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RESUMEN:

El objetivo de este trabajo fué detectar la toxina LT de E. coli
directamente en quesos frescos por la técnica del dot-ELISA. Para lograr esto
se obtuvo la toxina LT a partir de una cepa de E. coli H10407 donada por el
Instimto Nacional de Referencia Epidemiolégica INDRE con capacidad
toxigénica probada en cultivo de células Vero y en pruebas de hibridacion
como “Colony Blot” y PCR. La bacteria se cultivd en medio de
casaminoacidos extracto de levadura CAYE, la extraccion y pureza de la
toxina se verificé por medio de un corrimiento electroforético, comparandola
con la toxina de Vibrio cholerae. Se produjo una antitoxina LT en conejo. La
técnica inmunoenzimética empleada (dot-ELISA) fué estandarizada en quesos
frescos producidos a nivel de laboratorio e incubados con una dosis conocida
de £ coli LT (+), y mantenidos a temperatura ambiente, refrigeracién y
37°C. Se realizd un muestreo de 96 quesos frescos de tianguis, mercados y
tiendas de autoservicio, éstos fueron macerados y los sobrenadantes se
probaron con el dot-ELISA. Los resultados obtenidos fueron los siguientes:
5/36 de tianguis, 4/30 de mercado y 5/30 de supermercados dieron un
resultado positivo para LT, correspondiendo a un 14.5% del total de muestras,
coincidiendo los resultados con la prueba intradérmica (+) en conejo. La
positividad de LT en los quesos coincidio con la presencia de coliformes
fecales en ellos, aisléndose las bacterias E. coli, Enterobacter aerogenes, E.
hafnige, Klebsiella spp. Citrobacter spp. que posiblemente estan produciendo
LT relacionada antigénicamente con £. coli.

Por los resuitados obtenidos se puede decir que existe un riesgo
potencial de contraer diarrea al consumir quesos frescos que no hayan sido
manipulados higiénicamente desde su produccién hasta su consumo,
particularmente tratdndose de nifios, personas mal nutridas o ancianos.
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ABSTRACT

The objective of this work was to detect the toxin LT of E. coli in fresh
cheese by dot-ELISA technic. In order to get this work, the toxin LT was got
from a E coli strain donate by Instituto Nacional de Referencia
Epidemiologica H10407 and was tested on Vero cell culture in hibridism test
like “colony blot” and PCR. The bacteria was cultivated in Caye medium.
The extraction and purity of the toxin was verificated by electrophoresis,
compared with the toxin of Vibrio cholerae. Antitoxin LT was produced in a
rabbit. The immune enzime technic (dot-ELISA) was standardized in
cheese produced in a laboratory and were inoculated with a known dose of
E. coli LT (+), and kept in 25°C, 4°C y 37°C.

96 samples of fresh cheeses from street matket, market and supermarket
were taken. These were macerated and the supernatans were LT tested by
dot-ELISA standarized. The results: positive to LT were 5/30 from street
markets, 4/30 from markets and 5/30 from supermarkets. The positive results
to LT correspond to 14.5% of the all samples and coincide with presence of
fecal coliforms found and Z. coli, Enterobacter aerogenes, E. hafniae,
Kelbsiella spp, Citrobacter spp  isolated that maybe are producing LT in
relation non hygienic with E. coli.

According to the results obtained, there is a potencial risk to get
diarrohea a when a person eats fresh cheese which they have not handled
hygienicly from its production to consumer basically in children, old people
or people with deficient nutrition.
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1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes.

La participacidn de £.coli como agente causal de diarreas, se detectd
desde el siglo pasado, ya que este microorganismo se ha encontrado tanto en
heces de personas sanas como en individuos con diarrea. Es de enorme interés
establecer el papel que esta bacteria representa en el desarrollo de diarreas. En
1945 se demostrd su participacion en la diarrea infantil. (Pérez, 1983)

Desde 1943, se increment6 la evidencia de que Escherichia coli puede
ser la causa de diarrea en gran cantidad de personas adultas, asi como en nifios
de diversas edades. Se ha encontrado que dentro de las diferentes toxinas que
libera este microorganismo, la toxina termolabil (LT), puede ser la causa de
esta diarrea. Dicha toxina posee una gran similitud con la toxina LT causante
del colera. (Dupont, 1980)

En Calcuta demostraron la simititud entre la toxina, y la fisiopatologia
de la diarrea debida a E. coli y V. cholerae. ( Sack y Gorbach, 1971)

Al analizar y estudiar una epidemia de diarrea en soldados britanicos se
demostré que E. coli enterotoxigénica puede ser upa causa importante de
enfermedad diarréica en el adulto. {(Rowe, 1977)

Resultados de investigaciones sobre diarrea, condujeron al
descubrimiento de la produccion de dos enterotoxinas producidas por E. coli,
una toxina termolabil (LLT) y la otra termoestable (ST), reguladas por un
plasmido. La activacion de la toxina LT de £. coli en la membrana celular de
células destruidas dependian de otros factores como NAD," factores protéicos
celulares y de ATP. ( Gill, 1976)

En un brote de gastroenteritis, producido por E. coli caracterizado por
diarreas y dolor abdominal, ocurrido en el hospital metropolitano de San
Antonio Texas, de un personal de 300 individuos, en 282 de éstos se detects la
bacteria £. coli en heces o en recto, de 54 enfermos se obtuvieron cultivos
puros de £. coli, y de 45 personas se probé la produccién de toxinas STy LT
y todas produjeron toxina LT. Finalmente se observd que el brote se origind
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bacteria . coli en heces o en recto, de 54 enfermos se obtuvieron cultivos
puros de E. coli, y de 45 personas se probd la produccién de toxinas ST y LT
y todas produjeron toxina LT. Finalmente se observd que el brote se originé
por ¢l consumo de agua contaminada y como segunda causa por ingestion de
alimentos en un restaurant de comida mexicana en Wisconsin, { Lynsey y
cal,, 1983)

En 1997 Gonzilez R. y col, en Caracas, Venezuela, realizaron un
estudio epidemiologico acerca de diarreas producidas por E. coli y
encontraron que se presentaba una adherencia significativa a células HEp-2 de
E. coli aisladas de diarreas, el estudio de 513 nifios con diarrea, detectd
prevalencia de E. coli enteropatégenica, E. coli enteroadherente, E. coli
enterotoxigénica, E. coli enteroinvasiva, E. coli enterohemorragica y se
establecié la correlacién con serotipos O:H, las E. coli aisladas presentaron
adherencia agregativa en HEp-2. También se menciona en este estudio que la
adherencia agregativa ha sido asociada con diarrea aguda en Chile, y con
diarrea persistente en nifios de la India, México y Brazil.

En los estudios anteriormente mencionados, podemos observar la
importancta que tienen los diferentes grupos de E. coli productoras de diarrea,
cabe sefialar la participacion de Escherichia coli Enterotoxigénica ETEC
especificamente ya que la toxina citada como termolabil aparentemente no
prevalece en los alimentos procesados a elevadas temperaturas (100°C). Sin
embargo puede presentarse en alimentos frescos o con deficiencias en el
almacenamiento.

1.2 Descripcion de E. coli.

Escherichia coli es un bacilo gram negativo, mavil, anaerobio
facultativo, perteneciente a la  familia Enterobactertaceae y a la tribu
Escherichia cuyo habitat es el tracto digestivo del hombre y animales.
(Betleheim K. A., 1994) Fu¢ descubierta por Escherich en 1886, durante sus
investigaciones sobre la composicién de la flora bacteriana intestinal normal
del recién nacido. En Inglaterra, en los afios 1945-1951 se aislaron cepas de
E. coli a partir de heces diarreicas en nifios y algunas de estas fueron
patdgenas.

Esta bacteria permanece generalmente en intestino sin causar dafio, solo
cuando el hospedero se encuentra inmunodeprimido, o las barreras intestinales
son violadas, puede causar infeccion. Su alta capacidad de adaptacion la hace
producir un amplio espectro de enfermedades en humanos. Infecciones
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infeccién por cepas patégenas de E. coli se presentan tres sindromes clinicos:
a) infeccién en tracto urinario, b) sepsis / meningitis y ¢) enterico /
enfermedad diarreica.

E. coli puede aislarse facilmente en medios selectivas a temperaturas
de 37° C en condiciones aerdbicas. La bacteria se desarrolla sin dificultad en
agar Mac Conkey o en agar eosina azul de metileno, lo que permite la
diferenciacidn por sus caracteristicas morfolégicas coloniales. ( Balows, 1991)

Las enterobacterias son generalmente identificadas por reacciones
bioquimicas. Estas pruebas pueden elaborarse en tubos de cultivo o usando
equipos comerciales.

1.3 Clasificacion de Eschericlhia coli.

Existen los grupos denominados:

Escherichia coli Enteropatogena. (EPEC)
Escherichia cofi Enterohemorragica. (EHEC)
Escherichia coli Enteroagregativa.  (EAggEC)
Lscherichia coli Uropatogénica. { UPEC)
Escherichia coli Neonatal Meningitis. { NMEC)
Escherichia coli Enterotoxigénica.  ( ETEC)

Escherichia coli enteropatdgena (EPECY):

Estudios por Bray en Scotland en los aftos 40’s establecieron que tipos
de E. coli serologicamente distinguibles, podrian ser la causa de gastroenteritis
infantil. Ei esquema de serotipificacion de Kauffman, permitié reconocer los
serotipos mas frecuentemente asociados con diarrea infantil, los cuales se han
denominado serotipos EPEC. En el reino unido, en los afios 60’s, fueron
reportados numerosos casos de gastroenteritis con deshidratacion. En la
actualidad se reportan los siguientes: 026: H11, 026:NM, 055:NM, 055:H6,
055:H7, 086NM, 086:H34, 086:H2, O0111:NM, OI1l:H2, 0111:H12,
0111:H21, 0114:H2, O0119:H6, 0125ac:H2l, 0128ab:H2, 0142:H6 vy
0158:H23, como causantes de diarrea.(Zinsser, 1994)

Resultados similares fueron observados en otros paises europeos y en
Norte América. Por lo tanto desde entonces EPEC ha sido aceptada como
causa mayor de diarrea infantil en paises en desarrollo.

EPEC se caracteriza por adherirse a la mucosa intestinal, atacando y
destruyendo las microvellosidades de la membrana de células en borde de
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cepillo. Lo anterior se ha observado en biopsias de pacientes o animales
infectados, situacion que ha sido reproducida, en cultivos celulares. { Jerse
AE., 1990}

Cravioto y col. (1979), observaron su adherencia a celulas Hep-2 , la
cual mas tarde se describio como localizada (LA) es decir se observaban
agregados de bacterias en la superficie de las células Hep-2. (Scaletzky, 1984)

Los cambios marcados del citoesqueleto incluyen la acumulacion de
actina polimerizada. Se han visto bacterias adherentes por debajo de las
células en una estructura parecida a un pedestal, esas estructuras pueden
extenderse por arriba de 10 micrémetros fuera de las células epiteliales como
parecidas a pseuddpodos. ( Moon, 1983) Estas lesiones son diferentes a las de
lag cepas de £. coli Enterotoxigénica (ETEC) y a las ocasionadas por Vibrio
cholerae, en los cuales los organismos se adhieren y no causan destruccion de
microvellosidades o polimerizacion de la actina. (Moon, 1983)

Cepas pertenectentes a los serogrupos 026, 0111 y 0128 han surgido
recientemente v se han denominado E. coli enterohemorrdgicas (EHEC).
(Giammanco, 1996}

Escherichia coli enterohemorrigica (EHEC):

Los humanos y la mayoria de los animales de sangre caliente, portan £.
coli en el tracto intestinal. Estd presente en la mayoria de alimentos no
cocinados, en objetos inanimados y en el ambiente. Muchas de esas cepas
albergan genes para unc o mas atributos de virulencia, asociados con la
EHEC. Estos atributos incluyen 1a capacidad de producir toxina semejante a
shiga, factor de adherencia, enterohemolisina, o antigenos sométicos que
caracterizan 2 muchas EHEC y pertenecen a serogrupos como 0111 6 0157,
Un factor que es de gran sigmficancia, es la dosis infectiva la cual es
increiblemente pequefia, en comparacion con otros patogenos transmitidos por
alimentos. Se habla de menos que dos bacterias / 25 g. (Allerberger, 1996) El
problema de identificar EHEC en alimentos no es tan simple, es como buscar
una aguja en un pajar. {Watanabe, 1996)

En 1983 Riley y col, investigaron dos brotes de una enfermedad
gastrointestinal caracterizada por severos dolores abdominales, diarrea acuosa
y sanguinolenta en ocasiones con fiebre.

A esta enfermedad se le designd colitis hemorragica (CH), y fue asociada con
la ingestion de hamburguesas en restaurantes de comida china. Sin embargo
en cultivos de heces de estos pacientes rara vez se aislaba E. coli serotipo
0157:H7. En el mismo afio, fue’ reportado por Karmali y col.,(1983), la
asociacion de casos esporadicos de sindrome urémico hemolitico producido
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por E. coli localizada en heces. Estos dos ejemplos estan relacionados con la
presencia de serotipos raros y la produccion de citotoxinas especificas.

