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RESUMEN 
e--~-, Xi""'/&OU (CJV«..Vl»li> es uno de los princ;ipale• paió.enos en1éric:os 

en niftoa 1nenores de cinco aftos. ranto en palees desarrollados como en países en desarrollo. 
Estudio• epidcmiolóaicos aunados a ensayos en líneas celulares han analizado que cepas 

provenicllleS de cuadros clínicos. se asocian con la capacidad de C. jd1111I para provocar una 
diarrea disenceriforme o una secretora. Ea decir. las cepas provenientes de cuadros 
dbenteriformes poseen como mocaniarnos de puosenicidad Ja invasión y Ja producción de una 
cito1oxinll; en cambio. las aisladu de diarreu accreroras son adherentes y producen una 
emeroroxina. 

El papel dC la enterotoxhM en la p.u<>lé!nnis de c.rrpy""'"""' ..:O es c:laro alln. uf q~ 
la toxina purificada mediante procesos bioqu{micoa dad int"onnaclón valiosa acere. de sus 
c:arac:1erlstlcaabioqulmk:as.de su ac:c:ión • nlvel -ular. y del papel que realmente desempe~ 
en la virulencUI de este p.u.SSeoo. Por lo tanto. los objetivos del presente cnt,.¡o f'ucron: (1) la 

puril'l<:ael6n de la enre-oxlna de c. X/11111 -ianrc c:romato¡rrafl'a de filttac:ión en sel. 

--In prooelnas periplasn>6tlc:u de la - J 80-IP. y (2) la c:arac:ierizac:ión inmunoló&ic:a 
de la e-rotoxinade ~-empleando un_... biperinmu.., antitoxina de c:ólen (anli­
TC) 

Se obtuvieron las prolel,.. peripl .. ""1ic:as ~) de una cepa hiperproduc:lora de loxina, 
C,/Vlull-1/!JO.IP, provenie111C de un c:uadro de dianea secretora, y .,, c:onc:eniraron por 
ultrafllirac:ión. Las PP se separaron a ,..v6& de una c:olwnna de Bioael-A-5M y se formaron. 
p:neralmenle. sei• picos. denominados de 1• A a I• F. A csrospicos se les determinó 1• canridad 
de protelna y carbohldra•o: c:on lo que se -l'Vó que oólo el llldmo pico (F) c:onrenla 
--.....,., c:orrespondienres. quW al lipopol'-4irido. 

Para observar •• pureza de los picos se .rwaliz&l'on acles de: poliacrilamida. ademú e.ros 
resultado• fueron rel•cionados con la acrividad biológic•. la cual se identificó canro en Cf!lulas 
CHO como en as• liaada de rata. De esta fonna. ae reveló que el pico E file capaz de p~vocar 

c:ambios fisioparolósicos en el asa ligada de nra. de forma comparable a tos de la roxina de 
cóJcr•; que tuvo fa mayor actividad biológica en cflulu CHO y que poscfa. prcdominanrcmenre. 
una banda con peso •proximado de 66 kDa. probablemc:ntc involucrada con Ja enrero1oxina de 

c.-,,,-ur. 
El rendimienrode la proreina purificada se evaluó medianre la acrividad específica definida 

como fa unidad de acrividad biológica en mg de protefna que provoca el 50 % del ef'ccro analizado 
en·, .. úluJas CHO. Esro penniUó derenninar que eJ 70" de la roxina proveniente de las PP se 
n:cuperó en el pico E. 
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Se ha rcpo..- la simililud en actividad biolósic• y .,.ipnica ele lu ID- ele cólera 
(TC) y de C-/ohdn: por lo- se proclllloun _,.,bipe-..--TC-..-joa­
Nueva Zelanda. oe rulizaronet1S11ya. inmunoenzlmlltica. (EUSA.a,.., e --..-..:la) y 
enaayos.de lnhibk:i6n ele la ac:lividlld biolósi<:a en.,. ...... CHO. Loe resu1-. Nvelaron que el 
antisuero n:c:otlOCC _, ___ en - los e~ ... ...,__. el Clllll flle 

produc:ido (IOllina cle cólen); ... _.. ... dk:bo ....-rpo. no -16 a la --de 
c-n,..._., (EUSA.a,..,). ni - neucraliza<:i6n ele la actividad biolósica: au-. en la 

lmnunottansfaencla. - una leve ruct.ividad. Esto puec:e indi<:ar - -. IOll-. son 
attuc!Ur•lme_d_o _. ~. "'•imilitu4 esd c:onflnmcla a cierfaa rq¡iona. 

El babajo .,....._ un avanoe ~ en la puriflc:ao:l6a ele la --- de 

~· • -. y porlo-.-ionarAv.ik>Ms.,._ --'1til•en la lnvesdaaci6n 
ea IOl'nO a ella. 
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INTRODUCCIÓN 
ll\IPORTA.~CIA DEL ESTUDIO DE OU..,yloNettr 

El &éncro CtuftP,/Obacler comprende: a un arupo de ~tcrias pequeftas aram-negativas. 
microaerofilicas. de forma curva o espiral. que poseen un flaaelo polar que lea conf'aere un 
movimiento caracter(stico de sacacorchos. Este aénero incluye a una aran variedad de especies. 

las comWunente pató¡enascn humanos son: CJd""'· C.eoU y C.,.,,. tambirenex.istcn patóscnm 
en animales y sapróf11as . ..,, .. 

C,¡.}IUll/eoll ha sido reconocido como uno de los principales patóaeno• e•rk:os en niftos 
DIC'norca de cinco aftas. tanlO en paises desarrollados 6 • •.J9 a>m0 en paf aes en vlaa de desarrollo.t:z. 
zs. "· ... • En cstoa últimos. C,¡.jlUtileoU ha sido aislado de casos de diarrea secl'CIOra. 
dl..,_rlformce incluso asi111omlllcoa. En una c:omunldad su-... de la Cd. de M<!ak:o se ha 

obaervado que en loa niftos menores a un a6o lu infecciona por este mlcrooraanismo. 

seneratme- ocasionan diarrea, - la propon:ión cnfermeclad/inrec:ción decae 

o:onsldcrablemenle o:on la -· de cal forma que a los clno:o allos la mayoria de loa episodios 
infeccm- son -lnlomA•icos. probablc:mentc debido a una Inmunidad natural cr-iva después de 
caposk:iones tempranas al microorsuúsmo. La ,_. anual de incidencia es de 2.1 por nillo/allo. 
La duración media de la diarrea por CGan#olMekr es de 3 días (intervalo de 1 a 29). mientras 

que su excreción en heces a de 7 dfas (imcrvalo de 7 a 26). 12 

C..,,lollraet•r tambWn cst.6 as<x:iado a enfermedades. como: mcninaitis. 30 sepsis 
neonatal. artritis Rprica y dafto hepalOccluJar;.M asf como. a enf'crmedades autolnmunea. como: 
afndromc de OUillain·Barré 17• 65 y artritis. 

Entre los f'ac:torcs de ricsso para la campilobacleriosia se encucnll'an el consumo de aves 
de corral. carne de puerco y embutidos no bien c:ocidos y el contacto diario con animales 
dom6sticos. n. " entre otros. Et:tudios reciente• demuestran que las mo.cu y el agua son 
rcservorios importantes de patógenos c:omo Ca..p,lobtxt•r. E•clt•rlc#IM coU enterotmdgénica. 
Sltl••"'- y Sol#toltellil. siendo los dos primeros los más frecuentemente aislados. "1 

El diagnóstico presuntivo de enteritis por Comp,loboct•r puede realizarse por el examen 
mkroscópico de las heces. que revelan Ja presencia de polimoñonuclcarcs en 809' de Jos 
pac:ientes y una leucocitosis moderada en la mayoría de ellos: la observación por medio del 
microscopio de contraste de fases demuestra la movilidad y la presencia de organismos en forma 
de coma. características típicas de c:.n.p,~t•r. '° El diaanóstico definitivo depende del 
aislamiento del microora:anismo. empleando medios selectivos como el de Skirrow. el de Butzler. 
Campy-Bap. de Prcston. virión Butzler.211 de urbono.6 entre otros: los que en general requieren 



una temperatura a 42ªC. an&ibióticos y una •tmósfera microaerofilica proporcionada por una 
mezcla de sases (~ 6'$ • CD: 10,.). Como pruebas bioquímicas rápidas se realUit la de Utalasa. 
oxidasa (ambas positivas)e hidrólisis del hipurato <positiv• para C.Jd•IÑ y neaativa para C .. ~oll). 
principalmente. Tambh!n.1e han utilizado. ~todos indil'CfO:tosc:omo es la medición de la rcspues• 
irunune a c..,..,,1o6ac't•'. mediante un ensayo inmunocnzimAticopara cuanrif"acar anticuerpos laA. 
laG e JaM en sueros tumanoa. En un estudio en el que ac analizaron comroles sanos. personas 
cnfennas por C..,,lolMcl•r.,,,, y personas expuestas que pcnnanccieron sanas. ac· midieron 
loa niveles de anticuerpos contra el antíacno de extracción 4cida (30 - 63 ltDa). El 8"'lisis indicó 

que en las personas con cmcritia por C:..,,lollo&t•r se elcv•ron loa nivelca de l&A. lgG e l&M 
durante la seaunda acmana despu6a de la irúección y loa niveles de 1&0 e l&M persistieron; 
micntru que las penonaa expuestas. pero que no se enfermaron. presentaron dtuloa mú bajoa. • 

La enteritis por C:.-,.,lolle&Nr scncralmcnte es autolimitada. por lo que no es necesaria 
una terapia antimicrobiana específica; aunque la el'itromicina oral • .50 mafka/dfa. dividida en 
cuatro dosis por siete dfu erradica al microoq:aniamo del tracto intestinal. No se ha observado 
que alaún tipo de tcl'apia 9Ca efectiva para acortar el periodo simomatoló&ico. u. 102 

MECANISMOS DE PATOGENICIDAD 
Se han desarrollado infccc:ionea experimentales en humanos. 5 y en animales empleando 

cepas de c,,,,,,,,1o1Jwe1•r provenientes de 1:uadros clínM:os. 79
• u Ruiz-Palacios y cols. u. 

clcaattollaron un modelo animal empleando pollos de tres días de edad. a quienes se les indujo 
diarrea inocul6ndoles C..,,lol#Ki.r. se evaluó por microscopía electrónica y por 
bununonuorescencia que cate microoraanismo se localiza dentro de las células epiteliales y que 
ea faaocitadO por células mononuclearcs de la lámina propia. 

