LAS 

CEPAS 205 Y H-30 DE E. COL/ 

FRACCION SATURADA • CONCENTRACION DE AC. CITOTOXICA AC. ESPECIFICA 

CON (NH,), SO, PROTEINA (mg/ ml) (Dc.50%/ml) (Dc.50%/ mg prot) 

50 % (205) o.oso 1.0 X 103 2.0 X 104 

70 % (205) 0.043 2.6 X 103 6 0 X 10
4 

80 % (205) 0.039 6.2 X 105 1.5 X 10 
7 

80 % (205) 0.039 2.6 X 10
3 

6 6 X 10 
4 

50 % (H-30) 0.262 1.3 X 10
4 

4.9 X 10
4 

50 % (H-30) 0.262 5.0 X 10
3 4 

1 9 X 10 

4 5 1 
70 % (H-30) 0.05 1 2.5 X 10 4 9 X 10 __J 

• La c oncentración de proteínas se determinó por espectrofotometría 
u t1lizando un a absorvancia de 280 n m. 
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DJSCUSION DE RESULTADOS 

A partir de la inoculación del filtrado libre de células de las cepas porcinas en los cultivos 

de células Vero y Hela se pudo determinar el efecto citotóxico de aquellas que lo presentaron 

solo en células Vero, identificando asi, la producción de una citotoxina muy semejante a la 

reportada como SLTIIv por Marques y col., la cual se cree que es diferente de la SLTll por 

presentar solo actividad citotóxica en células Vero, por no estar codificada por un fago 

convertidor y por producirse tanto en el sobrenadante como en el lisado bacteriano (24). Asi 

mismo, se obtuvieron para éstas cepas títulos, en la actividad citotóxica de los filtrados, de 

hasta 1.2 x 105Dc. 50%/ml, más altos que los reportados, los cuales son de lxl03 De. 

50%/ml.(24). Esta diferencia probablemente se deba a la presencia del hierro en el medio 

Syncase, ya que el autor utilizó Chelex (como agente quelante) para la eliminación del mismo, 

y en el presente trabajo no (20,43). Por otra parte estos datos contribuyen a reafirmar el porqué 

los cultivos de células Vero son usados como una prueba eficiente en la determinación cualitativa 

y cuantitativa de citotoxinas. 

Una vez que se purificó la toxina de la cepa hiperproductora, se determinó la actividad 

citotóxica de cada una de las fracciones obtenidas y se observó que los niveles de citotoxicidad 

se incrementaron en la prueba de cultivos celulares y como consecuencia la actividad específica. 

Esto lleva a pensar que probablemente el tipo de medio usado, que en este caso fu~ el medio 

Syncase, así como la agitación y el pH utilizado en éste pudieron haber influido en la ,>roducción 

de la citotoxina, provocando un incremento en los niveles tóxicos, tal y como lo menciona 

MacLeod, el cual sugiere que un pH de 8.5 es el óptimo para la producción de la toxina (20). 

Tanto las pruebas enterotóxica y neurotóxica para los filtrados y para las fracciones 



ENEP-1 -36-

eluídas derivadas apartir de la toxina purificada no fueron positivas, a diferencia de aquellas 

para la cepa H-30, la cual como se reporta si presenta las 3 actividades biológicas (citado en 28). 

Las razones que se pueden tomar en cuenta para tratar de explicar esto pueden relacionarse con 

lo siguiente: 

La prueba de asa ligada fué negativa, ya que no provocó la acumulación de líquido en 

el intestino del conejo como algunos autores lo reportan, tratando de asociar la diarrea con Ja 

enfermedad edematosa porcina causada por la SLTllv (22), sin embargo en estudios hechos por 

Macl..eod se ha reportado que niveles de citotoxicidad por debajo de 1x1 ü3 y l. 6x 103 no son 

suficientes como para provocar enterotoxicidad en cerdo y en conejo respectivamente. Asimismo 

de acuerdo a los mismos autores, se requiere por lo menos 0.075 mg de toxina totalmente 

purificada para inducir la acumulación de liquido intestinal en asa ligada de conejo. 

Con respecto a la actividad neurotóxica se puede decir que ésta no se encontró debido 

a que probablemente las fracciones utilizadas (solo las citotóxicas) en la inoculació l del ratón 

no son las específicas para tal actividad, tal y como lo reporta Keusch (14). Keusch encontró que 

toxinas como la que produce Shigella dyse111eriae tipo 1, pueden presentar fracciones en su 

purificación, que son específicas para provocar efecto neurotóxico y enterotóxico, asi como para 

causar solamente un efecto citotóxico. 

Por lo tanto esto sugiere la posibilidad de que se tengan que utilizar métodos específicos, 

aparte de la electroforesis, como el isoelectroenfoque, ELISA, anticuerpos monoclo;:iales, etc., 

en apoyo a una purificación total de la citotóxina para que se puedan detectar cuales son en 

realidad las fracciones que causan dichos efectos. 

Otros aspectos que deben considerarse, pueden ser los siguientes: debido a la propiedad 

termolábil de la citotoxina(l8,22), esta puede ser más suceptible de presentar hidrólisis, por lo 

tanto no se descarta la posibj)jdad de que en el proceso y manejo de tal, se haya hidrolizado y 
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no causar los efectos biológicos. Asimismo se pueden tomar en cuenta algunos factores que 

puedan influir en la producción de la citotoxina, como por ejemplo, la cantidad del medio de 

cultivo a utilizar, la adición de sustancias liberadoras de toxina tales como polimixina B, o la 

concentración del hierro en el medio como algunos autores lo reportan (43). El sonicado o lisado 

bacteriano también puede considerarse como una técnica eficaz en el rendimiento de la 

producción de citotoxina (24,30). 

Por otra parte cabe señalar que son muy pocos los estudios sobre la purificación y 

caracterización de la SLTIIv de origen porcino, por lo que es necesario la realización de tales, 

para tratar de explicar cuál es en realidad el papel que desempeí'ia esta toxina en la enfermedad 

edematosa porcina, así como para conocer más a cerca de los mecanismos de patogenicidad de 

las citotoxinas producidas por Escherichia coli. 
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CONCLUSIONES 

l.- Se identificó una cepa hiperproductora de la citotoxina 

porcina, capaz de producir 1.2 x 105 D.C.5 0%/ml. 

2 . - La c itotoxina porcina es citotóxica para células Vero y 

n o para celulas HeLa. 

3. - Se logró purificar la citotoxina hasta una actividad 

específica de l.5x l07 D.C./mg.prot. 

4. - La actividad citotóxica se mantuvo presente antes y 

después de la purificación, en cambio las actividades 

neurotóxica y enterotóxica no se encontraron. 
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