Estos investigadares realizaron pruebas con la citotoxina y demostraron
un efecto citopético en celulas Vero completamente distinto al que causan las
toxinas de ETEC en celulas CHO v Y-1.

Mis tarde encontraron que el efecto citopatico en celulas Hela y Vero
por sobrenadantes de E. coli 0157:H7, aisladas de casos de diarrea eran
neutralizados por una antitoxina de Shigella dysenterice 1, de aqui que esta
toxina se denominara Shiga-like . .(Konowalchuck y col, 1977, O’Brien y col.
1980, Karmaeli y col. 1983, Johnson y col. 1983 y Riley y col 1983)

Desde 1955 se cree que el Sindrome urémico hemmolitico (HUS) fue
debido a un agente viral. (Karmali, 1985)

Cepas de Shigella dysenterice 1 producen proteinas STx y estdn
asociadas a esta enfermedad como se menciond anteriormente.

Kibell v Barnard (1968), en estudios que realizaron al sur de Africa
sugirieron que cepas de £ coli mutante por bacteridfagos, pueden ser
responsable de este sindrome. En los 80’s fue reconocida la codificacion STx
en £ coli por un bacteridfago y que alrededor de 100 serotipos pueden
expresar STx. (O’Brien, 1984, Smith, 1983)

Con relacion al parecido entre verotoxinas y toxina shiga, existe una
alternativa de nomeclatura, £. coli productora de toxma Shiga (STEC), citada
formalmente SLTEC. Estas toxinas son idénticas a la génetica y a los miveles
de proteina STx producida por S. dysenteriae 1. Por lo tanto la comunidad
cientifica determina que se pueden usar dos nombres STEC y VTEC va que
son términos equivalentes y ambos se refieren a las cepas de £ coli que
pueden producir una o mas toxinas de la familia de las STx.

El término E. coli Enterohemorragica (EHEC) fue originalmente
acuitado a cepas causantes de HC y HUS, que expresan STx, causando
lesiones AJE en células epiteliales y se caracteriza por presentar un plasmido
de 60 Mda. (Levine, 1984 y 1987)

Escherichia coli enteroagregativa. (EAggEC): _

Por afios, se ha cultivado Escherichia coli en células epiteliales, para estudiar
varios tipos de adherencia y se ha asociado a casos de diarrea persistente y
aguda.

Microcolonias adherentes a células HEp-2 de ciertos serotipos de E. coli
con adherencia localizada (LAEC) se han asociado a diarreas agudas no
sanguinolentas en nifios. £ coli adherente difusa (DAEC), también ha sido
asociada con diarreas en algunos estudios. El tercer tipo de adherencia se
conoce como adherencia agregativa, mostrada por E. coli enteroagregativa,
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(EAggEC), consiste en que la bacteria se alinea en paralelo a cualquier tejido,
y estd asociada principalmente con diarreas persistente en nifios en la primera
infancia, de acuerdo a estudios realizados en Brazil, Chile, México ¢ India.
{Germani, 1996)

Inicialmente se descubrid la adherencia de algunas cepas de £. coli a
celulas HEp-2 por Cravioto y col (1979).

La adherencia se presenta cuando las bacterias formaban microcolonias
alrededor de las células HEp-2, mas tarde recibié el nombre especifico de
enteroagregativa,

Otro tipo de adhesion a células HEp-2 se descubrié como difusa porque
mostraba poca agregacion y poca adherencia a las células vy solo algunas
veces se relacionaba su arslamiento con casos de diarrea. ( Cravioto 1979,
Scaletsky 1984, Mathewson 1986, Nataro 1987, Vial 1988, Germani 1996).

Las cepas EAEC son cominmente definidas como cepas de £. coli que
no producen enterotoxinas LT o ST y que se adhieren a células HEp-2 en un
modelo AA. Es probable que esta definicidn abarque ambos patdgenos y no
patégenos que comparten un factor o factores que confieren un fenotipo
comun. La patogenicidad hetorogénea de EAEC en humanos ha sido
confirmada en estudios con voluntarios y en investigaciones de brotes,
(Eslava, 1993, Mathewson, 1986., Nataro, 1995, Smith, 1994.))

Escherichia coli uropatogénica (UPEC):

E. coli es la causa mas comin de infecciones en tracto urinario, (UTI).
Las infecciones pueden presentarse desde asintomadtica con bacteriuria, cistitis
y pielonefritis. Las mujeres se ven mas frecuente afectadas que los hombres.

Frecuentemente los mismos serotipos son encountrados tanto en las heces
de pacientes como en orina, aparentemente UPEC posee factores de
virulencia con capacidad de causar infeccidn. Un nitmero muy limitado de
grupos son asociados con UTL. Estos incluyen al 01, 02, 04, 06, 018 y (75,
también incluyen un nimero pequefio de antigenos K, K1, K2, K3, K5, K12
Y K13, Un factor importante de virulencia es un pilt (fimbria) conocida
como p-pili, porque se enlazan especificamente con el P-antigeno. E! enlace
de E. coli en células uroepiteliales es de gran significancia, para las personas
con fenotipo P o P2. Otras adhesinas pueden también estar involucradas. La
produccién de alfa-hemolisinas estd comunmente asociada con UPEC,
(Swenson, 1996)
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Escherichia coli meningitis neonatal (NMEC):

La meningitis peonatal es reportada 1 en 2500 casos. De acuerdo a la
variedad de estudios el 80% de estos casos de meningitis neonatal son por
E.coli. Este antigeno es quimica e inmunoldgicamente tdéntico al polisacarido
acido del grupo B de Neisseria meningitis. Este antigeno K1 se encuentra en
la estructura de la superficie de las bacterias, evitando la respuesta especifica a
anticuerpos y la activacion de la via alterna del complemento. Los mismos
serotipos que son aislados de casos de meningitis son también frecuentemente
encontrados en las heces maternas, indicando éstas como fuente de
contaminacién durante el nacimiento,

Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC):

Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC), ha sido conocida como una
bacteria capaz de producir dos tipos de enterotoxinas: ST y LT. ( Levine,
1987)

Las cepas de ETEC fueron reconocidas primero como causa de
enfermedad diarreica en cerdos, donde la enfermedad fue™ letal en animales
recién nacidos. (Alexander, 1994) Estudios de la ETEC en cerdos primero
dilucidaron los mecanismos de la enfermedad, incluyendo la existencia de dos
enterotoxinas codificadas por plasmidos. La primera descripeién de ETEC en
humanos reportd que ciertas cepas de £. cofi aisladas de heces de nifios con
diarrea, produjeron una secrecidn de fluidos en la prueba de asas ligadas en
intestino de conejo. (Taylor, 1961)

Posteriormente DuPont y col. mostraron que cepas de ETEC fueron
capaces de causar diarrea en adultos voluntarios. (DuPont, 1995)

En un programa para la identificacion de Escherichia coli causante de
diarreas en nifios en Thailandia, se aisléd de las heces. Se obtuvieron
muestras de 16 hospitales en diferentes distritos de Thailandia durante 1985 v
1986, las cepas aisladas fueron identificadas por serogrupos o como E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli
enteropatogénica (EPEC), E. coli factor adhesina (EAF), o £. coli Shiga -Like
(SLT) y se obtuvo lo siguiente: el 10% de las cepas aisladas fueron EPEC, el
6% de ETEC , yel 4% EAF, menos del 1% de cepas EIEC, y de E. coli
SLT no se aislé ninguna,. De las cepas E. coli ETEC se aislaron 5% (4 de 85)
de nifios menores de 6 meses, el 10% (12 de 118) de nifios de 6 a 23 meses, y
el 1% (1de 75) de nifios mayores de 23 meses. (Sunthaduanich, 1990)



En un estudio realizado al este de Africa, en Djibouti, se aislaron 140
bacterias patogenas de 209 muestras diarreicas y nuevamente se encontrd E.
coli (EAEC) en el 10.6%, E. coli ETEC en el 10%. E.coli EPEC en el 12%.
Salmonella en €t 3% y Campylobacter en un 5% . (Mikhail, 1990)

La presencia de E. coli sigue siendo importante en procesos diarreicos
en paises como Bangladesh. En estos estudios, las cepas obtenidas de 451
nifios de 5 afios de edad con diarrea aguda fueron probadas por técnicas de
hibridizacion de DNA, de , no se aisldé £ coli enteroinvasiva, ui
enterohemorragica. La E. coli ETEC fué¢ la mas importante productora de la
diarrea en nifios. El analisis sugirié una asociacién de toxina ST y LT en la
produccion de estas diarreas. Y E. coli EPEC fué significativamente asociada
a diarreas en grupos de nifios de 1 afio de edad, la E. coli ETEC y EPEC
produjeron infecciones principalmente durante los meses calurosos.

Estos datos sugirieron que k. coli ETEC y EPEC fueron las causas mas
importantes de produccidn de diarreas aguda en estos nifios. (Albert, 1995)

Las cepas de £ coli que praducen enterotoxinas ST y LT son
conocidas como L. coli enterotoxigénica o ETEC. La mayoria de las ETEC
aisladas de humanos producen colonizacion por fimbmas especificas de
humanos. La ETEC es probablementc la causa mas comin de diarrea en
animales jovenes, ademas de ser la principal causa de diarrea en nifios en
paises en desarrollo y de la diarrea del viajero. ( Willshaw, 1995)

1.4 Factores de virulencia o pategenicidad de la ETEC productora de
LT.

Escherichia coli enterotoxigénica, como ya se menciond anteriormente
es un agente causal de diarrea en humanos y animales, requiere no sélo de su
capacidad integra para producir toxma termolabil, sino ademas necesita
propiedades accesorias de virulencia para poder manifestar ésta; para que la
infeccion por estos MICroorganismos progrese es necesario que venza al
peristaltismo intestinal, colonizando el intestino delgado, en el cudl se
multiplica y elabora “in situ™ la toxina. ( Dupont, 1980)

1.4.1 Factores de colonizacitn.

1.4.1.1 Fimbrias.
La colonizacidn del intestino tiene lugar mediante un fendmeno de
adherencia a la mucosa en ¢l que intervienen por lo menos en algunos casos,
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ciertas estructuras o apéndices filamentosos que se proyectan de la superficie
de la bacteria denominadas “fimbrias o pilis”. Estas estructuras son de
naturaleza proteica, antigénica y termoldbiles que no tienen relacién aiguna
con los flagelos, (Thorne, 1979)

El pili K88 fué descubierto en cepas de E. coli patbgenas para el cerdo y
se trata del antigeno superficial, el cual es de naturaleza proteica diferente de
los antigenos “K™ que son polisacéridos. (Kauffman, 1951)

1.4.1.2 Otros factores.

Los mecanismos por los que las cepas ETEC se adhieren para colonizar
la mucosa intestinal han sido sujetos de intensas investigaciones. Para causar
diarrea las cepas de ETEC, primero se adhieren a pequefios enterocitos de
intestino, en un evento mediado por fimbrias de superficie, también llamadas
pili. En la microscopia electrénica de transmision las cepas ETEC tipicamente
revelan muchas fimbrias peritricas, arregladas alrededor del cuerpo bacteriano.
(Levine, 1984) Ver Fig A

Un gran numero de antigenos fimbriales han sido caracterizados, en
algunas cepas ETEC, sin embargo algunos han sido identificados y solamente
se presume de su existencia, provocando un obsticulo para el desarrollo
efectivo de vacunas.

Las fimbrias de ETEC son especificas de especie. Por gjemplo, cepas
de ETEC que expresan K99 son patdogenas para vacas, borregos y cerdos.
K88 se expresa en cepas capaces de causar enfermedad solamente en cerdos.
(Cassels, 1995)

Las cepas de ETEC para humanos poseen su propia ordenacion de
fimbrias de colonizacion CFAs. (DeGraaf, 1994) La terminologia de la CFAs
es confusa e inconsistente, por lo se ha propuesto un esquema uniforme que
se podria numerar con CFA , consecuentemente de acuerdo al afio de [a
descripcion inicial ( Gaastra, 1996), el niimero deberia ser precedido por las
iniciales CS para antigenos de superficie de £. coli. ( Ver tabla 1)



FIG. A

CFA/M de ETEC

Fimbri:

(Nataro, 1998)

10




TABLA 1

CFAs de cepas ETEC de humanos.

Designacion
original

Bastén rigido
CFA/ 1
CSI
CS2
CS4
PCFO159
PCFO166
CS17
PCF020
CS19

Forma de paquete
CFA/ T
Longus

Fibrilar
CS3
CSs
PCFQO148

No fibrilar
CS6
2230
B786

Designacién CS

CFA/ I
CS1
CS2
CS54
CS512
CS14
CS17
CS18
CS19

css
Cs21

Cs3
CS5
CS13

CS6
CSI0
CSi5

Didmetro (nm)

) e 1 Oh ) s

{ Nataro, 1998 )
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Las CFAs pueden estar basadas en sus caracteristicas morfologicas.
Existen tres variedades morfol6gicas : bastén rigida, formando paquetes de
bastones flexibles, y estructuras de alambre flexible.