Los estudios de cepas provcnicflt&'.s de los cuadros clínicos han indicado que la virulencia 
de C • .Jdunl se asocia con la capacidad para provocar una diarrea disentcrifa-mc o secretora. Las 
cepas provenientes de cuadros disenteriformes poseen como mecanismos de patogenicidad la 
invasión a células epirelialcs y la producción de una citotoxina; en cambio. las aisladas de 
pacientes con diarrea sec:retora son adherentes y producen una entcro1oxina. 1.1. u 

Adlleftllela 
La adhesión de la bacteria a la superficie de la mucosa intestinal es necesaria para la 

colonización y subsecuente dafto celular. Este proceso está mediado por factores quimiotácticos 
y estructuras bacterianas (adhesinas) fi:Dmo pilis. flagelos. cápsulas. glicocálix. lipopolisacáridos 
(LPS) y a estructuras de la membrana celular del huésped. como las glicoproteínas. Con respecto 



a esias últimas. 9C ba visto que· la fucosa y Ja manosa inhiben mejor que otros carbohidratos la 

adherencia de C..,,~•r. '3 •62 aunque la inhibición completa requirió un pretratam.iento, tamo 
de la bacteria c:omo de las células epiteliales. 62 

Con la rmalidad de identificar estructuras superficiales bacterianas involucradas en los 
mecanismos de s-ao.enicidad. me han descrito esquemas de seroripificación bacteriana. como el 
descrito por Mandatori y Penner" para c:aracteriz.arel antfaeno tennoestableO del lipopolisac:Arid> 
de CJtd1111l. Mú tarde. Lior y cols. 1 desarrollaron un esquema de .erotipificación para 
identificar facwrea HL (•heat-labilc": t•biles al calor) de c__,,,/ollw&ttr. las cuales 
probablemente sean proteínas del naaelo. aunque tam.bién involucra. las protefnas de membrana 
externa 7.sa y procclau de superficie • .sJ que sirven de interfase entre el patóaeno y la a!lula 
-ped. 

Losan y T....,.. -11zaron electtofo-.menteeotas pro1elnas de cepas de C~ll#fl/"'11; 

loa perfiles f\aenJa atablea y muy similares e111re sf. excepto los de fn1amcmoa ele membrana 
ex.&erna que eran libendos duranlc el crecimiento bacteriano y que contribuyen a la patopncsis. 

en vinud de - PIM*n participar en la liberación de toxinas. 
La observao:ldn de - las protelnas de superflc:ie de diferentes cepas de c.~ son 

cotallet'Vaüs. suaiere que pueden ser ~rea íitiles para la caracterización inmunolóaica de 
los oraanismos. lo que facilitarfa el desarrollo de ensayos serolósicos para detectar las inf'eccionm 
por C. Mlllll y quid íitilcs tambk!n para el desarrollo de vacunas . .sJ 

<>rros inv~s han moall'ado la imponancia de las protefnas de membrana externa 
y del lipopolisadrido(LPS) en la adherencia y la invasividad de cepas de C • .Jdlud. en catudios 
111 vlln:J empicando ~lulu HEp-2 .• Mediante tdcnicas electrofon!ticas y de inmunotrmaferencia. 
en otro estudio. • analizó la estructura del LPS de ~lolNacter. u. 74 Loa LPS de todas las 
cepas ex:aminalu moatraron ser de bajo peso molecular y tener ciena seroe•pccif"lcidad debidas 
al polisac•rido O. Fue com\ln una alta cantidad de lfpido A y una baja c:antidad de a.Zllcares 

neutros."' 
Se ha denK>Strado que el lipopolisacArido participa en la adherencia 62• • por medio de su 

porc:ión carbohidrato. u ya que Ja oxidación de estos grupos inhibe significativamente ese 
evento.46 

Los factores que afectan la asociación entre Ja superficie del huésped y del parásito son: 
a) la tensión de oxfaeno y b) la adaptación a la mucosa conferida. por ejemplo. por la 
movilidad.•• En este caso. la movilidad de Cilmpylobacteres debida a uno o más flagelos que por 
su naturaleza proteica y su localización son un imponante anUgeno de superficic.52 El flagelo 
panicipa en la patoaénesis de Cf1MPY/obacter. mediando la colonización y la respuesta inmune 
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protcctora.67• ... 1º1 AdemAs. siendo la flaaclina una de las proccinas inlllunodominarucse"pres.au 
durante la infección imestinal. ha sido imponante revelar la est.nx:aura de la proleúaa empleando 
anticuerpos monoclonales. que han reconocido epitopes ele tlaplina c:omuma a la mayorfa de las 

e~ics de c.-py-.r y un epllOpe realrinaido a C. X/IUU y C. -- "" En cambio. el 
empleo de anticuerpos policlonales contn el tlaaelo de la <:epa VC74. mediante 
irununotnmsferencia. demostró que alaunoa detemlinames antiaénil::os son compartido• por otro. 

anapos de bacteria• espirales que colonizan la mt.M:OSa intestinal ... 
Por otro lado, un an41Uis aen!tko indicó que los filamentos flqelares del scroarupo LIOB 

estúi compucatoa por dos protefnas muy relacionadas entre sí. que son codificadas por los senes 
flaA y fla/J, y que tienen 92 ')!; de identidad. 2 

............... 
Una vez pasada la barreta sútrica. el patóaeno puede alcanzar y colonizar la supeñacic 

de la mucosa imestinal; la movilidad diriaida por el estimulo quimiodictico puede incrementar 
la efectiviclad en la colonización de la mucosa.• MAs aún. ia. caractcrfstk::u clinicopatolóaicas 

de la diarrea causada por C..,,IDINM:l•r suaiercn que este microoraanismo puede invadir la 
mucosa. siendo este 111CCanismo un imponante componence de patoaenicidad. 22• 46 La e'lpresión 
de la invasividad en cultivos celulares. coinf'ectados con otras b.:terias. mostró una interacción 
sinreraica entre C . .M•lll y otros enteropatóaenos que facilita la invasión. •0 

CJGlllll puede mostrar una ttanslocación a nódulos linfáticos me.n~ricos. dando por 
resultado una IMM:teremia pasajera en el hlM!sped.• Este fenómeno se ha asociado con la 
invasividad de las eepas. por lo que. puede acr útil como un marcador de patosenicidad. 
· El tránsito de Co11tp,1o11a&1,r a travt!s de una monocapa de células polarizmdas Caco-2. es 
decir. ct!lulas que crecidas in vitro poseen una diferenciación de su panc basal y apical; la 
presentaron el 78% cepas provcnienta de colitis y el 47 % de las aisladas de cuadros de diarrea 
no inflamatoria.u Además. el papel del flasclocn ta translocacióndc CJ(/11111 a través de células 
cpireliales no polarizadas y polarizadas fue examinado con mutanres flaa:elares. Las mutantes de 

C • ./')111" flageladas no móviles (flaA flaB + Mol ·> y no flageladas no móviles (flaA flaB· MOi ") 
fUcron t:onstruidas por recombinación homóloga in •·ivo y por lkn.ica de reemplazo st!nico. 
Ambas clases de mutantes se adhirieron a las células epiteliales de oriacn humano INT 407. 
aunque sobre la base del porcentaje del inóculo in1ernalizado. la inrernallzación de la mutarues 
flaA nae- Mot"disminuyócomparadocon el de la• paternas. e isluso con la mutante OaA ~aB• 
Moc ·. Ninguno de los dos tipos de mutantes fue capaz de translocar a través de monoc:apas de 

células polarizadas Caco-2. Lo que indica que los flagelos no esu\n involucrados en la adhcrcr.:ia 



de C..,.,~r pero que ineervienen en su translocac::ión. 31 

Tambiin se ha observado. jpor micro1eopfa electrónica. que al inc:H:ular ~s de C~llld 
en asas Usadas de nea. ésta• son absorbidas selec:1ivamente y son ttansponadas a través de las 
dlulas M de la placa de Peyer. • desde donde la inf~ión puede volverse sistémica. Esto 
pt'Obablemente se debe a que el moco achia de manera quimioatrayenre. por medio de cien.as 
aJicoprocefna• que conricnen serifia y ftM:ou..100 

.....__ .... ---..... --..... ..._.. 
La pracnciade hierro y la adqu.icisiónde este elememo por~ del parúi10. desempeftmi 

un papel imponarue en la resulación de loa senes de virulencia en los microoraanismos. 71 Se ha 
obRrvado que algunu blK:tcrias patóa:enu son capaces de expresar procefnas de membrana 
externa repladu por hierro. cuando son crecidas in vivo o en medios con derac:iencia de hierro. 
En este lipo de medios. C • ./dMlfl sincetiza ptot.efnas. principalmence tres. con pesos moleculares 
•prox-de 74. 76 y 82 ltl>a. Otr• fonna de adquirir hierro es uundo sideróforoa producidm 
por ouo. ntic:l'OOl'aanismos. u 