El prototipo de CFA/I de fimbrias de figura de bastdn rigida, estd
compuesto de una proteina simple ensamblada en una configuracion helicoidal
apretada. (Jann, 1991) Los pilis CFA/ III estan en forma de paquete con
homologia de la familia de fimbrias tipo 4. (Taniguchi, 1994 y 1995)

Los CFA / 11 y CFA/ IV estan compuestos de factores miiltiples de
distintas estructuras fimbriales, CFA/II expresa una estructura CS3 flexible. (
Levine, 1984) (Sjoberg, 1988). Los CFA/ 1V, pueden expresar CS6 en
conjuncion con CS4 o C55. ( Cassels, 1995 ; Knutton, 1989) Un gran nimero
de otras adhesinas menos comunes, también se han encontrado en cepas ETEC
(DeGraff, 1994), sin embargo estudios epidemiolégicos sugieren que CFA/I,
CFA/IL, o CFA/IV son expresados por el aproximadamente el 75% de las
cepas ETEC de origen humano. (Wolf, 1997)

Una nueva descripcion de fimbrias ETEC, designada Longus, se ha
encontrado en una gran proporeidn en humanos (Girén 1994 y 1995)

La genética de las CFAs ha sido estudiada extensivamente y esos
estudios han servido para esclarecer modelos para expresion de proteinas
secretadas de fimbrias |, traslocacién y el ensamble de organelos de bacterias.
(Fig B)

Los genes CFA son generalmente codificados por plismidos que
tipicamente también codifican para enterotoxinas ST y/o LT. (DeGraaf, 1994)
Tipicamente los genes agrupados que codifican para la sintesis de las fimbrias,
consisten en una serie de genes que codifican para subunidades de fimbrias
primarias y proteinas accesorias que son requeridas para procesar secrecion y
ensamble de la estructura misma de las fimbrias, (DeGraaf 1994, Jann, 1991,
Jones 1996, Kusters, 1994)

1.5 Produccion de toxinas.

Las enterotoxinas de bacterias son proteinas que tienen un efecto toxico
en el tracto gastrointestinal de animales y humanos. Las dos manifestaciones
clinicas predominantes de enterotoxicidad son la diarrea y el vomito. Las
enterotoxinas citotoxicas tipicamente matan a células eucaridticas, por
inhibicién de la sintesis de proteinas, mientras que las enterotoXinas
desordenan vias metabodlicas especificas, elevando los niveles de nucleétidos
ciclicos.
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F1G.B
Genética de las frimbrias de E. coli Enterotoxigénica ETEC,

CS1
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€
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(Nataro, 1998)
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Se ha estudiado la genética de las enterotoxinas citotdnicas ya que son
conocidos los genes de éstas. También se ha incluido aqui otra familia de
enterofoxinas citotéxicas, las toxinas shiga-like, porque éstas han sido
implicadas como agentes importantes en la enfermedad diarréica.

L.5.1 Relacién entre la produccién de Toxina termoldbil y el serotipo en
E. coli

Los serotipos de E. coli ocupan el lugar central en la historia de esos
patogenos. (Lior, 1996) Anterior a la identificacion de Jos factores de
virulencia especificos para cepas de £ coli diarrenogéunica, el analisis de los
serotipas tuvo un significado predominante ya que asi fueron diferenciadas las
cepas patégenas.

En 1933, Adam mostro la tipificacién  serologica de cepas llamadas
“dispepsia coli”, las cuales se involucran en brotes de diarrez en nifios. En
1944, Kauffman propuso un esquema para la clasificacion seroldgica de E
coli la cudl es usada hasta la fecha con algunas modificaciones.

De acuerdo al esquema modificado de Kauffman, el serotipo de . coli
esta basado en la presencia de sus antigenos de superficie, el O somatico, H
flagelar y K capsular. ( Lior, 1996)

Se han reconocido un total de 170 antigenos diferentes que definen a un
serogrupo. La presencia de antigenos K fue’ determinada originalmente por su
significado en pruebas de aglutinacion de bacterias en cepas de £, cofi que no
fueron aglutinables por antisuero O. Los expertos sugieren la restructuracion
del antigeno K incluyendo polisacarides 4dcidos. (Lior, 1996) Una
combinacion especifica de antigenos O y H define el serotipo en un
aislamiento. Los serogrupos especificos de E. cofi pueden estar asociados para
producir ciertos sindromes clinicos, como se muestra en la tabla 2.
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TABLA 2
Serogrupos especificos de E. coli Enterotoxigénica (ETEC)

Categoria Serogrupo Antigeno H asociado
ETEC 06 H16
08 H9
011 H27
015 HIl
020 NM
025 H42,NM
027 H7
078 H11, H12
0128 H7?
0148 H28
0148 . H10
0159 H20
0173 NM

Cuando se describid por primera vez a E. coli enterotoxigénica como
agente etioldgico de diarrea en hwmanos, se vié que las cepas pertenecian a
una larga variedad de serotipos, pero con pocas excepeiones, no pertenecian a
las cepas cldsicas enteropatdgenas.

Cuando se llegd al conocimiento de que plasmidos transferibles
controlaban la produccién de enterotoxina, se pensé que virtualmente
cualquier cepa de E. coli podria ser enterotoxigénica por la adquisicién del
plasmido apropiado. Aunque esta transferencia puede llevarse a cabo, Orskov
y col. en 1976, encontraron un grupo definido de serotipos cuando
examinaron un gran numero de cepas.

Aparentemente la presencia de ciertos antigenos 0, Hy algunas veces X,
indica una alta posibilidad de que una cepa sea enterotoxigénica. Se ha
observado que E. coli 078H11 y 078H12 son enterotoxigénicas, mentras que
las cepas 078 sin estos antigenos H especificos, rara vez lo son. De la misma
manera E. coli 06H16 es casi siempre enterotoxigénica, mientras que cepas
06 con otros antigenos H, usualmente no lo son. Algunas de estas cepas de E.
coli enterotoxigénicas, también tiene un antigeno K especifico: por ejem: casi
todas las cepas 06H16 poseen el antigeno K15, y muchas de estas cepas
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enterotoxigénicas tienen también patrones comines de fermentacidn. (
Kaijser, 1978)

Hay también una asociacidn entre el serotipo y el tipo de
enterotoxina, el serotipo 06H16 casi siempre produce ambas enterotoxinas,
mientras que el serotipo 0128H (variable) produce LT. Esta asociacion entre
los antigenos de pared mediados por el cromosoma celular y la produccién de
enterotoxinas y fimbrias mediadas por plasmidos no ha sido aclarada todavia.
Aparentemente esta relacionada con la capacidad de la cepa para aceptar e
incorporar en forma estable estos plasmidos. Ademas se observa que serotipos
como 06H16 y 078H11 son menos propensos a perder pldsmidos que otros
serotipos.

La pérdida de [a capacidad para producir toxinas permitid a Evans y
Col. (1977), clasificar las cepas de E. coli en cuatro grupos de acuerdo con la
estabilidad o inestabilidad en la produccién de la toxina. Encontré que
‘aparentemente hay una relacidn entre el serotipo y la estabilidad en la
produccién de enterotoxinas, particularmente en la toxina termoldbil. Estos
autores especulan Ja posibilidad de que los serotipos anteriores sirven como
reservorios de los plasmidos ENTY en la naturaleza, transmitiendo éstos a
otros serotipos de £ coli.
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1.5.1.2 Deteccidn de la toxina LT “in vitro”.

Pruebas para la detecciéon de la toxina LT.

TABLA3
Pruebas Resultados
Modelos animales:
Asas ligadas de conejo (ileon) +
Pba. intradénmica en conejo. +

Pba. intragastrica en ratén recién nacido. -
Pba. perfusidn in vivo (yeyuno) en rata. +

Cultives celulares

Y-1 (Tumor adrenal en raton) +
CHO (Ovario, Hamster chino) +
VERO (Rifién mono verde africano) +
Serodiagndstico:
Inmunohemdlisis pasiva +
Inhibicion de la inmunohemolisis +
RIA (Radioinmunoensayo) +
+

ELISA (Inmunoadsorbancia enzimatica)

( Olarte J., 1981)

En la tabla 3, se muestran las pruebas mas comunmente utilizadas para la
evaluacion de la presencia de la toxina LT.

En las cepas ETEC se han diagnosticado la presencia de enterotoxinas
LT yST. La toxina ST fué iniciaimente detectada en asa ligada de conejo.
(Evans, 1973) El costo y la carencia de estandarizacion, provocd que se
remplazara por la prucba en raton lactante (Gianella, 1976).
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Varios inmunoensayos han sido desarrollados para la deteccion de ST
incluyendo radicinmuncensayo, (Gianella, 1981} y la prueba de ELISA
Enzyme-Linked-Inmunosorbent-Assay (Cryan, 1990). Los resultados de estas
pruebas se correlacionan bién con la prueba de ratén lactante que no requiere
de expertos.

El bioensayo tradicional para la deteccidén de LT involucra el uso de
cultivo celular, utilizando lineas celulares como: Y1 adrenales o células de
ovario de hamster chino. En la prueba de Y1, los sobrenadantes de! cultivo de
ETEC, causan redondeamiento celular. (Donta, 1974) En la prueba con
células CHO, la LT causa elongacion de las célolas. (Guerrant, 1974)

Las pruebas inmunoclégicas son ficiles de implantar en los laboratorios
clinicos e incluyen la prueba tradicional de Be ken | (Honda, 1981) y como
los métodos recientes como ELISA, (Yolken, 1977) aglutinacion en
particulas de latex, (Ito ,1983) y dos pruebas comercialmente dispombtes, la
prueba de aglutinacién pasiva reversa en particulas de latex (Scotland, 1989),
y la prueba de coaglutinacion estafilococeica, (Chapman ,1989). Ambas
pruebas estan disponibles en el mercado y son de faci! realizacién. (Speir,
1991)

Alrededor de 1982 se desarrollaron técnicas que diagnosticaron a las
cepas ETEC.

Se ha encontrado que pruebas de DNA parecen ser muy ftiles en la
deteccion de los genes que codifican para la sintesis de LT y ST encontradas
en heces y muestras ambientales. Desde hace tiempo, se han tenido muchos
avances en la deteccion de ETEC, pero 1as técnicas genéticas contintan siendo
mds atractivas, aunque son de gran importancia, no existe prueba perfecta
para la deteccion de ETEC. La deteccién de factores de colonizacion no es
practica por su gran niimero y heterogeneidad.

En la actualidad se utiliza la técnica de ELISA por ser altamente
confiable. La prueba de hibridizacién por colony blot, requiere del uso de
polinucleétidos. La prueba del polinucleétido para ST ha tenido problemas de
baja sensibilidad y especificidad, presumiblemente por el tamaiio pequeiio del
gene. (Schultsz, 1994)

En latabla 4 se expone la lista de nucledtidos, oligonucledtidos de
especies de E. coli diarrenogénica usados para la prueba de PCR .
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TABLA 4

Oligonucledtidos de £, coli Enterotoxigénica (ETEC)

Categoria Toxina Oligonucleétido PCR

ETEC LT GGCGACAGATTATACCGTGC
CCGAATTCTGTTATATATGTC

Categorfa Toxina Prueba del oligonucledtido

ETEC LT GCTGTGAATTGTGTTGTAATCC
GCTGTGAACTTTGTTGTAATCC

(Nataro, 1998)

1.5.2 Patofisiologia de Ia infeccién por E. coli enterotoxigénica.

Las infecciones gastrointestinales se acompafian de una amplia variedad
de complejos sintomdticos y agentes infecciosos. El término gastroenteritis se
aplica a sindromes de diarrea y vomito que a menudo involucran una pequeiia
inflamacién ¢ cambios patologicos en tubo digestivo. La diarrea infecciosa es
la mds coman de las enfermedades debilitantes.

En las dltimas décadas ha sido enorme el avance en el conocimiento de
los agentes bacterianos y virales, entre ellos se incluyen E. coli que produce
enterotoxinas causantes de diarrea secretora. (Mandel, 1979)

No obstante, para que este microorganismo sea capaz de producir
enfermedad, es necesario superar los mecanismos de defensa propios del
hospedero los cuales se resumen en la tabla 5.
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TABLA 5

Mecanismos de defensa en infecciones a nivel gastrointestinal

Acidez gastrica y otras barreras fisicas
Movilidad intestinal

Microflora entérica

Inmunidad especifica (Humoral).
Inmunidad mediada por células.
Fagocitosis

Receptores intestinales

(Mandei G. L. 1979)

El efecto secretor de la toxina termolabil de E. coli se explica si
previamente se conoce cudl es el balance de liquidos en el tracto
gastrointestinal de un adulto normal, como se muestra en Ja figura C.

Una ingesta diaria oral de 1.5 litros, la saliva, la. secrecién
gastrointestinal, biliar y pancreatica contribuyen a un total aproximado de 8.5
litros que entran al tracto intestinal superior cada dia. La secrecion diaria de
liquido en heces es menor de 150 ml, lo que indica una absorcién neta de mas
de 8 litros diarios por el tracto intestinal, cerca del 90 % de esta absorcion
ocurre en el intestino delgado, donde existe un flujo bidireccional masivo que
probablemente exceda los 50 litros. Una perturbacion ligera en el flujo
bidireccional puede provocar que la capacidad de absorcién colonica sea
superada, la cudl rara vez es mayor de 2 a 3 litros. (Mandel, 1979)

Las enfermedades entéricas pueden ser producidas por la interaccién

microorganismo-hospedero que alteran la fisiologia normal de la porcion
intestinal en uno o mas de los siguientes mecanismos:
a) Cambios en el delicado balance del flujo bidireccional de agua y electrélitos
en la parte superior del intestino delgado por procesos intraluminares, tales
como los provocados por la accion de una o mas enterotoxinas.b) Destruccion
inflamatoria de la mucosa ileal o coldnica por procesos invasivos
intraluminares acompaiiados de respuesta inflamatoria.
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Fig. C
Diagrama del balance de liquido en el tracto gastrointestinal en
un ducto normal
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c¢) Cambios intraepiteliales mediados por la penetracion a través de la mucosa
intacta al sistema reticulo endotelial.

La primera de las interacciones es la que opera en la infeccion por £.
coli enterotoxigénica (LT). La secrecion de liguidos causada por la toxina LT
estd restringida al intestino delgado, presentindose los valores mas altos de
secrecion en el duodeno y menores en el ileon, al parecer esta accidon va
relacionada inversamente con la capacidad de absorcion de fluidos isotdnicos
de las mismas regiones del intestino delgado, lo cual se ha tratado de explicar
en base a que la enterotoxina tiene poco efecto sobre el movimiento de los
electrohitos del lumen a la sangre, ya que la secrecién ocurre sélo cuando ia
toxina 1nduce al movimiento de electrolitos de l1a sangre al lumen, superando
1a capacidad de absorcion del intestino.

La composicitn de los electrélitos del fluido secretado también varia en
cada porcion del intestino delgado. La concentracidén de potasio y bicarbonato
es mayor en el ileon que en el duodeno, lo contrario ocurre con el sodio y el
clofo.

La enterotoxina no causa una secrecion fluida en el estdmago, ni en el
colon, inclusive la capacidad de absorcion de éste no varia significativamente
de la observada bajo condiciones normales. (Carpenter, 1980)

El principal efecto fisiolégico de la enterotoxina LT es la secrecion de
un fluido isoténico por el intestino delgado, por lo que es importante conocer,
con la mayor exactitud, Ja naturaleza de estos fluidos perdidos.

La fisiopatologia de la infeccion por E. coli productora de toxina LT,
no causa dafio estructural a las células afectadas. esto fué demostrade por
Gangarosa y col., (1960) en el cdlera, y mds tarde confirmado para la diarrea
provocada por la accion de la toxina LT. (Polotskil, 1977) Existe una nota
histérica de Conheim citado por Carpenter en la que aseguraba a mediados del
siglo pasado, que ningin dafio estructural era necesario para que se
estableciera u observara el cuadro clinico del célera. Esto no fué aceptado
porque algunos investigadores sostenian que el dafio estructural era una
caracteristica escencial en la patogénesis de la enfermedad. En la actvalidad,
se ha difundide mucho con gran aceptacién por parte de los médicos, el uso de
la restitucion oral de agua y electrdlitos para todos los individuos que padecen
gastroenteritis aguda, particularmente en el caso de infeccion causada por la
toxina LT de E. coli o por toxina CT de Vibrio cholerae. E} método ha
confirmado su efectividad, ya que la restitucion de sodio y agua puede ser
acoplada a algunos azicares y otros solutos organicos. { Olarte, 1981)
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La toxina LT de E. cofi es muy similar a la toxina colérica aunque la
union al gangliésido GM1 es menos intensa que en dicha toxina.

La toxina unida a las células de la mucosa del intestino también
estimula a la adenilato-ciclasa en una cinética muy similar a la de la toxina
colérica, causando una secrecidn lenta de fluido isoténico la cual persiste por
muchas horas después de que la toxina se ha unido a las células de la mucosa.
La unidn al gangliésido es igual aunque menos intensa que la actividad de la
adenilato-ciclasa y Ia cantidad de fluido perdido es de 10 a 100 veces menor
de lo que ocurre en respuestas equivalentes de la toxina colérica, ya que la
afectacion causada por la LT, solo puede ser confundida con cuadros benignos
de colera. (Carpenter, 1980)

1.5.3 Mecanismo de accién de la toxina LT de E. coli (ETEC)
1.5.3.1 Penetracién de 1a toxina a la célula.

Las LTs de £. cofi son toxinas oligoméricas que son rejativamente
parecidos en estructura y funcidn a la enterotoxina del célera (CT) expresada
por Vibrio cholerae (Sixma, 1993)

LT y CT comparten muchas caracteristicas incluyendo Ja estructura de
holotoxina con una secuencia proteinica en un 80%.

La actividad enzimatica del receptor primario es idéntica, tanto en
animales como en pruebas en cultivo celular. Se han observado algunas
diferencias en el proceso de secrecién ocasionado por las toxinas y en la
respuesta de células linfocitarias. (Helper)

Existen dos grandes serogrupos de LT : LT-1 y LT-II que no cruzan
inmunoldgicamente. LT-1, es expresada por cepas de F£. coli que son
patégenas para humanos y animales. LT-II es encontrada principalmente en
animales, y raramente encontrada en humanos, sin causar enfermedad. Estas
toxinas se han designado con numeros romanos, y el término LT como se
descnbe anteriormente se refiere a LT-I.

LT-1: es una toxina oligomérica de PM de 86 KDa. Compuesta de yna
subunidad llamada A, de 28 Kda y 5 estructuras idénticas de 11.5 Kda,
denominada subunidad B. (Fig D} (Streatfield ,1992)

La subunidad B esta arreglada en un anillo y estd enlazada fuerteniente
al gangliosido GM! y debilmente al GD1 y algunas glucoproteinas
intestinales. (Tenerberg, 1994) La subunidad A es responsable de la actividad
enzimatica. Sin embargo Al y A2 se encuentran unidas por enlaces disulfuro.
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FIG.D
Modo de penetracion de las toxinas LT de E. coli y V. cholerae.
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Se han descrito dos  variantes relativamente parecidas que cruzan
parcialmente. Esas variantes son mencionadas como LTp (LTp-I) y LTh
(LTh-I) las cuales se descubrieron en cerdos y humanos respectivamente. Los
genes que codifican para LT (elt o etx), residen en plidsmidos que también
pueden contener genes que codifican para ST y/o factores como antigenos de
colonizacion (CFAs).

Después de enlazarse a las membranas de las células, la toxina es
endocitada y traslocada a las células en un proceso que involucra el transporte
vesicular através del aparato de Golgi. (Lencer,1995)

LT-II: EI serogrupo de LT-II de la familia de estas foxinas, muestra
una semejanza entre un 55 a 57% a LT-l vy CT en la subunidad A, pero
inicialmente no homaloga para LT-1 0 CT en la subunidad B. (Fukuta, 1988
y Guth, 1997)

Las dos variantes antigénicas LT-1la y LT-IIb comparten una similitud
de 71 y 66% en las subunidades A y B respectivamente. LT-II incrementa
intracelularmente los niveles de AMPc por mecanismos similares para LT-l,
pera LT-T{ utiliza GD1 como receptor tal como GM1. (Fukuta, 1988)

1.5.3.2 Moeodo de accidn de la toxina.

Una vez unida la toxina LT al receptor natural, da lugar a una serie de
cambios, provocando la aparicion de una fase lag. previa a la accion
enzimatica.

Las células blanco para LT poseen adenilato ciclasa localizada en la
membrana basolateral de las células epiteliales intestinales. El peptido A
tiene una actividad de ADP-Ribosi} transferasa y actia transfiriendo un ADP-
ribosil a la mitad de la molécula de NAD en la subunidad alfa del GTP
enlazado a la proteina Gs que estimula la actividad de adenilato ciclasa. { Ver
Fig. E ) La ribosilacion de la subumdad Gsao da como resultadoe la activacion
permanente de la adenilato ciclasa, causando un tncremento permanente de la
adenilato ciclasa, amnentando los niveles intracelulares det AMPc.

La proteina cinasa dependiente del AMPc es por lo tanto activada,
causando una fosforilacién supranormal de los canales de cloro localizados en
las células epiteliales apicales de las membranas. Ei CFTR es el canal de cloro
mas grande e} cual es activado por LT y CT. ( Sears, 1996 ) El resuitado neto
es la estimulacion de la secrecién de ClI de Jas células cripticas secretorias y
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la inhibicién de la absorcidn de NaCl por las vellocidades celulares. El
aumento del ién en el lumen aumenta el contenido de agua pasivamente,
através de la via paracelular, resultando en diarrea osmdética.

Las figuras F y G muestra, en forma resumida, la serie de eventos que
suceden en esta activacion.

1.5.3.3 Efecto de la toxina termolabil sobre la secrecidn intestinal.

El liquido y los electrdlitos perdidos durante un episodio de diarrea
causada por £. coli enterotoxigénica (LT), son el reflejo de los efectos de la
toxina termolabil sobre el transporte de varios electrélitos. Inicialmente el
sodio y el cloro en el intestino delgado se ven alterados tanto “in vivo” como
“in vitro” en la difusion extracelular a través de las uniones membranales, no
obstante, hay también mecanismos de “transporte activo” los cuales participan
y son de especial importancia en el fenémeno responsable de la diarrea
secretora. (Carpenter, 1980}

Field y colaboradores (1979), demostraron que la relaciéon entre la
accion de la toxina terimoldbil de £ coli y el adenosin-monofosfato-ciclico
{AMPc), sobre 1a secrecion intestinal, producian efectos similares empleando
epitelio intestinal.

Como se menciond anteriormente el canal idnico que esta defectuoso
por fibrosis cistica provocado por el efecto toxigénico, provoca la
esttimulacion de la secresion de cloro de las células de las criptas secretorias y
la inhibicion en la absorcion de NaCl por las microvellocidades de la punta de
las células.

El incremento del i6n en el limen acumula agua pasivamente através de
la via intestinal teniendo como consecuencia la diarrea.

No obstante la estimulacion en la secrecion de cloro como resultado de
un incremento en los niveles del AMPc es la explicacion clasica para el
mecanismo por el cudl LT y CT causan diarrea; existe evidencia de que este
incremento es mayoritario para la toxina CT, ya que la respuesta secretoria de
esta toxina es considerablemente mas compleja. (Sears, 1996)

Un mecanismo alternativo por el que esas toxinas podrian actuar,
involucran prostaglandinas de la serie E (PGEly PGE2 ) y factores
activadores de plaquetas.
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Fig. F
Mecanismao de accién de las toxinas termolabiles
de E. coli y Vibrio cholerae
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FIGURAG

Representacidn esquemitica del modo de accion de la toxina LT

Popoff (1996)
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La sintesis y liberacion de metabolitos del acido araquidénico, asi como
prostaglandinas y leucotrienos, pueden estimular ¢! {ransporte de electrolitos y
la motilidad intestinal.

Un mecanismo alternativo, involucra el sistema nervioso entérico
(ENS), que regula la motilidad intestinal y secrecion de idnes. El intestino
delgado después de ser tratado con CT puede hberar serotonina y
polipéptidos vasoactivos los cuales pueden estimular la secrecion de células
epiteliaies via ENS.

Un tercer mecanismo potencial podria involucrar una suave
respuesta intestinal inflamatoria debido a CT y LT. Se ha reportado que CT
estiimula la produccion de la citocina proinflamatoria Interleucina—6 (IL-6),
de tal modo activando el sistema entérico y generando potencialmente
metabolites del acido araquidénico que estimulan la secrecién, (McGree,
1993}  Estos mecanismos alternativos secretorios son apoyados por una
variedad de pruebas “in vitro” e “in vivo” y estos actian en conjunto del
modo cldsico involucrando al AMPc, causando diarrea por estas toxinas.