Para cancterizar a las pr-oreínaas de C • ./dlUll enlazanres de sideróforos se construyó una 
biblioteca pnómica de la cepa NCTC 113~1 que penniliera identificar los senes que conf"leR!:n 
un feJIOlipo hemoUlico a B•cll•rklúa coU (B.l:OIJJ. La prote(na que lleva a cabo esta actividad en 
C..,MIUll lienc un peso molecular de 36.244 Da. con una secuencia lfder tipo 11 de endopepridasa 
que R modifica con Kido palmítico. indicando que es una lipoprotefna. Su secuencia de 
aminoácidos ea similar a la de las protefnas enlazantes de sideróforos. lo que ausicre que es un 
compooeme del •iSlema de adquisición de r1erro de c . ./(111111. n 

Lu <:epaa de C. ,/f(/11111 no h8n aldo consideradas como bemolillcu; ain cmharso. 
recienacmeme. se encontró que la expresión de a·bemólisis file dependiente de altas 
c;:oo:emraciones de CO:. en un iruervalo de pH de 6.0 a 6.5. a una 1empcrarura de 42ªC: .. 
induso alaunas cepas se han rcponado como productoras de htmolisinas. " 

Tamb~n hay senes responsables del metabolismo de hierro que es"d coordinados y 
aeaativamcntc reaulados para responder a los niveles de hierro en la cc!lula bacleriana. Aunque 
exisren senes de virulencia que no están involucrados en dicho meaabolisnao y que pueden ser 
reautados por hierro. por ejemplo puede haber aenes repliinidos por la prorcína Fur ( .. ferric 
upaakc reaularor .. ) la cual uliliza el ion ferroso como un corrcprcsor que Se une a operadores 
cspcc:fficos; en 1eneral. escos senes far son altamente conservados. En C • ./tdlud ya se ha 

demostrado una actividad parecida a Fur y además se ha donado y caraclerizado un aen ./Ílr 

-foso •1 de E.coll. 'º' 



T....,_ 
Un~ l""C'Di-por el aoal las ""'*•las~ -diarrea ea• 

1nvácl8 .. ~16ncl810xima,_.,._....._ ... __ o ___ ..._, 

.... ,.,.,.,_do ----- En~· .. -----..-....- ... •lau-toxinu: e11....,...1..,•rillo,ua ,_ ... d-..16n-. (CLDT), miac:l!oio.W. y um -··· 
l.~rldo 

PorU.tulCde -~--.-ivo-\1118c-.W.,cada:ir, un t..PS 
de 1>111<> pno mola:ul8r (24 - 48 ld>a), - - al -'seno o .... .,. El Upido A ca .. pon:l6n 
16aicadc .. -.--18-id8dde8CÚYKelc:omp-y adlmals 18 libención 
dc.....,.._bioKtlvudel_.,..._cilol:inu, 11c..- a pro-••,,_·-· y __ .. _y __ ..... 
CLDT 

UacfectDde-c~.,.-cndl_ l_cclullucaeomoVcro, HcLa 
yH~:Z.--lenoporl-yLlor,. y---CLDT(·~dU.adina 
aoain•). Elal lmÚDll.......,. Mrd-• 18cltocoailay a 18cmcroto.W.-pcodOM:C1111cfec:10 
dcd-.,.16acclular-lv.y-i--c:itoeoai<:ld8d:'·'" ..., ___ cloNdoa 

los...,_ atrA. cdlB y cdlC- c:odifk:ulpoo!Cfma de 30,116, :za,999 y 21.157 Da uoc:-.coa 
- IOaiaa;"" a1a-..,. no• ba cl8flaldo ... ..-icn .. .....,..,_Is. 
cu-

Mcdia!llC atuda cpldcmiolós~ oc ba dcmo•u.do 18 pracnoia de um c:itoeoaina, 
prcdo- en .,.,_ de C,Jdrulll<:.U provcnicnu:a de cuadros c:llnk:oa de diarrc8 
dloe-rif~."·"' E.ta IOJtlna ll!c dca<:riia por primera vez por loluuon y LicK. ,. ca !Cnnolibil, 
oenaiblcalripsina, oe inac:tiva•pH 3o•pH9. aclibcraaaaodol8-ca .....-0...,....con 
polimixina,cs lctal en bucvmf6rllla de plllnay provocaefcc:IOSIÓai<:oaeac:<!lulu Vero, 36 CHO 
-. ''·,.y Hc:La ,, ~redondez .. Ademú. au cfec&o no ac nculnlliza c:on anliaueros conua la 

toxina Slüp '""" o c:oaua .. de Clo- il#llklll. "·" Su peso molccular no oc ba definido 
t;On p.ra:isióa. aJpnoa autores mcnclonan que es de 12 a 14 kDa. ,, micnc.ras que otros mucauan 
que es de 70 kDa .. •• Sin cmbarao. M~ll y c;ola • 61 af"annan que hay dos .;:i&otoxi.aaa. una 
tcrmolábil qu.e IC inlK:tiva por ant1sucro& oonnalcs de c:onc:jo y no causa bemóliais; y ocra que 
también ca tcrmol4bil. no se inactiva por sueros normales de i;onejo y provoca hemólisis en 

6 



erilroc::- de conejo, aunque I• hemolisina puede ocr un f..:IOI' de virulcncm ilMlucido. La 
cap9Cicladd9 produc:ir la(1)citot0Jtina(s) se puede perder subc:ultivando la cepa.n probablemente 

- - coclif- por plúnúdoa. 

EN•-
~ 1983 llC lla --- protcln.~n unpnomolecul.r-oacik Clllre 30 • 100 

kDa.,. tennolAU y acmible a pH kido o búico 95.u con actividad de c111ero1oxina. &ta ha sido 

de-u c;omo -Ida a 1• de cólera (•cholera-like•) porque al oer prob.cla en lineas 
celulares posee uu ac:tividad biolóaica similar a la lox.ina col&ica. Es decir. causa alaraamicnlo 

en ~lulu cao•»•.».m e Incremento modenododel AMI'\: inlracclular."· ... " y produce redondez 
en la• dlulaa edreaalea Y-1.• • 111 W..a provoca una rapueata lnlraluminal aecretora en asa 
1.-de ............... •Asimismo. oe hA -~- reactivicbdi-nolóaica c....- cntte 

lu enlSl'OIOXinu de .,...... c..,.,... 1'·1"· ª· ~. ª la toxina 1ermo1'bil de B. ~ ,._ 29• 411• .. y la 

•lllerOIO:&ina de c.-p,,rst rrrr. -.anqueen alpnoa caw me ba nponado que el cf"ecro de la 

emerot:oxinacleC1IPUl'J'ba.rt•rendluluCHO•ncutralizapan:ialmcnteempleandoanticUerpm 
-ltoxinede c61era.• La aimilibld ha aldo - -~n bibridizando el olis..ax:leólido 
CT-LT/11/trpllll. - ea una resi6n complcmeno.ria del sen toxa que codiflc:a .,.... la parte de 
reconocimiento al sanati69ido 0 .. 1• con cepas provenientes de aislados clfnk:os de una cohone 

de alftoe --; - - nte oepnemo se localiza en el ADN cr01DOSOmal de 
-. lu cepuprobadaa.·lndicando - todms lu cepu poseen el sen p.ra I• e...-xina, pero 
- en al- de ellu probableme- eati inactlvo. 11 El hecho de que oe .,.Y•~ que 
elsen•/ta..,bibridiza~-de~-- ainoaóloeloliaoCT-LT/Btrp88' 1 auslem 
- lu •imilibldeaentre la entc-..xlnade ~-kr, la de cólera y l• termo16bil de E.nlll. 
ad confinada a resiones eapecfficas. como podría ser a1 •itio de rec:onocimiento del receptor. 

Eaisten repones de laboratorios que no han reproducido es ros hallazgos. por lo que dichm 
invntia.torea opinan que el papel de la toxina en la pato¡::énesis de ClultpylolNlctwr es 
c:uestlonable;•· ,._ 91 aunque hay otros que muestran que las cepas provenientes de casos c1ínicos 
de diarrea eecreton me han asociado m4s a la producción de la enrcrotoxina y. ademis. las cepas 
toxipnicaa de C..,,,.._cttr no tienen la misma distribución en todos los pafscs. M. •. 50 

Et papel de la encerocodna en la patast!nesis de Cluftpyloboct,rno es claro aún. por lo que 
la toxina purif"acada mediancc procesos fisicoqufmicos nos darfa información valiosa acerca de sus 
caracteristicas bloqulmicas. de su acción a nivel intracelular. y del papel que n:almentc dcsempeill 
en la virulenci.m de este patópno. Algunos investigadores han tratado de purificarla probando 
diferentes medios de cultivo empleando cepas tipo y cepas silvestres. provenientes de cuadros 



clinicos diversos. de alimentos y de animales. 17• 36· "'' Se ha observado que la mayor cancklad de 

producción de Ja enterotoxinaes a las 24 hs de cultivo 17·'u justamente cuando el microorganisrm 
alcanza su fase esracionaria de crecimiento. Por otro lado. McCardell y cols .. 60 describieron el 
efet;t:ode la concentración de fierro sobre la producción de la toxina en cepas de C. j.¡1111l leoU. 
y de un lOlal de 118 cepas probadas observaron que el 953 produjeron la toxina en medios 
suplementados con hierro. suairicndo que la mayoría de las cepas tienen la capacidad de 
produc:irla si se utilizan medios adecuados. Además mostraron que para el escrutinio de cepas 
productoras fue útil emplear caldo Müeller·Hinton o GC, aunque el medio de casaminoácidos 
·complementado ~n FcCl3 dio los mejores resuhados;·en cambio, con el aaar brucclta y el de 

casaminoácidos sin comple111Cnla.r se obtuvieron producciones bajas. Por otro lado, cuando al agar 
brucella se le adicionó sulfato ferroso. ll!stc pareció inhibir la producción de Ja rox.ina en muchas 
cepas. Johnson y Lior. » sin embarao. opinan que el DlCdio de GC suplementado con isovitalex. 
proporciona resultados inconsis1entea. 