La stmilitud de LT y CT es considerada lo suficientemente grande como
para comprobar que los mecanismos de accién de las toxinas son similares,
y la validacion de estos lo han demostrado, a excepcion de la influencia de LT
para {tberar serotonina. {Turvill, 1995) _

Ha stdo demostrado que CT y LT causan una disminucion de la
absorcion de fluido y electrdlitos de la lamina intestinal. ( Field, 1972)

Muller y col, han reportado que la CT y la LT inducen inhibicién del
AMPc- dependiente de la H' / péptido cotransportados en la linea celular
CaCo-2 del intestino humano. (Muller, 1996)

Es interesante que el H+/peptido cotransportador, no produce sitios para
la fosforilacidn por Iz proteina cinasa A (PKA). Los autores proponen que el
efecto estd mediado através de PKC. Esta hipotesis deberia sugerir otro nuevo
mecanismo para CT y LT. Por lo tanto, las propiedades enterotoxigénicas,
funcionan adyuvante. Mutantes productoras de LT retienen esta caracteristica
de adyuvanticidad eliminando la.actividad de ADP-ribosiltransferasa que ha
sido producida por la toxina. (Douce 1995, Nashar 1996) Ratones
inmunizados oralmente o intranasalmente con ovoalbumina o fragmento C de
la toxina tetanica juntas con el mutante LTs indujeron titulos altos de
anticuerpos.

Esta propiedad podria aprovecharse para la preparacién de vacunas
contra una gran variedad de patdgenos.
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En resumen, los efectos de la toxina LT de £. coli parecen alterar el
proceso de transporte de iones por lo menos en dos sitios diferentes donde
participa el AMPc. En las células epiteliales de las vellosidades el AMPc
inhibe la absorcién acoplada al sodio y cloro, y en las células cripticas
estimula la secrecién activa de iones. No se han excluido otros efectos que
pudieran presentarse. (Carpenter, 1980)

1.6 Comparacién entre las toxinas LT de E. cofi, y V. cholerae y las
producidas por otras enterobacterias.

La enterotoxina LT-I es muy parecida a la CT (toxina del célera). La
secuencia de aminoacidos es idéntica en la subunidad A de 240 aminoécidos
de 27 KDa. y en la B que forma un pentdmero de 103 aminodcidos de cada
unidad con 11.5 KDa. LT-I y CT comparten muchas caracteristicas
incluyendo la estructura de holotoxina, primer receptor idéntico, actividad
enzimatica y pruebas de actividad en animales. (Spangler, 1992) LT-I solo
muestra similitud en estos aspectos y esta en discusion que el modo de accidn
podria ser diferente a la CT. Por lo tanfo es clara la diferencia de la
enfermedad producida por la LT-l de y la CT. En algunas infecciones
debidas a LT-I la unién del ganglidsido GM1 es menos intensa que con CT.
Esas diferencias podrian influir favorablemente en la secrecion de la toxina y
facilitar 1a colonizacion del intestino . (Ver tabla 6)

La Enterotoxina LT-II de £. coli, comparte muchas caracteristicas con
LT-I pero han sido aisladas de animales y raramente de humanos. (Seriwatana,
1988) La subunidad A de LT-II es 55 a 77% idéntica con la subunidad A de
LT-I y CT, pero la subunidad LT-1I no muestra homologia con la subunidad
B de LT-I o CT. (Pickett, 1988) Dos miembros distintos de LT-II han sido
descritos, LT-Ila y LT-IIb con un parecido en un 71-66% en la secuencia de
las subunidades A y B respectivamente. (Pickett, 1989)

Estudios genéticos y de hibridacion de DNA, sugieren que los genes
para CT no son codificados por pldsmidos como en el caso de la toxina LT de
E. coli. (Smith, 1968)

Los genes que codifican para CT han sido clonados de un niimero
diferente de cepas de V. cholerae. La secuencia de genes de CT también
indican que la subunidad A y B, son inicialmente sintetizadas con 18 y 21
sefiales de aminoacido terminal respectivamente.
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TABLA 6

Caracteristicas de las enterotoxinas de Vibrio cholerae y de Escherichia coli,

PROPIEDADES

M

Subunidades

Resist , al calor{100°C,15 min)
Resist. a los acidos.
Naturaleza quimica.
Reécepiores enamucosa.
Accibn bioquimica

Accion fisiologica

Propiedades inmunolégicas
Anticuerpos neutralizantes

Meétodos de ensayo

Contral genético
Factores de colonizacién

Serotipos

Toxina de Fibrio choferac

84,000

AYB

se inactiva

se inactiva

Protéica

Gangligsida GM,

Activa adenilate -ciclasa
Prolongada hipersecresion
después de la fase log.

Relacionada estrechamente a
LT.
Produce
Modelos animales
Cultivos celulares
Métados inmunologicos
Cromosomico
Ninguna proteina estructural
conocida, los flagelos pueden
ser importantes.
Ogawa, Inaba,

Toxina LT de K. coli

73,000-95,000

AYB

se inactiva

se inactiva

Protéica

Gangliosido GM,

Activa adentlato-ciclasa
Prolongada hipersecresion
después de la fase log.

Relacionada estrechamente

aCTyaotras LT,

Produce

Modelos animales

Cultivos celulares

Métodos inmunolégicos
Plasmidos

CFA/l y CFA/Il mediada por
plasmidos y otros por ser
identificados.
Los mas comunes 06K15HI16
08K449, 078H1 1, 078H!12

(43

(Finkelstein, 1976)




CT y LT son reguladas genéticamente por diferentes regiones (
Melkalanos, 1983) , las mutaciones que afectan la regulacién de toxina
colérica no afectan a la sintesis de la LT (Neill, 1983) y la regulacién del
gene clonado de Ia toxina colérica toxR, no tiene efecto en la sintesis de LT.
(Miiler, 1984) La accién de la asparagina y Ia serina son importantes para
estimular la produccidn de toxina CT. Se ha confirmado que la adicién de
fosfato, magnesio y hierro es importante, porque estimulan la utilizacion de
asparagina y serina.

Diversas especies producen toxinas que son bioguimicamente o
genéticamente parecidas a LT o ST de E. coli. En muchos casos los genes que
codifican para esas toxinas no estan bién caracterizados.

Yersinia enterocolitica produce una toxina termaoestable parecida a STI
causante de diarrea por activacion de guanilato ciclasa. (Rao M.C., 1981)

Se ha reportado que Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae y
Shigella flexneri producen Sts que son activas en raton lactante. (Klipstein,
1976)

Klebsiella y Enterobacter han sido reportadas por producir toxinas
parecidas a la toxina L.T de E. coli. Fué reportado que el antisuero de 1a toxina
LT de Enterobacter, neutraliza parcialmente Ia actividad de las toxinas LT de
Enterobacter, Escherichia coli y Klebsiella pero no la CT. El antisuero para
CT neutraliza la actividad de toxinas L.T de E. coli y Kiebsiella. (Klipstein
1977 ; Holmes, 1995)

Aeromonas hydrophila produce una enterotoxina que ha sido separada
bioquimicamente y genéticamente de la citotoxina y hemolisina, Las
enterotoxinas de Aeromonas son distintas de la CT ,la LT y la ST de E. coli |
porque su efecto en cultivo celular es menos pronunciado que el de LT o CT.
La acumulacion de liquido en asa {leal es tan rdpida como en ST, vy de una
larga duracién como en CT. La similitud inmunolégica de la enterotoxina de
Aeromonas con la CT es controversial y no se ha observado relacion con LT,
(Turnbull, 1984)

Algunas especies de Salmonella, tienen actividad enterotoxigénica.
(Koupal, 1975). Dos factores de permeabilidad en piel aislados de S
typhimurium, difieren en tiempo de estabilidad poniendo en tela de juicio la
reaccibn de induccion e induracién en piel de conejo. El factor de
permeabilidad LT de E. coli causa una demora en la reaccion de induracion,
£s una enterotoxina que causa acumulacién e incremento de AMPc en asas
ligadas de conejo, y en pruebas de cultivo de células CHO de ovario de
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hamster chino. Esas actividades fueron neutralizadas por la antitoxina del
colera. (Sandefur, 1977) La enterotoxina de Sa/monella ha sido purificada y
estd relacionada inmunolégicamente y bioquimicamente con la CT(
Finkelstein, 1983)

Pseudomona aeruginosa produce una enterotoxina LT, ( Kubota, 1971)
la cual parece tener la misma actividad de factor de permeabilidad vascular,
porque 28 cepas dieron respuesta positiva en piel y en asas ligadas.
(Shriniwas, 1979) También puede producir toxinas ST ademés de LT, 5 de
21 casos de cepas aisladas fueron detectados ser STIb por pruebas de
hibridizacién de DNA. (Timmis, 1984)

Una enterotoxina de Campylobacter jejuni parece ser mas cercana
inmunolégicamente a LT de £. coli que a la CT. (Klipstein, 1977)

Algunas cepas de £. coli producen ademas de la toxina LT que estd
relacionada con la CT, una segunda enterotoxina que es sinmlar en actividad
biolégica a LT, pero no es neutralizada por antitoxina LT o CT. Los genes
para esta toxina parecida a LT, no han sido identificados pero parecen no estar
asociados a plasmidos. (Green, 1983)

1.7 Importancia de la toxina LT de E. coli en los alimentos.

Se ha encontrado E. coh enteropatéega durante la fabricacion de ciertos
tipos de quesos madurados, como en el caso del camembert en donde durante
la fabricacion de éste se encontraton 107 células/ g. , después de S horas de
incubacion. Mas tarde al agregar el inoculo de Penicillium camamberti y
tratando previamente la leche con penicilina, se presentaba un aumento en la
poblacién de . coli en el queso de aproximadamente de 107/g., a las 10
semanas. Algunas cepas de E. coli fueron clasificadas como enteropatogenas.
Esto demuestra que a pesar de ciertos tratamientos a los quesos, E. coli puede
prevalecer en ellos y ser un agente potencial productor de enfermedad
diarreica.

Se menciona en un estudio que el 12 de Noviembre vy el 8 de Diciembre
de 1971, por lo menos 227 personas en 8 estados de E.U. enfermaron de
gastroenteritis aguda a las 24 horas después del consumo de queso importado
francés Camembert o Brie. (Park, 1973)

Los brotes de origen alimentario causados por E. coli se han asociado al

consumo de leche, helado, kefir, quesos y otros derivados lacteos. (Bonita,
1980)
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Sack y col. (1977), encontraron que el 13% de cepas aisladas de
alimentos de origen animal, inclayendo tres tipos diferentes de quesos blandos
producian toxina termolabil o termoestable,

Mehiman y col. (1976) encontraron que los productos licteos y
alimentos frescos son importantes vehiculos de transmisién de patdgenos
como E. coli enterotoxigénica, ya que fué detectada en quesos blandos
fermentados.

Bonita y Cols. en 1980 aislaron £. coli enterotoxigénica en quesos
disponibles en el comercio, encontrando los clasicos serotipos productores de
LT. ‘

En otro estudio realizado por Bernadette y cols. (1987), establecieron la
incidencia de ETEC en ahmentos crudos y cocinados de origen vegetal y
animal, consumidos usualmente en la ciudad de Sao Paulo Brazil, donde cepas
de £ coli enterotoxigénica se encontaron en un 35% de los alimentos,
predominando solamente cepas de ETEC productoras de toxina LT.

Varios brotes de gastroenteritis en diferentes partes del mundo, como
Brazil, Argentina, India, México etc., fueron asociados con el consumo de
alimentos y agua contaminada con ETEC. (Danielson, 1979) y (Lumish, 1980)

En una revisidn por Sosa L.P. y cols. (1988) se menciond que las
infecciones gastrointestinales representan un grave problema para las
autoridades sanitarias, fundamentalmente en paises subdesarroliados como ya
se habia mencionado anteriormente ya que son responsables de una alta
morbilidad y mortalidad en infantes. Se subraya ademads que viajeros, personas
inmunocomprometidas y pacientes hospitalizados se encuentran en riesgo de
contraer la enfermedad v en algunos casos puede ocasionarles hasta la muerte.

Los patogenos implicados son frecuentemente E. coli enterotoxigénica
(ETEC). E. coli enteropatégena (EPEC), Shigella, Vibrio cholerae,
Campylobacter, Salmonella y Rotavirus, los cuales son comunmente
encontrados en el agua y alimentos que se han manejado en condiciones
pobres de higiene. (Wadstrom, 1975)

Existe en nuestro pais informacion sobre los agentes etiologicos que son
con mayor frecuencia se presentan en los alimentos. Sin embargo se sabe poco
sobre la epidemiologia de las infecciones intestinales del hombre causadas por
colibacilos enterotoxigénicos, aunque parece tener distribucion universal. Son
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patdgenos en adultos pero con mayor frecuencia en nifios, las infecciones
pueden ser esporidicas o epidémicas y explican muchas de las llamadas
diarreas del viajero.

ETEC no esta considerada como un peligro por el consumo de
alimentos contaminados en paises que tienen estandares de alta sanidad.

La contaminacién del agua con heces de humanos puede contaminar los
alimentos, al igual que los manipuladores.

Existe en nuestro pais una informacién sobre los agentes etioldgicos,
colibacilos enterotoxigénicos, que con mayor frecuencia se presentan, aunque
parecen tener distribucion universal.

En el periodo de 1969-1972 se registraron 122 brotes en Japon. En la
decada pasada se presentaron cuatro grandes brotes de gastroenteritis por
ETEC en los Estados Unidos. Maés tarde en 1975, experimentaron diarrea 30
pasajeros de dos cruceros que viajaban a Miami donde se sefialo que la causa
podria ser el consumo de coktail de jaiba. En 1980, 415 personas
experimentaron diarrea por el consumo de alimentos en un reataurant de
comida mexicana donde se atribuyd la contaminacton a un manipulador
enfermo.

En 1981, 282 individuos de un personal de 3,000 en un hospital de
Texas, presentd gastroenteritis por ETEC por el consumo de comida en la
cafeteria de ese lugar.

También se han brotes por ETEC en Islandia durante febrero de 1994.
(Hipertext, 1998)

Se ha reportado que es necesaria la presencia en alimentos de cuando
menos 10° ufc/g es la dosis que se requiere para provocar la enfermedad, lo
que sugiere contaminacion fecal o deficiencias en la refrigeracién del alimento
implicado.

Se han realizado estudios con voluntarios a los que se les han
suministrado 100 millones de bacterias de £. coli enterotoxigénica, las que
colonizan al intestino y producen toxinas, con estas dosis se puede inducir
diarrea en 24 horas. En nifios pueden requerirse pocos organismos para que la
infeccion se establezca. (Fernandez, 1981)

El queso puede constituir un medio propicio para el ingreso y desarrollo

de microorganismos patégenos.los resultados obtenidos en los Laboratorios
Nacionales de Reefrencia de la Secretaria de Salud apoyan lo anterior, pues se
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ha observado que los quesos analizados rutinariamente suelen presentar cifras
elevadas de bacterias coliformes totales y fecales. (Sosa, 1988)

La mala alimentacion y ¢l no tomar leche materna hace mas susceptible
a los individuos a la accién de bacterias productoras de enfermedades
diarreicas. En los recién nacidos que no son amamantados y por consiguiente
no reciben los anticuerpos presentes en el calostro se han encontrado que son
mas susceptibles al no ingerir los anticuerpos contra algun antigeno de
adherencia, toxinas o antigenos somaticos de E. coli patdgena que van en el
calostro. (Cruz y col., 1981)
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JUSTIFICACION:

Se establecié que E.coli enerotoxigénica produce diarreas en humanos
colomizando la region anterior del intestino delgado, se estima que la dosis de
E. coli toxigénica que debe ser consumida para causar enfermedad est4 entre
10®y 10° ufc. Las cepas enterotoxigénicas han sido encontradas en una gran
variedad de alimentos incluyendo derivados lacteos, por lo tanto con este
estudio se pretende poner en evidencia la posibilidad de que las cepas
enterotoxigénicas produzean toxina LT durante su desarrolle en estos
productos.

Con la disponibilidad de técnicas de Biologia molecular, los alimentos
podrian ser analizados directamente para evidenciar la presencia de E. colf
enterotoxigénica en un tiempo alrededor de tres dias.

Aunque como se sabe de la gran sensibilidad de las pruebas genéticas,
la infraestructura que se requiere y el costo de reactivos coma los primers, no
siempre estan al alcance de los laboratorios en donde se realizan pruebas
rutinarias de analisis microbiolégico de alimentos, por lo que es importante
contar con otros métodos que pennitan realizar 1a deteccion de la toxina LT de
E. eoli. '

Los métodos alternativos que involucran el aislamiento de E. cofi en
placas con medios enriquecidos, v la subsecuente coufirmacion de las cepas
toxigénicas por métodos convensionales para detectar la produccidén de la
toxina LT, lleva por lo menos siete dias. Por lo que el presente trabajo tiene el
chjetivo de detectar 1a toxina directamente en el alimento comparando las
técnicas impunoldgicas del dot-ELISA y de Qucherlony.

Aunque ¢l presente trabajo esta dirigido especialmente al estudio de
ETEC productora de toxina LT, en quesos frescos, también se podrian
evidenciar en este grupo de ahmentos otros patégenos intestinales productores
de toxina semejante a la termolabil.
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2. OBIJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Detectar la toxina LT de E. coli directamente en quesos frescos.

OBJETIVOS PARTICULARES

Producir la toxina LT,

Purificar y caracterizar la toxina obtenida.
Obtener y titular la antitoxina LT producida.

Valorar la eficiencia en la deteccién de la toxina LT, mediante las
Pruebas de Quchterlony y dot-ELISA.,

Investigar la presencia de la toxina LT en quesos comerciales.
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3. METODOLOGIA
3.1 MATERIAL BIOLOGICO

3.1.1 Cepas Bacterianas:

Se utilizé una cepa de £ coli enterotoxigénica (H10407 ATCO)
probada en cultivo de células Vero y en pruebas de hibridacién : “colony blot”
y PCR para produccién de toxina termolabil (LT), y otra no toxigénica
(8739ATCC), ambas donadas por el Instituto Nacional de Referencia
Epidemiolégica de la Secretaria de Salud.

3.1.2 Animales;

Para la obtencién de antitoxina v para las pruebas de actividad de la
toxina “in vivo”, se utilizaron conejos Nueva Zelanda de 3Kg. de peso.

3.1.3 Reactivos
3.1.4 Conjugado:
Anti-IgG de conejo unido a peroxidasa, para la titulacidn de la
antitoxina por dot-ELISA de laboratorios Sigma Chemical Company.
3.1.5 Toxina purificada de Vibrio cholerae.

3.2 Medios de cultivo:

Medio de Caye para promover la produccién de la toxina LT de
Escherichia coli. ( Ver apéndice).

Para el aislamiento de coliforimes se utilizo:

- Caldo infusion cerebro corazén No. 112-1
- Apgar infusién cerebro corazon No. 147-1
- Agar Mac Conkey No. 109-1
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Para tipificacion bioquimica:

- Agar de hierrro triple azicar No. 114-1
- Agar citrato de simmons No. 216-1
- Agar hierro lisina No. 131-1

- Medios semisolidos:

- QF, Oxidacién , Fermentacién No. 261-1
- SIM No. 101-1
Para conteo de coliformes toales y fecales:

- Caldo lauril sulfato triptosa No. 238-1
- Caldo lactosado No. 117-1
- Caldo bilis verde brillante No. 115-1

Los medios de cultivo fueron de marca Bioxon.
Los reactivos utilizados en este trabajo fueron grado reactivo, de
marcas: Merck, Sigma, v Baker.

3.3 Produccion de la toxina (LT) de E. coli.
3.3.1 Replicacion de la cepa toxigénica.

Para la produccion de la toxina se utilizd la cepa de E. coli HI0407
productora de toxina LT. Segin metodologia de Doyle J. Evans (1974), se
sembré en 80 ml. de medio de Caye e incubé durante 18 horas a 37°C con
agitacion de 135-140 r p m. Posteriormente se inoculd con 5 ml. del cultivo de
18 horas en 12 matraces con 50 ml. de medio Caye preparado con 0.15 % de
extracto de levadura. Se incubd nuevamente por 6 horas bajo las condiciones
anteriores. Se centrifugo a 12,000g durante 20 minutos . Las células se lavaron
tres veces con 320, 160 v 80 ml de regulador tris 002 M, pH 8
respectivamente.
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3.3.2 Induccién de la liberacién de la toxina LT con polymixina B.

Las células obtenidas después de los lavados descritos anteriormente, se
resuspendieron en 40 ml. de regulador tris pH 6.6 constituido por 2 mg. de
sulfato de polymixina B, 0.9 % de NaCl disuelto en 15 ml. de regulador tris-
clorhidrico. Posteriormente se incubaron a 37° C con agitacion a 100 rpm.
durante una hora. Después de la incubacion, las células se removieron del
regulador para liberar la toxina por centrifugacion a 12000 g durante 20
minutos siguiendo la técnica descrita por Doyle §. Evans (1974).

3.3.3 Precipitacién de la toxina con sulfato de amonio.

I.a toxina suspendida en el regulador se colocd en un bafio de hielo y se
le agregd lentamente vy con agitacion una solucidn de sulfato de amonio al 80
% de saturacion. El precipitado se colectd por centrifugacion a 16,000 g
durante 15 minutos, la pastilia fué¢ suspendida en 4.5 ml. de 0.02 M de tnis-
clorhidrico pH 8 contentendo 2 ml. de EDTA. Se dializ6 durante 24 horas con
dos cambios de agua destilada, para eliminar ei sulfato de amonio y se
concentrd la toxina mediante una deshidratacion, cubniendo la bolsa de
didlisis con un agente higroscdpico, azicar glass. (Clements, 1979)

3.3.4 Cuantificacién de proteinas por ¢l método de Bradford.
A la muestra dializada y concentrada se le determind la concentracion
de proteinas utilizando el método Bradford (1976).

3.4 Produccién de suero hiperinmune,

La antitoxina contra LT parcialmente purificada, fué obtenida en
conejos adultos Nueva Zelanda, mediante 5 inoculaciones subcutaneas, una
por semana de 1 ml. cada una, en una concentracién de 4.7 mg/ml de la toxina
obtenida. Las tres inoculaciones iniciales fueron realizadas con adyuvante
completo de Freund, y las dos tltimas se realizaron con adyuvante incompleto
de Freund . (Doyle J. Evans, 1974)
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3.5 Titulacién de la toxina semipurificada.

En esta prueba se detectd la toxina LT por la prueba del dot-ELISA
haciendo diluciones de ésta de 1/5, 1/25, 1/625, 1/1250, 1/ 2500, 1/5000,
1710000, con la finalidad de verificar la concentraciéon minima de toxina que
es detectada por la prueba. Se colocaron 5 jul de la antitoxina en circulos
pequefios de papel! de nitrocelulosa de poro 0.22 mm., se dejaron secar a
temperatura ambiente, se bloquearon Ios espacios libres del papel con leche
descremada al 5% / TBS (ver apéndice) durante 1 hora. Posteriormente se
lavaron 3 veces con TBS / Tween 20 al 0.05 % (ver apéndice), después de los
lavados se colocd 0.2 yil de 1a toxina cruda diluida, y se dejaron en agitacion
a 100 rpm durante una hora; después se lavaron los discos con TBS / Tween,
una vez realizado ésto se coloco €l conjugado (anticuerpo anticonejo
peroxidasa) 1:5000 y se sometidé a agitacién durante 1 hora, se lavaron
nuevamente y por Uitimo se expusieron a 150 z¢1. de solucidon reveladora. (ver
apéndice)

3.6 Corrimiento electroforético de la toxina semipurificada obtenida.

Se utilizaron geles de poliacrilamida dodecil sulfato de sodio (SDS) al
12.5 %, uno de concentracion al 3.7 % y una solucién amortiguadora de
corrimiento de Tris 0.025 M, Glicina 0.192 M SDS 0.1 % a pH 8.3. (ver
apéndice) Después de preparada esta mezcla, se virtid rapidamente a la
camara de electroforesis. Se dejé6 polimenzar y se agregd el gel de
concentracion y se coloco el peine de 15 dientes retirandolo al polimerizar el
gel. ‘

Esto proporciond los carriles para colocar las muestras de los
sobrenadantes a probar. (Laemmli, 1970)

3.6.1 Procedimiento para el corrimiento de las muestras.

Con base en los resultados obtenidos en la determinacién de la toxina
LT de E. coli y de la del Vibrio cholerae ,se tomaron 20 microlitros (141} de
las muestras problema para que tuvieran una concentracién aproximada de 20

148,
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de proteina, se¢ les adiciond un volumen igual de solucién digestora (ver
apéndice), se mezclaron y sometieron a ebullicion en bafio Maria durante 3
minutos; una vez que se prepar6 la muestra, con una jeringa Hamilton se
colocaron 204.] para cada muestra en los carriles del gel de concentracion; ala
par se corrieron muestras con marcadores de peso molecular conocido, como
albimina sérica bovina de PM 66,000 d., Albimina de huevo de PM 45,000
d., y Tripsindgeno de PM. 24,000 d., con la finalidad de tener puntos de
referencia y asi poder realizar el cilculo de Jos pesos moleculares de la toxina
(LT) presente en la muestra.

El corrimiento electroforetico se realizé a 20 mA hasta que las muestras
penetraron en el gel de separacion y posteriormente a 25 mA hasta el
momento en que el colorante de referencia llegd al punto final del gel de
separacion.

3.6.2 Tincién de geles de poliacrilamida-dodecilsulfato de sodio con azul
de Coomassie.

Después de finalizada 1a electroforesis, se desensamblaron los moldes
del gel cuidadosamente, se separo el gel concentrador del gel separador, y se
sumergid en una solucion para tefiir (ver apéndice) durante un lapso de 12
horas. Transcurrido el tiempo se sacd con mucho cuidado y se sumergio en
solucion decolorante I (ver apéndice), con agitacion durante | hora. Después
se transfirié a una solucidn decolorante H (ver apéndice) hasta que el colorante
del gel se elimind y se manifestaron las bandas de proteinas. (Barcenas , 1993)

3.6.3 Deshidratacion de los geles de poliacrilamida dodecilsulfato de
sodio.

Los geles ya decolorados se sumergieron en una solucién conservadora
(metanol 50 %, glicerol 10 % y agua 40 % ) y se mantuvieron en refrigeracién
durante 12 horas. Posteriormente se deshidrataron, utilizando el secador
(Hoefer-Scientific-Instruments-Drygeljr modelo SE540), colocandolos en la
parrilla a T = 37°C, sobre papel filtro Whatman No. 1 y sobre ellos una placa
de pléstico flexible para sellar el sistema y poder conectar el vacio quedando
deshidratados en una hora para su analisis posterior. (Barcenas, 1993)
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3.6.4 Curva patrén de movilidad relativa de proteinas.