E8ludlo9 ........,.._ 

En nuestros esfuerzos por ll"atar de purificar la enterotox.ina de c,._,,,,lobe&1,, y 
conociendo que se encuentra predominantemente en el espacio periplá.smico. se propuso un 
método de purificación de la misma que involucraba la producción de las proteínas 
periplasm4ticas. su precipitación selectiva con sulfato de amonio al 70% y la recuperación de 
prolCfnas •arca•das despud:s de dializar con una solución de fosfatos 1.0 mM. >. 11 Este proceso 
fue evaluado. cuantifict'ndo la actividad espec(fica en cada paso de purificación. con tres cepas 
de C-pylolJact•r: CJ•j&111l-l80-IP (hipcnoxig~nica), C.Jejunl-$7-SP (no toxig~nica) y C. coU-

383-IP (toxi11~nic:•). 

TABLA l Corx:cncración ¡xoceica y activi~ c1pecffica de las fracciones iniciales y finales de la 
purificación de la cnterotox.ina de c_,,.1oi1wc1•r dcacrita .anccriormcntc por Calva y cuis. 11 

Fracción 

Proicfnu 
periplasmiclcas 

Proccfnu aarc-aadu 
dializadas 

ND - no detc1;tado 

Conc. •Actividad 
tiilmL eapecffka 

2l2.0 NO 

202.0 ND 

Conc. Activhlad 
e1lmL eapeclfica 
288.S 347 

538.0 1488 

C. Urlf-383-IP 
Cune. 
µf/mL 
407.3 

590.S 

Activi~ 
especifica 

980 

• La accividaJ c.p:cífica AC expresa en U/~ de protcfna. en donllc una uniJarJ es la cantidad de procclna que ptoVuca 
el 50$ de cfccco en las Cl!lulu CHO 
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Como se muesua en la Tabla 1. la cantidad de toxina recuperada fue muy baja (en 
comparación. ver Tabla 2) lanto en la ~ hipenoxigénica como en Ja toxigénica. por lo que se 
optó por evaluar ottos métodos: el de cromarogratia de inren:ambio iónico empleando un equipo 
de aira resolución (HPLC). Ja cromarografiade afinidad con anricuerpos antitoxina de cólera (anri­
TC) y la cromarasraffa de fiU:ración en gel. 

El primer IUll!todo cromatogrilfico. HPLC. presentó inconvenientes de manipulación y 
rccuper-=ión escasa. lo que hizo dificil monitorear en las fracciones. Ja actividad biológica. En 

la c:romarogratia de afinidad se aprovec:hó la inmunorreacrividad cnizada de Ja toxina de cólera 
y la de c.-,,~ter. ,,.,, 7.•u . .s9 .u y se realizó una columna de inmunoafinidad con la que se 

obaavicron muestras no evaluables. debido a Ja poca cantidad de proteína que se logró rec:uperar. 
Sin embarao. .. filtración en •el de las proteínas periplasm.tticas de las tres cepas de 

~lollf""' mostró que rodas las cepas p;lseían la toxina. pero en diferente proporción19 

<T•bla 2). 

TABLA.2 Concenttaciónproceicay ac:dvkbdespecmcadc Ju proccfnu pcriplaanWicas y la ír.cción con 
~tividad biológica de diferente• cepa de C-,,l~r obtenidas por mu-ación en gel 

Proccfnas 
periplasm•licas 

Fr~ión con acdvid:ad 
bio . 

e""". 
1o1stmL 

l!M).3 

18.0 

C. }!Ju,./-57-SP 
AcliVidad 
especifica 

U11!!f4sput. 
"67 

5.5'6 

9 

C./9"1e/-JSO..IP C. c-o.ti-383-IP 
Conc. Ac1iviJad c...,,. Actividad 
µafmL especifica µg/mL especifica 

U/ma de prm. U/m1depro1. 
152.8 7.640 J28.0 '·"" 

1.0 100.000 •.o zo.ooo 
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HIPÓTESIS 
Al analizar los me!~ p~ anccrionnentc para la purificsión de la auerotoxina 

de C:.-,,laNC#r se obaerva la ~idad de proponer un método altcma1ivo que pennira 
obtenerla pura. o bien. que mejore considerablemencc el arado de purea de 1• misma. En este 
acmido. la c:romatoaraffa de filtneióa en set scñ úril. 

·Por otra .parte. la ~ión cJlnica de alaunos easos de enteritis causados por 

C~eoJ' suaiere la llnpol1am:i;m de la en&erotoxina en s!-1 paropnesis. ya que este 
mic:rooqanismo provoca un •fftdrolnc diarreico similar al causado por E.c.ll etnel'Oloxipnica y 
1'. dMltl,... por eso aJpnoa ensayos de ctivkled biolóaica. como el empleo de lineas celulares 
(dhalaa CHO) y el de ... 11•-de rata utll!Adoa _. deleCW" a la toxina de eólen. (TC) y a la 
lel1DOUbU de E.etlll; oer6n efica<:n para evaluar el proceso selccc~ _. la purificac:lón de 

la toxina en et.Ndio. En cambio. los anticuerpos poUclonales anri-TC podrln evidenciar el arado 
de Nmejanu e5ll"UCtural entre ambas cox.inu. 

OBJETIVOS 

P\&rif"acación de la enrerotoxina de C. j(/tud mediante cromatoarafia de tilrración en gel. 

empleando Ju protefnas periplasn>Alicu de la cepa INN-181>-JP. 

Caracterizacióninmunolóaica~c la enterotoxinadc Ctul'IJ,iolJGClwr. empicando un 
suero biperinmune aruitoxina de cólen 

'º 
1 
1 



MATERIAL Y MÉTODOS 
El trabajo consistió en realizar J• purif"acación de fa enrerocoxina de· c:.-p,1a1wic1,,. 

comidchnclo tu experiencia• previas de nuestro. laboratorio en esta línea. 
Para an81izar la reproducibilidad del mé!Odo dC cromatoarafi• de filu.cidn en ael. este 

proc:eao se realiaó con la cepa bipenoxipni~a en ·tres ocasiones. modif"acando aJaunu de sus 
eondicioneo; - decir. el tamaflode la columna, la velocidad de Oltjo, la cantidad de .,,_....., para 

_.mear. ennc -· 
En la purmcaciónde la ...-rotoxina se selecclon6 la cepa hiperproducrora. C.N-1-180-

IP. proveniente de un c:uadro de diarrea aecretora; las canc:rerlsticu f'cnotfpicu de esra cepa son: 
mcr ~de bidrolizar el bipurato. adherirse e invadir álulas HEp-2. producir una cil:ocoxina 
y una emcro101dna. 

Se obcuvieron las PP de .. cepa hiperprodUdora y se filtraron a travt!s de una columna de 
Biopl-A-.!. se Mlec<:ionaron seis picoa (A-F>. los que se concenrraron por medio de ccnuk:ones 
)' • car.eterizaron de la siau"'nte manera: cuantificación de proteínas y de carbohldraros; 
electroforesis en ples de poliacrilamkla al 15%. sctaún ~nica descrita por Laemmli; 
determinación de la actividad biológtca mediante dos ensayos. uno empleando células CHO y 
ocro. en ua liallda de rara. 

La semejanza esuucrural entre la toidna de cólera (TC) y la de C:..,,lollectwr se puso de 

maniflc5l0 con un anri-TC y diferenres ensayos como: EUSA-Owi. imnunotnmsfcrenciay ensayo 
de inhibición de I• ac1ividad biolóalca. 