Se realizé una curva patrén graficando en el eje de ias ordenadas el
logaritmo de los pesos moleculares de las proteinas de referencia y en el eje
de las abcisas, la movilidad relativa de las proteinas en el gel de
poliacrilamida. En la grafica ajustada por el tratamiento matemaético de
minimos cuadrados y por una regresion lineal, se obtuvo el valor del peso
molecular de la toxina problema. (Bradford, 1976)

3.6.4.1 Calculo del coeficiente de movilidad relativa (Rf) de las proteinas.

Este coeficiente fué calculado de la siguiente formula:

Distancia recorrida por las proteinas (bandas).
Rf =

Distancia total recorrida por la muestra.

Esta movilidad se obtiene por el desplazamiento que tienen las
proteinas de peso molecular conocido con respecto a la distancia total que
recorre la muestra.

3.7 Transferencia de la toxina LT de E. coli semipurificada y LT de
Vibrio cholerae en papel de nitrocelulosa.

Se coloco cuidadosamente el gel de poliacrilamida con las proteinas que
se van a transferir sobre un papel filtro de nitrocelulosa humedecido
anteriormente con el amortiguador de transferencia, (ver apéndice) y se
procedié a colocar los elementos para la técnica de la siguiente manera:
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catodo positivo
acrilico
fibra
papel filtro
fibra
acrilico
anodo en el fondo

Estos elementos se colocaron en el cassette del aparato de
electrotrasferencia {Genie Blotter modelo 4017, Idea Scientific Company).

Cuando se coloco el papel sobre el gel, se verificd que no existieran
burbujas entre ambas superficies, ya que esto puede originar que la
transferencia sea inadecuada. Posteriormente se coloco el cassette en la
camara de transferencia, y se conectaron los ¢lectrodos de tal manera que el
catodo quedara del lado del gel y se conectd el sistema a la fuente de poder
(Batery Charger Schaver Mod. 4612, IDEA Scientific Company). La
transferencia se realizd durante hora y media a 12 volts, cuando esta terminé
se cortaron tiras de 0.5 mm. del papel con las proteinas transferidas, o sea las
muestras de toxina LT de 2. coli y la toxina de Vibrio cholerae. Se procedid
a detectarlas mediante la tincion de negro de amido. (Barcenas, 1993)

3.7.1 Tincién de negro de amido de las proteinas transferidas.

La tira de papel de nitrocetulosa se colocd en un recipiente conteniendo
una solucion de negro de amido al 0.1 % (ver apéndice) por un lapso de 5 min,
pasado este tiempo, se lavo con agua destilada por 1 min, y posteriormente
con la solucion decolorante (ver apéndice), las veces necesarias hasta que se
observaron la aparicion de bandas. Finalmente se enjuagd con agua destilada
para remover los residuos de la solucion destefiidora dejando secar al aire.

El papel de NC con las proteinas transferidas se coloco en un recipiente
con la solucion de bloqueo durante 1 hora en agitacién. Se hicieron siete
lavados con regulador TBS-Tween 20 al 0.05% y posteriormente se cortaron
las tiras de 5 mm de ancho y se colocaron dentro de tubos de ensaye. Después
se agregd 1 ml. de la antitoxina LT diluida 1:5 y se incub6 durante 1 hora en
agitacion a temperatura ambiente.
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Posteriormente a las tiras se les hicieron 7 lavados con regulador TBS-
Tween 20 al 0.05%. Inmediatamente se le agregd 1 ml. del conjugado,
(anticuerpo-anti-conejo con peroxidasa), se incub¢ durante 1 hora en agitacion
a temperatura ambiente. Posteriormente se les realizaron una serie de lavados,
después se colocd 1 ml de solucion de revelado, se incubd 15 minutos, se
lavaron las tiras con TBS y por ultimo se dejaron secar a temperatura
ambiente, Las bandas se tifiieron de color violeta. (Barcenas, 1993)

3.8 Titulacién del antisuerc obtenide a partir de LT semipurificada de
E. coli , por la prueba del dot-ELISA.

Se colocaron 5 ;4| de la toxina semipurificada en pequefios circulos de
papel de nitrocelulosa de poro 0.22 mm., se dejaron secar a temperatura
ambiente, se bloquearon los espacios libres del papel con leche descremada al
5 % / TBS (ver apéndice) durante 1 hora. Posteriormente se lavaron 3 veces
con TBS / Tween 20 al 0.05 % (ver apéndice), después de los lavados se
colocd 0.2 ul de suero diluido (1: 10, 1: 20. 1: 40, 1: 80, 1: 160, 1: 320, 1: 640,
1: 1280, 1: 2560, 1: 5120} y se dejaron en agitacién a 100 rpm durante una
hora; después se lavaron los discos con TBS / Tween, una vez realizado esto
se coloco el conjugado (anticuerpo anticonejo con peroxidasa) 1: 5000 y se
sometid a agitacion durante 1 hora, se lavaron nuevamente y por ultimo se
expusieron a 150 s, de la solucion reveladora. (ver apéndice) El titulo se
determiné come la méxima dilucién en donde el color de la solucién
reveladora fué detectado claramente. (Zhang Hong, 1984)

3.9 Deteccion de la toxina LT de E. coli en quesos producidos
experimentalmente,

3.9.1 Obtencién del queso experimental.

Se utiliz6 leche bronca de vaca, la cudl fué sometida a pasteurizacion
lenta a 65° C durante 30 minutos, y se le realizd conteo de coliformes. Para la
elaboracién de la cuajada, se adiciono a la leche Ca Cl, en una proporcion de
0.1 a 0.3 por cada 10 litros de leche, posteriormente se agregd el cuajo a una
temperatura de 35° C en una proporcion de 3.5 ml. por cada 10 litros de leche.
El cuajo se diluy6é en agua estéril antes de agregarlo a la leche, para que se
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dispersara mejor y la coagulacién fuera uniforme; se dejé reposar durante un
tiempo de 20-30 minutos hasta la formacion de la cuajada.

Se verifico esta coagulacion separando una de las puntas de la cuajada y
se procedio a cortarla en cuadros aproximadamente de 1-2 cms, para facilitar
el desuerado y se agitd lentamente hasta que tomé consistencia, La cuajada se
dejé reposar hasta quedar totalmente desuerada.

Se desalojo el suero, y al mismo tiempo se fué presionando la cuajada,
de tal modo que se formaron bloques compactos, estos se empalmaron uno
con otro hasta desplazar por completo el suero.

Se continud con el corte de estos bloques adicionandoles sal en una
proporcion del 3 al 4% del peso de la cuajada mezclandola perfectamente.

Finalmente se colocd la cuajada en moldes conteniendo una manta
limpia y estirada para evitar que la superficie del queso quedara defectuosa;
los moldes quedaron llenos y uniformes, se dejaron reposar prensados con una
prensa de 1 kg. de peso durante 12 horas.

3.9.2 Determinaciin de coliformes en agar MacConkey.

Se sembré una muestra del queso terminado en agar MacConkey para
aislar e identificar bacterias fermentadoras de lactosa.

3.9.3 Implementacion de la técnica del dot-ELISA e inmunodifusién en
agarosa para detectar toxina LT en cepas de E. coli incubadas a
diferentes temperaturas.

Se inocularon dos trozos de quesos de aproximadamente 3 g. con E. coli
LT (+) y otro con LT (-), el inéculo fué ajustado auna D. O. de 0.1 a una
longitud de onda de 595 nm., se dividieron en tres fragmentos y se incubaron
a 37°C, medio ambiente y 4°C respectivamente, durante 18 horas.
Posteriormente, se valoré la produccion de la toxina, en cada queso mediante
la técnica del DOT- ELISA y por inmunodifusién en agarosa, utilizando
como control positivo la toxina concentrada, y negativo solucion salina al
0.85%., ademas de la cuantificacion de ufc / ml. por el método de Miles y
Misra descrito por (Fernandez 1981).

3.93.1 Deteccion de la toxina LT por dot-Elisa en gquesos inoculados
con E. coli con y sin inactivacién de la peroxidasa enddgena.

Después de la inoculacion de los quesos a las diferentes temperaturas,
ya mencionadas, se tomaron muestras cada 30 min., se homogeneizd
aproximadamente 1 g. de cada queso con solucién salina al 0.85 %, se
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centrifugaron a 3000 rpm en tubos Eppendorf y se determind en el
sobrenadante la toxina LT de £ coli por la técnica del dot-ELISA citada
anteriormente para la titulaciéon de la toxina, con previa inactivacion de
peroxidasas endégenas.  Se tomaron 5 ul, colocandolos en discos de papel de
nitrocelulosa, se dejaron secar y se pusieron en contacto con H;O; al 30%
durante 5 minutos para inactivar a dichas enzimas , posteriormente se lavaron
con TBS , se bloquearon con leche descremada al 5% TBS, mas tarde se les
agregs 0.2 4.1 de antisuero diluido, se agitaron durante 1 hora, se lavaron con
TBS / Tween, y se les agregd el conjugado a una concentracion de 1: 5000 y
se dejaron reaccionar durante 1 hora, a 370C, se lavaron y sometieron a la
solucion reveladora. (Allan, 1985) Ver apéndice

3.9.3.2 Cuantificacién de E. coli en quesos inoculados.

También se realizaron diluciones decuples de cada muestra tomadas cada
30 minutos, se sembraron en agar MacConkey por el método de Miles y
Misra incubandolas a 37° C por 24 hr., para la cuantificacion de £. coli.

3.9.3.3 Deteccidn de Ia toxina LT en los quesos por inmunodifusién en
agarosa.

Se colocod en un matraz 0.5 g. de agarosa y se agregd 50 ml de soluciéon
salina fisioldgica pH 7.2, se calentd a fuego lento hasta que el agar se disolvid
y no se observan grumos.

Se agregd 1 ml de merthiolate blanco a una concentracion final de 1:
10000. Se colocaron 5 ml de agarosa caliente en portaobjetos secos y
desengrasados en una superficie plana con una pipeta ancha a cada laminilla
y se dejo gelificar a temperatura ambiente. Posteriormente el agar de los
portaobjetos se perford con un dado 0 molde perforador y el agar residual se
retird con un aplicador. Los orificios del agar se llenaron con diferentes
diluciones de la toxina y un pozo con toxina concentrada, y los pozos
contiguos con antisuero. Las laminillas se colocaron en una cdmara humeda
incubandose a temperatura ambiente por 24 hrs.

3.10 Trabajo de campo.

Una vez que se establecid el modelo experimental para la deteccion de [a
toxina LT de Escherichia coli en queso fresco se realizd un muestreo de
quesos comerciales para comprobar la presencia de toxina en estos productos
obtenidos de diferentes lugares coma: el tianguis : mercado establecido al
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aire libre en donde se reunen comerciantes en diferentes sitios y dias ,
mercado: sitio establecido en lugar fijo para vender mercancias , y
supermercado: establecimiento comercial donde la clientela se sirve asi
misma los diversos productos.

3.10.1 Determinacién de LT en quesos de tianguis, mercado y
superimercado.

Para esta prueba se hizo un muestreo de 96 piezas de queso fresco, de
las cuales se obtuvieron 36 de 4 tianguis ubicados en el municipio de
Cuautitlan Izcalli, de las colonias: Las palomas, Centro urbano, Atlanta, y
Ensuefios, donde de diferentes puestos se adquirieron 9 piezas de cada
tianguis. Los quesos de mercado que se obtuvieron fueron 30 , 8 del mercado
del Carmen, ubicado en la colonia de Infonavit Norte, 8 del mercado de
Infonavit centro, 7 del mercado de San Antonio y los dltimos 7 del mercado
de Romero Rubio, y finalmente el resto, se obtuvieron de tiendas de
autoservicio: las muestras fueron de quesos que se encontraban en oferta, y de
diferentes marcas. Los quesos fueron del tipo canasta, frescal, panela y doble
crema.