Las fisuras 1 y 2 muestran Ja forma aeneral de rrabajo para el desarrollo de esre rema de 

lni• 
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C.kJ•lll INN-180-IP 
(hipertoxia~nica) 

l Cosechado con 
SSAF 0.0lM. pH 7.2 

Centrifugar 
(14,000 sJlOmin) 

~ 
Sobrenadante Paquete 

celular 

l Sacarosa. lri•-HCI 
Uoozlma. EDTA. pH 7.5 

Agitación rotatoria 
a 4°C/4~ min 

l 
Centrifugar 

(14,000 sJ20 min) 

~ 
Paquete celular Sobrenadante 
(esferoplastos) (proteínas periplAsmicas) 

l 
Ultrafiltración 

Fq 1 Diqrama de ft&úo que mueslnl la produc:<:ión de lu proccinas periplasmáticas de 
la cepa C.,Ntal-180-IP 
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Protefnas periplásrn.icas 
C ..a.5 tn•/500 &&L) 

Bio1el-A-511 
10.000 • 

5,000,000 

T 
18 C'lh 

l 
Velocidad de l'Jujo 

J .6-2.0 mL/h 

Fr•ccionea 
450 ML 

Caracterización de las t'racciones 

---- J. ------Cuantificación de: 
prolefnas 
carbohidrat.os 

Geles de pnliacrilarnida 
fnrnunoensayos 

.Actividad bioló:,rica 
- Ensayo en CHO 
- Asa li,sada de rata 

Fis 2 Dúarama de flujo del tn~o re•liado en esta tesis 



~--....,...__..._.._(PI') de c..,.,,._,.,.~-·-···- La 
.:epa hipenoxiaénicade C • .JdMlll •cultivó en 100 placas de plou sansre de camero duranac 24 
hs en condk:iones de mk:roecrofilia. Se ~sechó el paqucre celular en una aolución salina 
amortis;uadora de rosfatos 10 mM pH 7.2. c:emrifuaándolo a 15.000 x 8 dur&Nc 10 min. 
Posteriormente. el paquele ~lular • resuspendió co 100 mL de una solución amonipaadora de 

lisis (SIM:VOla 0.3M. Trls/CI O. lM. llsozima 50 ¡isfmL. EDTA 0.1 mM) lf permaneció en ella. 
c:on .. i1Kión. dUnnle 45 mina 4ºC. Se c:en<rifuaó a 20.000 x 1 dunnre 20 mln. obleniéndose 
en el 9Cdimenao los eafcroplaatos y en el sobrenadanle las PP. Las PP ae conccnuaron por 
ultraflluac:ión. empicando una membrana con tamafto de poro de 10.000 Da; finalmeme se 
fil<raron con membnulu de poro de 45 ,.... para esierilizar lf se cuanlif"ICUOft por el mélOdo de 

-ford.• 
....__ ...... ..-.... _. .. _ .. 1c •. - ..... pp flleron m..-. <ravll!s de 

una columna cl'OlllúOIJqficade Biopl-A-5m <Bio Rad) de 32 mL (1.5 x 18 cm) con un lfmiie de 

excluaión de 10,000 a 5.000.CXX) Da. equilibrada c:on una solución~ que contcnfa 
Tril/CI 0.05 M. N.Cl 0.2 M. Na2EDTA 0.001 M. NaN • 0.003 M a un pH de 7.5. Las 
fncc:ionca eluidu con la misma aoluc:ión arnoniauadora ftaeron cola:cadaa en un volumen 
aproximado de 450 pL. con una velocidad de ftujo de 1.8 mL/h. Esca velocidad de Dujo file 

esaableclda empleando -- de peso molecular (1.350 - 670.000). El croma1011rama se 
obtuvo araf"teando la absorbam:ia a 280 11111 de c.mt fracc,ión. c:<>nll'a el volumen de la frKCión. 
Los pk:os que IC presentaron en el cromato8rama se c:o~nuaron por medio de ccncricones 
(Millipore-ul<rafrw).con un tunafto de poro de 10,000 daltones. lf se cuantificaron las proielnas 
con Micro BCA (Plen;e) lf loa~- por el metodo de fenol. •• 

- • pula.:ro..ida.- Para caracterizar e idemificar el Srado de pureza de las 
fraccionesobtcnidu. se realizaron ples de poliacrilamida-SDSal 159'. mcpn la técnica descrita 

po"r Laemmli. •7 los cuales flleron tcllidos con plaaa (Pierc:e). 

ActlYldad~- La actividad biolóaicafue observadaencll!lulasCHO lf en asa lig­
de rata. El cnuyo ea álulu CHO. pcrmilió evaluar el proceso de purificación, monirorcando 

la acrividad espccfflca: definida como la cantidad de proiefna. en ma. que provcx:ó el 50 <¡¡; de 
alaraamicn&o en las "lulas CHO. La léc:nica utilizada fue la dcsc:rita por Gucrnna3~ y consistió 
en U'alal' un cullivo c:onflucncc de células CHO con tripsina al 0.25" (Gibco); las t:élulas 
desprendidas se resuapcndieron en 1.5 mL de un medio F-12 con suero fetal bovino al l %: de 

cala suspensión se toniaron 0.'4 mL y se diluyeron aarcaando 22 mL del medio anteriormente 
mencionado. 200 µL de la suspensión celular se coloc:aron en cada pozo. en una placa de 96 
pozos. quedando una c:onccntración f"anal de 500 células/pozo, aproximadamente. Como conlrol 
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posirivo se empleó la loxina de cólel'll (TC) (List Bioloaical. Jnc.) en una concentración de 
lµa/mL y se probaron alicuous de las PP. del preparado periplasmá1ico conccnrrado y de los 
diferentes picot1 obtenidos de la columna de filrración en ael. colocándose 30 µ.L de cada muestra 

por pozo. El efecto provocado por la eruerocoxina en las c~Julas CHO tüe de eloqación y se 
observó de la• 24 a ... 72 .... 

La Ktividad biolós;ica también fue evaluada en enuy• de - flallllla ele rata. utilizando 
la metodoloafa previamente descrita por Fedo~ ~ aJaunas modificaciones. brevemente. se 
emplearon ratas. hembras o mechas. con un peso aProximado de 250 - 300 an. las cualea 
estuvieron en ayunu durante 24 bs. antes del proceso. La ciruafa R efec:cuó de la siauienre 
maaera: tajo condiciones -rain de -la y antisepsia se indujo anestesia empicando 
pemobarbilal aódico (doaia ele 1 mU2.S ka). A ciclo abierto ac incidió piel para Iniciar 

laparo- -inal media. Se procedió a -rar por planos: piel, músculo y pcrironeo; se 
visualizó colon y se idcmir1e6 y aisló fleon para liaarlo por aeamenros de 5 a 8 cm. en rocat ue• 

acsmenoo•, para lo - 11e ulilizó hilo de - 3-0. Se inoculó en la primera asa, mediante 
Inyección imraluminal. 1 mL del conlt'OI pooilivo (roxina de cólera s,.11/ml.); en oua asa. el 
a>nlrol neaativo (1 mL de tolución ulina isoc6nica) y en la otra la muesll'8 a probar. Se cerraron 
los planos en un .mólo paso con hilo de seda. Los animales se mantuvieron en ambiente con 
1emperaru.n conrrolada. A las 18 hs. los ldÜmalea fueron uc:rificados y se midió el volumen del 
-nido inlcstinal de cada au y ou lo1111ihld (mL/cm). 

~de---pnl--.- Se produjeron anricuerpos policlonalcs contra 
la roxina complcla de cólera (Liot Bioloaical. Jnc.Campllcll. Califomla. EUA), empicando dos 
~nejos blancos Nueva Zelanda. de ttcs meses de edad. que fueron retados con la toxina: en el 
dla cero por vfa subcudnea J mL con una c:oncentración de 100 pg/mL y adyuvante completo 
de Freund. y en Jos dlu 11. 21 y 28 por vfa intravenosa con 200 µ.L de antfaeno a una 
concentr.ción de 50 pg/mL y ~yuvamc incompleto de Ftcund. Para verJtlcar el avance de la 
respuesta inmune. antes de cada inmunización se obtuvo el suero de los animales. 
aproximadamcnce 0 . .5 mL. Los anticuerpos policlonales producidos se emplearon en 
inmunoensayos enzi.mAlicos como ELJSA e inmunotransf"erencia 

lmnUllOellllll,f•enzlallitfcos.- El ELISA empleado fue el descrito por Sack y cols " con 
al.aunas modificaciones y consistió en sensibilizar placas de poJiestireno con el gangliósido de 
membrana OMi• <Sisma Chemlcal Co. St. Louis. Mo. EUA) duran1c roda Ja noche. Se bloqueó 
con solución salina amonia:uadora de fosfatos (Kff2PO,!Na2HPO, 0.02M. NaCI 0.13 M. KCI 
0.02M)con un pH de 7.2(SSAF)y albúmina al 111'; se lavó una vez con SSAF-Twccnal 0.0.5 11'. 
Se asrea:ó la toxina~ las PP a una concen1ración de .5µ.g/mL y se dejaron incubar durante 1 h. a 
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37ºC. Se lavó 3 vec:es y se aareaó el suero hiperinmunr Ulliroxina de cólera en diferenre• 
diluciones (1:.5 hasra 1:15.,62.5) durante 1 . .5 ha 37ºC. S., lavó 3 veces y N dejó incubar con un 
suero anriirununoalottulinn de conejo conjusado con pcroxidasa (DAKO., Dinaman:a). diJuido. 
sesún especificaciones del fabricante. 1: 1000. Se lavó 6 vec:es )' Ja reacción enzim.61ica se llevó 
a cabo con una soluciónamonipadorade cilralos (Ac.cflrico 0.038M. Na:HPO. 0.083M): cada 
10 mLconrcnfan!l.4 11\11 de o-fenlléndiamina (Sisma Chemical) y H,O, al 30% (l.T.Jlaker). La 
rcaa:ción inmunoeozimitil;a se detuvo con H 2SO, 4 N. 

La inmunottansferencÜI. seaún técnK:a: de Towbin." comisrió en ttansferir un 1el de 
poliacrilamidawSDS al 15 S con lo• diferenrca amí1enos. a un papel de nilrocelulosa con un 
sistema de minirranafcre~ia (Bio-Rad) aplicando 100 vollios durame una hora. La solución de 

lnlDSferenciacomiatióen Tri1-baae0.025M, sJiclna 0.18M, y metan0l 200 mL por cada lilrO de 
solución. Para bloquear loa eapKios vacíos se empleó una solución salina de Triawbase (Tris-base 
0.02M, NaCI 0.5M) con un pH de 7.5 (SST) y leche descremada al 5% durante 30 mina 37ºC 

con aairac:ión. Se colocó anairoxina de cólera o el suero prcirunune. diluido• 1: 10 a 1: 1 • .500 y se 
Bubó durame 1.5 h a 37ºC; S., realizaron 3 lavados <:on SST. cada uno de 10 min con asi1ación 
y u incubó con el suero antiinmunoalobulina• de conejo (DAKO. Dinaman;:a) diluido 1:1000 
duranre aoda la noc:hea 4ºC. Se lavó 3 vec:es con SST-Twcen al 0.0.5% y se reveló con 9 mg de 
GH1aftol (Siama C~) diluido en 3 mL de melanol frfo (l. T .Baker). que se mezclaron con 1.5 

mL de SST y 9 ~Lde H,O, al 30% (l.T.Balccr). 
Ens•yae de lalllltlc.lda de la 8Ctfwfcllldl bloldcka.- Se realizaron ensayos de aclividad 

blolóaica detectando, primero, I• cantidad mínima de lo><ina (de cólera o de c_,.,/obacl.r) 
necesaria para provoc;:arel 100 % de efccro en las células CHO. Esta cantidad de roxina se puso 
en coataclO con el suero preinmunc o hipcrirunune .. previamenle descomplemcntarizados.a varias 
diluciones (1:2 - 1:1.600) durante 2 hs a 37ºC. Pos1eriormen1c. estas muestras se colocaron en 
cajas de cultivo de 96 pozo• que conrenían células CHO. rraradas como se describió 
a111Criormen1e. Los resultados se evaluaron a las 24. 48 y 72 hs y se consideró el tirulo del suero 
que fue capaz de reducir el erccro al .50 %. 
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9'ESULTADOS 
Desput1 de ev•luar diferentes procesos de purificación (Tabla l y 2). se escoaió el de 

ftluac::iónen sel ya que pennitió obtener una cantidad adecuada de toxina y su actividad biológica 

• pudo detectar al final del proceso. Esta actividad fue observada en células CHO y en asa 1 i¡"ada 
de rau. 

Ollte-• de las pl"OI- perl...-tlc .. (PP) de CJV-111·1-IP.- Con el 
conocimienloprevio de que la emerotoxim de C'llllrpylolMct•rse encuentra. predominantemente. 
en el apeicio periplasm61ico. > se extrajeron las procefnas periplasll'Wticas de la c:epa de C. ,JV1111I 
180- IPa pan.ir de un c:ulcivode 100 cajas de sanare de carnero. Se obtuvieron lnk::ialmeme 100 

mL de pp. una COIK:ClllnlCión de 1.5 mslmL. 101 Qa.Je• fueron. posterionncme. concentrados 
en un volumen de 13 mL a una concentración de 9 ms de pro<elna por mL. nltr-- me! de las~ perip!-*dc•,-Para establecerla velocklld de flujo 
de la columna C:romalOSrif"ic:a. ae emplearon eadndues de peso molecular (4.5 11J81500 pi.). el 
cromaaosnuna rcsultanle .e observa en la Fis. 3. De manera amias• se f"dtraron 4.5 ms/500,d. 
de las protefnu pcriplu""ticas de C~; e•te proceso R realizó ll'n veces y en los 
cl'OIDatoaranuas se graf"acó el volumen de las muestras contra la abaorbancia a 280 tun. Algunos 
de los croma1oaramas obtenidos se mueatran en la Fis 4. 

Se idcncif"1earon mei• picos en el cromatoarama los cuales fueron denominados de la A a 
la F. La" fracciones correspondientes a estos picos se aaruparon, se concentraron y se les 
determin6 la cantidad de procefnas y earbcihidratos, é•te \lltimo con la f"analidad de identificar las 
fracciones que posefan el lipopolisacáricb (Tabla 3). También se realizaron ensayos de actividad 
biolósica y electtoforesis en acles de poliacrilamida para def"mir los patrones de procernas de los 
picos que prcsemaron efecto biolóaico. 

TABLA 3 Caracterización de los ¡dc:os obtenidos de .. fll1tac:ión de las procelnu prriplasrnátkas de 
C.Jt::l INN-180-IP a trnis de una colu.mna. crom.101gr.ca de Bioe:el A 5M (1.5 x 11 c:rn) 

Muestta Frac:c:lón coni;:cnu-ación c:onccnuac:ión de 

IPPI 
Plcoo 

A 

• e 
D 
E 
F 

•otumcn en mL del proteica tíaalmL) c:arbohklratos tiastmL) 
medio de •1-.ción 

0.45- 4.95 
13.50 - 15.30 
15.75 - 11.00 
••.45 - 20.70 
23.40- 26.10 
26.65 - 40.00 

uoo 
9000 

... ... 
145 ... 
140 

1023 
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nd - no deEa:C.Ado 

6700 

... ... ... ... ... 
3310 
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VoJUm•n de eluelón (mL) 

Fj• 3 Cromatoarama que mue•lra la filtración de lo• marcadore• de pe•o. 
molecular a tra•~• de Ja columna d@ BJoaeJ A 5)1 empleada en el preaente 
trabajo 
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._ ... P"" 'I .- Loa at:lea de poll8crilamld.o-SDS al 15 '5 (F .. 5 y 6), -

- plMa, - 1a nproduclblllclad del.,.._.., de -Ión de 1aa rrKC- ....,1-. 
_,__,la_..,lade--k:u: et plcoB.-.....,bandMde--lara ....,_de 40a 66 l<Pa: en el pico E...,. - ~de 66 kDa y en el pico F de 

6.5 a 701<Da, -eacuvleronen may.,,. '*1llclad laa de hllJo pcao molecular. De ---
..,. -yoade Ktlvlclad biolóslca (Fls.4. primer croma1.,.nuna y Tabla 4), áta calA rci.:-.. prin&:...,._,_ una _,,.de peao molecularaproxinuodode 66 kDa preae-en el pico E. 

FW 5 Gel da pol~W.-SDS al l!IS. leftidn con rQIA. que lftUeMta los man:adPre:sde pe.o MOkaablr(PM) y lu pl'Otef .. 
......... - .,._ rtcc- (9. E y F) otMcnkkt11 en el pruc.-> m purfQcx""9 • .. ........, ... * C U ' 6 • 

_____ ,...., 
-~·f. :-1· 
•• • • ... 

-" 
F .. • o.I de polMtcrllmnlda -SDS al l!IS, que muestra los ma.tcadlMn de peso molecular (PM) y las pru1efnu prmentes ea 

..... ~ IPPJ y luda los picos A. 8, c. D, E y F pnnndenta del PftJQftO * purificKióe (Ytt O..,. 4) 
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Adl ....... ....._. •• La 11etMcbd blolósica !Ue analizada en ctlulasCHO y- as.t lis­
de raq. En los fibroblas..,. • -rvócJona11e:ión como el cfcc:to rnul- de la too.i1111. -
C!Sle es un poco dif"e......, al p<oYOCado por la toxina de cólera. La toxina ds ~..,,_., 
sc•ralmc-se maniflntó• la 72 ho. y se preoenlócomo un • .._....., 161o en loa cx-..­
cclularea. En c:ambio. "°" la toxina de cólera el al...-icntO se manlflnca ca - la cflul• 
f"onnio-.--ros "hiloa" y lu c:i!lula - no cai.r dllllribuidu al azar, aiao como si se 
a1-....<Fis7) 

Eacl-JOdc ... llaadacle rsta0 la11CU111Ulac16nde-y elcc:trolitosen la luz intestino! 
l\oe ~llicade las fnc:c:ioclea- tuvle.-uaa cantidad de toxi1111-qblcen el -yo con 

cflulas CHO. - las -- pcriplas- - proYOCU'OG la presencia de 
,____ea et ftuldo. S. Cllalllilicu'oa - tmnando ca cuenta el YDIUmen por 
-del -('l"-4) 

TAal.A4 ~ ~-.. (-1.Jcal) •• --ro ................. ... --·c-,.•--EJ'P 
Toaim •c:dllnll 
_..__ 
- .. ----­Pl<oE 
Pl<oP 

5 
o 

900-180B 
10- 2• 

··- 20 

2t 

º·ª*º·· 0.00±0.0I 
0.20±0.05 
0.21±0.0I 
0.01 



(A) (B) 

(C) (D) 

Fia 7 Foh>aranas que mucsuan un culti"·o connucntc de cl!lulas CHO (A), cflul:u CllO c'lruc:r.ta11 a la tmtina de i;:l'tlcra (8). 
a IH rrotelnas periplasmJtic.as de C.J-./•'91-l~IP (C) y al pico E obtenido de la fihración en cd de las PP (0) 
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Pan asanrif"K:ar el nndbnienco de purificación de la toxiM. se evaluó la acrividad 
cspecífiea. definida QJlnO la canridKt de protefna. en m1. que provoca alar9amiento en el 50 % 
de las "lulas CHO. Por lo tanto. la Ktividad espccifi~ es la manera de cuantificar fas unidades 
de .ccjvidad biolóaica. px rniliaramo de proteína. De esta manera se detenninó la actividad 
espec-itica de la mueatta que enuó • la columna y de la rox.ina recuperada J.:n la (s) fracciones 
correspondientes. En el pM:o E se obtuvo el 70% de la 'º"ina rotal aplic:llda a la columna 
.,._..,,,.nin.,.. (Tabla 5) 

TABLA~ Evaluación dsJ po«e~ ds recupsracido. dio la to:dna * e~, puriru:..t. 
_ ..... 

U::1ra Vo1. 
mttodD c~tfko • 

Ai;rtwtt:i fout• Guprractkl mr1.. Proteína ··-mL -mL ..... "'., -·- -. ... " ... 
U:!'!!!l*~-t .wcdwldadl ~&-=i6n ,., o.s P.000 4.sm 1.000 4.sm 100 1 X 

ll'l<oSI 1.s ..... 210 H,000 3.150 "' IS JC 

(l'l<oFJ 4.0 1.1123 4.0PZ .... .,.., 17 o.:;zx 

Con el objeto de eval""r la -.Olosta. can10 en Klivldad biolótrica eomo .,.iso6nica, de 

IH toxinas de cólera y de C..,,-"· se produjo un -ro hiperlnmune comra la toxina de 
cólera en conejos blanc<M Nueva Zelanda y se realizaron enaayos --leos y -yos 
de Inhibición de 11Clividad biolósic:a en "lulu CHO. 

S-• lnm-fdcoe - Los ensayos inmunocni:nn.iticoo conslalieron en 
inmovilizar las PP ca papel de nitrocelulosa (inmunottamferencia). o bien. en inmovilizar el 
•-llósldo de membrana o.,, en placas de poliestireno. Mediante la ltcnlca de EUSA-G,., se 
rllUló el antisuero contta la ta.11ina de cólera (amfseno homólogo). siendo ~sce de J:J0.000 <Fia 
&A); mienttas que el titulo del mismo •ntisuero contra la roxina de ClllftP.Ylolloc"r (ant:faeno 
heterólaso> l\le de can solo J: 120, similar ~Sle al del oucro preinmune (Fi.a 88). Por 01ra pone. 
utilizando la técnica de inmunouamfcrcncia. se anaJiZó la reac:tividad del suero de c:onejo anri­
cdlera c::ontn1 las PP y TC. ambas en su forma desnaturalizada. Los anricuerpo11. con un rltulo de 
1: 1000. reconocieron en I• toxina de cólera una banda de. aproximadamente. 25 Id>• y una de 13 
k.Da. correspondientes a la subunídad A y al monómero de Ja subunidad B. rupec:rivamenac. En 
cambio en las PP reconoció muy débilmcme bandas de 66. 44. 35 y 24.3 lcDa. con un tflulo de 

J: 10 (Fia 8). 
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FlgaB TllUl•CIOn d• fo• •u.ro•: b•••I e hfpeHnrnune •MU•IO.IM• ele eól•r•. 
c°"tr• I•• protaln•• perlpta•m•ttca• da C:.J•JU"#-'180-IP tnedlanla ELISA•QM11 
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14-9' .... 

T,-. pp 

kDa 
97-> 

66->-- -- . 
45 .. 

21~ 

B E F 

Fls • llacti•illad ••..ro 11~ .,.ito•D de cólera ta.et. .. to••• cólera (TC). In ......... ....--.-=-.. C~llD-IP (PP) y~ loa pk09 B. E y F-"- .__,_,-CNllC .. 

lema7• * --* i. -- lllaldskm.- Se realizaron ct1A)'09 celulua pua 
- i. c:antid8d de ... ucuerpo- en capaz de inhibir el efecto citotónico de la tollina. El 
..ro hiperinmu- .-ualizóel 50 'lió del erecto de la toaina de cólera, en un Utulo de 1 :31JO; en 
c:mnblo. el Utulo del suero pera neutralizar el erecto del crudo toai&<!nicode C. Jd- lllc de 1 :4. 
y de tnanena anAJosa naullóel del ouero prelnmune. sle..io la dlf"elencia, entre ambos ......... -
cualitativa 

T.wa 6 CU..lftcacióndel efecto neutta1lzanW del •uent antl-TC en el alar•amienlO .- talllO la 10U.. c=oMrica ~ ._ 
Pft* .... pniplum,dcu de C~ INN-llD-IP c ... an en dlulu CHO 

-.n-1nn pcrlplaun6dc• •c.-

100 i ~ efecto 
canlkllld en ea 

0.00] 

67 • .500 

25 

&tución del and-fc 
que redujo el efKto al so• 

.1:300 

1:4 

1 



DISCUSIÓN e_,_ ft/16111/t:Oll es fteonocldo como uno de loo princlpole1 • ..,_. .,..,......,. 

de diarrea en la población infamil y uno de sus mec:anismos de virulencia es la QPK.kbd de 
producir una enlerot:oxina cuya relevancia epidemiolóai~ se ha demostrado en trabajos 
previos.~ . .u. to.5t.aJ 

En la presente tesis se trabajó un método de purificación y Ql'aelerización de la 
emerotoxtna. la cromatoarafia de filtración en ael. y se observó que una proccina de. 

aproximadunenle.66 ltl>a ~atar involuc:radaen la actividad biolóaica. Por ouo lado. varim 
investiaadores han analizado difcre~a companimientos de CllMn~r para detec:aar a la (s) 
pro&efna (•)con activid9cl tóJlk:a. asf se han cmpleMlo: el sobrenadantcde Ju Ct!lulas bal;CCrianais;14• 

••· 
17

• 
29

• 
36

• '°·.,.. tu pro&efnas periplúmicaa. es decir. el aobrenadanre de las células ttatadas con 
lizoaima o polimb.ina 43·., o aqul!llas tratadas con sonicac:ión.17·., Despu.!:s de obtener un extrae ID 
se ha apeado por divft'S08 m6todo9 de purif"1eacDn. como son: pRCipitación selectiva con sulfato 
de amonio y dWUia.:s· 11 • 17·., filrrar;ión. ultrafilll'aCión. croma1oarafta de fil~ión en acl. 17 

cromatoarafta de afinidad empleando aalactosa y de inmunoaf"uúdad c.:on ·anticuerpos anti-TC 43 

o la ~inacidnde ellos. aunque. Malulian y eots.56 demost.raronel ef"ecto róxico de una pro1e(m 
elecrroeluida de un sel ain SDS. Incluso ae han probado dif"ercrues medios complementados. ya 
mea: con aminoKidos. 0 o con FcCJ, • .., o con isovilalex • .o . ., para sobre producir la roxina. 

Como se mencionó existen muchos repones acerca de la purif"n:ación parcial de la roxina 

de C:.-,,lolM&l•r. que es similar a cólera: o bien. repones de su hallazao y su t;:orrelación en Ja 
patoafnesia. Sin embar•º• no en rodoa elloa se han obcen.ido laa mismas conclusiones. por lo que. 
en bue a la experiencia previa en nuesrro laboratorio y a los haJlaz¡ros obccnidos por otros 
investiaadores. se propuso purificar la toxina. a panir de una cepa hiperprodLEtora C~1111t-180-
IP crecida en qar sanare de carnero. que por contener Fe•' io;::~menta su producción. 60 De esta 
manera. se f'CCllperó la toxina a panir de las proteinas del espacio pcriplanmdco. porque ahí se 
eneonttó en mayor cantid.t. '· 0 Posterionncntc fue separada del cxtr~to. de acuerdo a su peso 
molec:ular. mediante cromatoaraffa de filtnM:ión en acl. en este caso empleamos Bioael-A-5M 
(Fía .2) y sepn se observa en la Tabla 5. en el pico E se recuperó la mayor pane de la toxina 
(70~). En contraste. Dailtoku y cols. 17 emplearon un filrrado libre de células. que concentraron 
por ultrafiltración y después precipitaron con sulf"ato de amonio al 80" pasindolo. finalmente. 
por una c:olumna de Sephadex G-100 (85 X 2.5 cm) con una velocidad de Dujo de 30 mL/h y 
fracciones de 1.5 mL. siendo la r=upcracióndcl 51 o;ó. Es decir. con la inerodoloafaempleada en 
raaesuo trabajo se obruvo a Ja toxina c:on un arado de pureza mayor. y los actea mostrados en las 
Fias . .5 y 6 apoyan esto. Sin embargo. es imponame notar que en unbos CSNdios exisle una 
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.,._,.,. de .,,..,,.. 66 to. lnvoluc:...ia con la e-J<i1111. 
Además. nos miamos aucores. moararon un croniatoSralll8. tomando ea Ate ... la 

ablorban<:la a 21111 nm y a 41S am. áca úlll""' lcclUra obrcnida al realizar un ensayo de EUSA 
<:on el rcc:.ptocde - 0.,1 y un anli<:uerpo ele i:abra and-TC, para - a la COllina de 
C.-,,l-'1adwr • .aema. •evaluó con es1e mismo criterio la c:•NMlad de toxina l'Kuperada en 

el pn><:a0. Quid esca --Ión no lllC la mú--.. -- la -........C:lividad 
<:nazada enuc la co11ina ele <:ói.r. y de ~,.,,_,.,ea nula, oepn .. ~ -rvar, en la 
curva de tiruleción del and-TC producido ca el prescruo trabajo. en un ensayo similar, c:onrra las 
protcfnaapcrip.....,.._de C.Mfl#l(Fia 88): oin em1>arao. en la inmunqtransferencla (Fis 9), 
se obeerva una 1C11Clividllddfttil, presenae. no sólo. en el pico E (con .:liVidad biolóa:ica) sino 
rambWn ca cJ pico 8, probableme111e porque aJao de la U>xina comienza a Alir en e.e pico. pero 
ou Klividad no oe dcfecró por la bltja c:onc:enuw:ión en la - e• .. preocllle. Tunb~n el euayo 
ele inhibición de la ..:lividad bloló&i<:a emp,__ el suero anli-TC, <:onr.,.... que ambas co11inu 
ciCJICn po<:a •imilibld eoauccural. Aunque. habñ - c:onsldcnu- que eace -ioio depende del 
anlk:uerpo polk:lonat--en loll enoayos, en - <:UD, el suero hlpcrinmune produ<:ldo 
reconoció cpítopo9 c:onfonnllc.ionala de la toxina de c:ólera. ya que ~sra se prneraó intacra en el 
ELISA y en el ensayo do actividad biolósica en úlulas CHO. en donde fue capa: de inhibir su 
.-.., pero tamb~n rcc:oncx:ló epfcopos lineales, porque la procefna flle oomecwa a c:ondi<:ioneo 
deamru.raUzantes(c:alor, 18-mercapcoeaanoly SDS) en lo. acles de poliKPimntida que •ir-vieron de 
bue para los enuyoa de inmunolransferencia. Otro cipo de anticuerpos. por ejemplo. un anti­
subunidad B de la aoxina de cólera QlW sólo l'eCOnoce epftopoa confbnnacionates. cercanos al sitio 
de NCOnoc:.im.iento de Ja k>xim ~ el ~or. ha podido mostrar que la rcslividad. g>ntra Ja 
protelnade 66to., rcc:upecwlaen el pi<:o E. eo mejor que la preseruada por el -i-TC.'° Todo 
álO apoya la hipólesis de que la similitud estruc:tuml entre ambas loxinas se confina sólo a sitios 
eapecffkos. 11 Ademú. Klipstein y cols." han analizado el extracto crudo toxipnico de 
c:.-py'°"'""r y ou nlac:ión <:on la co:dna cennolábil de E.coll (LT) y la de V/- eltol,,.,,., 
afinnando qÜc Ja 1imilibld de la toxina de c_,.,,1o11oct•r y Ja LT es de un 65 % mientras que 
con la de cólera a de un 48 !S. así que seria imponamc real izar estos ensayen cambWn con un 
anli-LT. 

La actividad bioJósk:a de una loxina puede evaluarse tanlO en ensaym in llitro. cmpleall'b 
culcivos c:elutarn. corno en ensayos in ''il'O. En el primero. se puede analizar en forma adecuada 
Jos cambios incr-=etulses que aearrean modif'icaclones microscópicas en Ja célula. por ejemplo: 
redondez. clon.-ac:ión. lisis. distensión. cte.: o bien. cuarui.-1eandoconccnrr.:ioniesde mcrabl>litos 
iRU"KClulal'ea (AMPc.ca+2) que promuevan las allerK:iones mk:rosc:ópicas y que permiaan C"f>li~ 
o sugerir el meca.nhmo bioqufmicocausado por una toxina. Sin embargo • .en ensayos;,, '-"ivo. se 
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._1a la fisiOl"'lolo&l• provocada por I• tollina. porque en ellos se loan la panicl~ión de 
tejidos. células y compuestos qufmicos; por ejemplo. en ensayos que emplean sesmenros 
iruestinalea de animales de labonir:orio. a pueden observar mediante mkroscopio. el 
componamiemo de lu IC4tlulas epiteliales. si manifiescan alsún dallo morfolóaico. 1i existe la 
colaboración de células sansufneas. de las del sistema inmune. si existe liberación de algunos 
mediadores bioquímicos. prin1:ipatmenre. De alú la importancia de realizar el aúli•i• del efeclO 
biolóaico. de la toxina en cuestión. mediante ensayos con líneas celulares. eomo las a!lulu CHO 

y en emayoo '" vi>o o:omo el de ua lis- denta. 
En este tra"-.lo de 1e1is empleamo~ ensayos de actividad biolósica similares a loa que se . 

han dacriro pan ottaa IOXinu con lu que M ha aaoc::iado la enteroroJEim de C:.-,,~r. y 
que. panicularmcnre. f\Jeron '1tilcs para moni&orear el pcoccso de purif"M:llción y evaluar au 
rendimiento. Por lo que, "°""idero imporUnle meno::ionar el proc:cso patofisiolóak:o provoc:ado 
por la toxina de o:ólera, el o:ual ba sido eatud- ampli.uneme y podrla ser 11111 para realizar al- -•oaw o:on los ballazaos obeenidol dunme esta tnlajo. 

La toxina de o:ólen Cl!A o:ompuella por una IUbunKhod A (Al y A2)" una IUbunKhod B. 
esta última ca bomopenaamtrica. La reacción bioqufmEa causada por esta toxina es la ac:aivación 
de Ja adenilarocklasa. mediante la ADP-ribosilaciónde la subunidad alfa-•. la cual junro con las 
subu.nidadcsbeta y aunma forman a la protefnaGs. La reacción de ADP-ribosilaciónes caralizadl 
por 1• resión AJ de la toxina usando un dinw:leótido de nicotinamida y adenina (NAO) como 
sustrato. En esta condición alterada la subunidad alfa-• eatinwla la actividad de la adcnilato ciclaM 
y provoca un irM:rcmento del AMPc que a su vez estimula la apenura de canales iónicos. como 
los de cloro. El efecto fisiolóaico a nivel del intestino causado por la TC y que provoca el 
incremento de AMPw:. se observa diferente en las células de la vellosidad compañndolo con el de 

las úlulas de la cripta. En las primeras. hay una dismimu:ión en la absorción de Na• ()' de c1-
acoplado neutralmente). mientras que lu "lulas de la cripla experimentan un aumento en la 
excreción de cr. En el proceso alobal. el incremento de AMP1;: acriva la sec~ión de c1· y la 
inhibk:ión de Ja absorción de sodio. por lo que el aaua Ouye pasivamente a la luz intestinal y este 
fluido isocónic:o. libre de prorc:lnas. ea rico en Na•. K .... CI -y C03 .: • Además existen evidencias 
de que la TC causa la liberación de .5-hidroxitriptamina(serotonina). Ja cual estimula. entre otras 
cosas. la formación de prostaalandina ~que contribuye al flujo en el in&cstino delaado.or. 

Ahora bien. en este trabajo empleamos cilulas CHO. en las lO:uales observamos que el 
efecto de alar,aamicnto que se manifiesta en la cilula expuesta a la toxina de C. jqlull es parecido 
al Provocado por la toxina colérica (Fia 78 y 70). debido a los cambios morfológicos que se 
aprecian en el citoesquelcto. aunque no provcx:a la formación de .. hilos alineados"". sino úlulas. 
en aencral. de mayor tamafto y a1araadas·so1amencc en los extRmos. En orros lrabajoa. inclmo 
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ESTA 
SALIR 

TES!S 
DE LA 

NO DEBE 
Bh.JLUJTECA 

se ha reponado que la tox.ina de CJej1111l causa el inc::rementn de AMPc en Uneas celulare5. 17
• ª 

aunque. probablemente este incremento no provoca la miStna cascada de eventos con ambas 
tox.inas. 

En el ensayo de asa Usada de rata fue curioso notar que el efecto del ex.tnM:to crudo 
toxigénico (prot:einas periplasmiticas)de CJejlUd. provoc;ó la presencia de .-élulas aanplncas en 
el fluido intratuminat. qui.z.6. debido a la panicipación de ottos componentes como el 

lipopolisacárido. detectado éste por la presencia de carbohidrato (Tabla 3); o bien. por el efecto 
sinérs ico con otras prolefnas que tienen actividad tóJdca. En contraste. con el pico E sólo se 
observó 1.a presencia de ftuido no sanauinolenloen el lumen intcsJinat; mientras que con la toxina 
de cólera el fluido se acompaft6 de moco. probablemente. porque se administró la toxina en una 

conccnttac:iónde 5 14g/mL mienttaa la reportada en otros artfculos u es de 4 "ª' mL. Otro estudio 
tambitn ha mencionado las al&e.-.ciooes en la actividad miocléctrica asf como los cambios 

moñolóaic:os. en el inlestino de conejos. expuestos al sobrenadante f"altrado de un cultivo de 

CJd-·"' 
Finalmeme. cate uabajo mostró un avase impon.anee en el pRJCCSO de purif"acación de la 

protefna. y por lo tanto. sed de sran utilklm para invcstiaar el papel relcv ... c de la enterotoxira 
de c.-nlol/llf#,.r en la vinalencia del mk:roors;anismo. De esta manera alaunas de l.s 

pcnpcctivas que se proponen. seri el conlar con otras hcnamientas. como: antk:ucrpos 
policlonales y monoclonales que nos permitan. p.ej~ analizar la estructura c;onfonna.:ional de la 

pro1efna 0 plamear ID!todoa de detección de la toxina en cepas silvestres. provenientes de cuadros 
clinicos; o bien. que ayuden a CalUdiar detalladamente el proceso bioquúnico en el que panicipa 
la roxlna. 
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CONCLUSIONES 

1.- El rn6todo de cromaroarafia de filtración en ael. es adecuado para Ja purificación 
parcial de la enterotoxina de c..,ylohe1''· 

2.- La enterocoxlna de C.W,.,lolwd•resd prcsede predominantemente en el pico E. 
que • caracterizó por poseer la actividm biolóaica m'5 elevada en células CHO 

(15.000) y en asa 11•- de rata (0.21 ±0.04) 

l.- La proteína involucrada c:on la enterotoxina posee un peso molecular de 66 kDa. 

4.- La similitud antiat!niea c;on la toxina de ~ólcra empleando un suero hipcrinmunc 
anli-TC. es baja. seaún lo observado en los ensayos inmunoenzimAticos: EUSA­
Ow1 e inmunouamferencla. y en la inhibición de la actividad biolóaicaen células 
CHO . 

.5.- El efecto provocado por la toxina de C..,,lolflackr en c61ulas CHO. es similar 
pero no idfntico al causado por Ja toxina colérica. sin cmbarao. en el ensayo de 

asa liaada de rasa el efecto de ambas toxinas fue semejante. 
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