De los quesos, setomé 1 g. de cada uno y se homegeneizé con 10 mi,
solucién salina al 0.85 % estéril. Se colocaron las muestras en tubos
Eppendorf y se centrifugaron, tomando 5 ;4] del sobrenadante, se coloco en
discos de papel de nitrocelulosa, se dejaron secar a temperatura ambiente y se
bloquearon con leche descremada al 5 % en TBS. (ver apéndice) Se hicieron
lavados y se les colocd 25 i1 de antisuero LT 1:4000, se dejaron reaccionar
pdurante 1 hora a 37° C y se lavaron con una solucién de TBS / Tween, se les
colocod posteriormente 0.5 ul de suero anticonejo con peroxidadasa 1: 5000,
se les dejo reaccionar durante 1 hr. a 37° C en agitacion, se lavaron los discos
con TBS y después se les agregd 40 il de solucion reveladora durante 1
minuto aproximadamente y finalmente se enjuagaron con agua destilada, Para
esta prueba se utilizaron como controles positivos, a la toxina LT obtenida y
como control negativo sobrenadante de cultivo de E. coli no toxigénica.

3.10.2 Aislamiento de bacterias a partir de quesos positivos a LT.

Para esta prueba se utilizo 1 g de los quesos positivos a LT, se
homogeneizaron con solucion salina isotonica se centrifugaron a 3000 rpm
para separar las bacterias del sobrenadante, se sembrd con una asada, a partir
de la pastilla obtenida en medio de agar MacConkey, vy se incubaron por 18
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hrs. a 37° C, las colonias obtenidas se purificaron utilizando el mismo medio.
Finalmente se conservaron en agar nutritivo. A las cepas aisladas se les
realizaron pruebas bioquimicas para identificarlas siguiendo las indicaciones
del manual Cowan, se sembro en LIA, agar citratos, TSI, hidrolisis de la urea,
MR-VP, MIO, matonato, SIM, OF, indol, motilidad, produccién de H,S y
reduccidn de nitratos para establecer el género y especie.

3.103  Cuantificacion de coliformes totales y fecales en quesos de
tianguis, mercado y supermercado.

Para cuantificar coliformes totales, se tomd 1g de queso de cada una de
las 96 muestras, se maceraron y homogeneizaron, se realizaron tres diluciones
decuples de cada una y se sembraron por triplicado, en caldo Lauril Sulfato
Triptosa con tubos de Durban para wvalorar la produccion de gas, se
incubaron a 37°C de 18-48 horas, las muestras que presentaron resultados
positivos se sembraron en tubos con caldo lactosado, los cuales contenian
también campanas para detectar la produccion de gas, incubandose a 45°C de
24-48 hrs. Verificando asi la presencia de gas para evidenciar a los coliformes
fecales, lalectura se hizo en tablas de nimero mas probable. (NMP)

Esta técnica nos permitid vaiorar la produccion de gas, que es una cara
teristica importante no solo de Fscherichia coli sino también de bacterias
pertenecientes al grupo coliformes,

3.10.4 Prueba de actividad de la toxina LT *“in vive” a partir de
sobrenadantes de quesos positivos a LT.

Para esta prueba se obtuvieron los sobrenadantes de los quesos positivos
a LT por la prueba del dot-ELISA, después de su homogeneizacién y
centrifugacion se esterilizo el sobrenadante por filtracion, y se inocularon en
piel de conejo, rasurandolo previamente; las inoculaciones de 0.1 ml se
hicieron via intradérmica, en esta prueba se utilizaron como control positivo a
la toxina LT concentrada , sobrenadantes de quesos negativos a LT por dot-
ELISA y solucién salina fisiolégica.

La lectura de esta prueba se realizd observando los cambios que se
tuvieron en la piel del animal desde ¢l cambio en su tonalidad, inflamacién e
induracion etc. midiendo el didmetro de la lesion durante 24 a 72 horas.

53



RESULTADOS



4 RESULTADOS

4.1 Produccion de la toxina LT de E. coli.

La concentracion de proteinas del extracto fué de 4.7 mg/ ml., con una
D.0O.de 0.268 obtenida por la interpolacion de resultados en la curva patron
mostrada en la grafica 1 ajustada por el tratamiento matematico de minimos
cuadrados.

4.2 Corrimiento electroforético de la toxina obtenida.

La grafica 2 representa la curva patréon realizada con los valores
obtenidos del coeficiente de movilidad relativa (Rf) de las proteinas de peso
molecular conocido.

Los patrones electroforéticos en gel de poliacrilamida del extracto
obtenido a partir de la cepa de E. coli toxigénica y de las proteinas de PM
conocido, se muestran en la figura H, lo que indica que se obtuvieron 2
bandas, la primera corresponde a un PM = 24,000 daltons la que
corresponderia a la subunidad A y una zona de bandas correspondientes a un
PM = 11,000 daltons, las cuales forman el pentamero de la subunidad B de
PM = 56,000 daltons, las que posteriormente fueron detectadas por su
especificidad en una inmunotransferencia.

4.3 Produccion de fa antitoxina.
Después de cumplir con el esquema de inmunizacidn, empleando la
toxina LT semipurificada de L. coli, se obtuvo aproximadamente 30 ml. de

suero de conejo por sangria total.

4.3.1 Reaccion de Ia antitoxina obtenida con la toxina LT semipurificada
por Inmunoelectrotransferencia.

Después de la transferencia al papel de nitrocelulosa se evidencio la
especificidad que presenta el patrén antigénico de la toxina LT de E. coli y
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FIG.H
Patrén electroforético de la toxina LT semipurificada.
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el de la toxina de Vibrio cholerae los que fueron reconocidos por el antisuero
producido. ( Ver figura 1)

4.4 Titulacion de la toxina semipurificada.
En esta determinacion se detectd la toxina LT hasta la dilucion 1: 5000.

La prueba del dot-ELISA fue capaz de detectar 9.4 X 10”*mg / ml. de la
toxina semipurificada.

4.5  Titulacion de la antitoxina obtenida a partir de la toxina LT
semipurificada de E. cofi, por Pba. de dot- ELISA.

El titulo obtenido mediante l1a prueba del dot-ELISA fué de 1;: 2560 ,
para ser utilizado en las pruebas posteriores.
4.6 Determinacién de la toxina LT de E. coli en quesos producidos
experimentalmente.
4.6.1 Producciéon de queso fresco a nivel de laboratorio.

El rendimiento del queso obtenidoe fue'de 500g, / 4.5 litros de leche.
4.6.2 Determinacién de coliformes fecales en agar MacConkey.

En el queso obtenido experimentalmente no se aislaron coliformes en
concentraciones importantes, se obtuvieron entre 1 -2 ufc/ g,

4.6.3 Implementacion de la técnica de dot-ELISA para detectar toxina
LT en quesos inoculados con E. ¢oli incubadas a diferentes temperaturas.

La determinacion de la toxina LT de E. coli fué positiva por la prueba
del dot-ELISA en todas las temperaturas de incubacion a las que fué expuesta
la muestra de queso inoculado, y negativa en los quesos inoculados con una
cepa no enterotoxigénica.
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FIG 1

Reconocimiento de la antitéxina LT por la LT semipurificada obtenida y por la toxina de V.
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4.6.4 Deteccién de toxina LT por det-ELISA y cuantificacién de E. coli
en quesos inoculados.

En esta prueba se observd que el conteo de bacterias inoculadas en el
queso fresco producido experimentalmente, en el que se tomé muestra a
intervalos de 30 minutos para cuantificar bacterias se detectaron en promedio
valores de 1x10° ufc/ ml, en una hora y dieron positiva la prueba de deteccién
de toxina LT por dot-ELISA.

4.6.5 Determinaciéon de toxina LT por dot-ELISA en quesos con
inactivacion de peroxidasas endégenas.

La determinacién de la toxina fué negativa hasta la dilucion 1: 5120, por la
prueba del dot-ELISA y fue’ la prueba que se siguié empleando con los
diferentes quesos analizados. La inactivacién de las endoperoxidasas impidid
tener resultados falsos positivos por la presencia de peroxidasas enddgenas
que pudieran encontrarse en los quesos.

4.6.6 Prueba de Inmunodifusién en gel de agarosa.

En la prueba de inmunodifusion en agarosa, la toxina obtenida
fue detectada solamente cuvando se utilizd sin diluir, es decir la cantidad
minima para detectar la toxina fue'de 4.7 mg / ml.

4.7 Trabajo de campo.

4.7.1 Determinaciéon de LT en quesos de tianguis, mercado Yy
supermercado utilizando el  antisuero obtenido a partir de LT
semipurificada de E. coli.

De los quesos muestreados en tianguis, se obtuvieron un total de 30%
de muestras positivas a LT de un total de 36,

A nivel de mercado, se obtuvieron un total de 6/30 muestras positivas a la
toxina LT el que corresponde a un 20% y en los quesos procedentes de
supermercado, se obtuvieron 30 % de positividad de 30 quesos.. Estas
determinaciones se realizaron posteriormente inactivando peroxidasas
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obteniendo como resultados, en quesos de tianguis 13.2 %, mercado 13.3 % y

en los de supermercado 16.6 %. (Ver tabla 7)

4.8 Aislamiento de cepas de quesos frescos obtenidos de tianguis,
mercado y supermercado.

Se aislaron e identificaron bioquimicamente cepas lactosa positivas y
algunas lactosa negativas en los quesos que presentaron positiva la prueba de
deteccidn de la toxina LT.

Los resultados obtenidos de las pruebas bioquimicas aplicadas segun
Mac Faddin (1990), a las cepas aisladas de los quesos analizados que dieron
la prueba del dot-ELISA positiva a la toxina LT de £. coli, corresponden a los
siguientes géneros y especies:

Quesos de tianguis:

T11-29
T26-54
T11-59
T25-55
T26-55

Enterobucter aglomerany
Enterobacter hafiae
Enterobacter aglomerans
Kiehsiella spp.
Escherichia col

Quesos de mercado:

Mlé6

Citrobacter spp.
Enterobacter spp.

Quesos de supermercado:

A38-39
A59-17
A51-29
A51-28
A31-45
A39-33

Citrobacter spp.
Enterobacter aglomerans
Klebsiella spp.

Klebsiella spp.
Enterobacter aglomerans
Klebsiella spp.
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TABLA 7

Tabla de frecuencia de la toxina LT por prueba del dot-
ELISA con inactivacion de peroxidasas endogenas en

quesos frescos de diferentes fuentes.

dot-ELISA

QUESOS FRESCOS TOTAL %
+ -
TIANGUIS 5 31 36 13.2
MERCADO 4 26 30 133
SUPERMERCADO 5 25 30 16.6
14 82 96
% 14.5 85.5
X =1.02
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49  Cuantificacién de coliformes totales y fecales en quesos de tianguis,
mercado y supermercado.

En esta prueba se obtuvieron las concentraciones de coliformes totales

que se muestran en la tabla.(Ver tabla 8 )

4.10 Prueba de actividad de Ia toxina LT “in vive” a partir de

sobrenadantes de quesos positivos a LT,
La prueba de actividad bioldgica de la toxina LT detectada en los

queses muestreados, presentd positividad en las pruebas intradérmicas en el

conejo. (Vertabla 9y Fig. 1)
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TABLA 8

Coliformes fecales encontrados en los quesos analizados
positivos a la toxina LT de E, coli.

Quesos (+) a L.T

Tianguis
T11
T18
T26
T30
T36

Mercado
M9

M16
M24
M25

Superm‘ercado
A53
A56
AS7
A3l
A38

No. de coliformes fecales

1X 103 ufe/g.
1X10% ufe/g,
1 X 10° ufe/g.
1 X107 ufc/g.
1 X107 ufelg.

2X10° ufe/g.
90 ufc/g.

2X10° ufe/g.
1 X107 ufc/g.

1X10° ufe/g.
1 X107 ufe/g.
90 ufc /g.

1X10° ufe/g.
2X10* ufe/g.
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TABLA 9

Actividad bioldgica de la toxina LT cruda a partir de
sobrenadantes de los quesos (+) a LT por dot-ELISA.

Conejos 1 2 3
Quesos Tianguis Mercado Supermercado
dot Pha. dot  Pba. dot Pha.
Elisa Act, Biol. Elisa Act. Biol. Elisa Act. Biol.
T12 + + M25 + + A3l + +
T18 + + M24  + + ASl + +
T26 + + M23 <+ + AS3 + +
T36 + . + Ml16 + + AS6 + +
TiC - - M9 + + AS5ST + +
C+ + + T2C(-) - - T4C(-) - -
CcH) - - C(+) - -

C= Controt (+} Toxina LT
C= Control (-) Sobrenadantes de quesos (-) a LT.
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Prueba de actividad biolégica de la toxina LT obtenida de sobrenadantes de queso fresco.

Toxina LT de
queso fresco

99

FIG. J

Control negativo
E. coli no toxigénica




DISCUSION

Se logro obtener la toxina LT de E. coli , siguiendo las especificaciones
dadas por Evans y col,, haciendo crecer a la bacteria en medio de Caye, ¢
induciendo la liberacion de la enterotoxina con polimyxina B, obteniendo un
extracto que fué purificado segin  Clements y Finkelstein (1979),
precipitandola con sulfato de amonio y dializéndola durante 48 horas.

Finkelstein (1985), reporta que la toxina LT tiene un gran parecido en
estructura a la toxina de Vibrio cholerae, ésta presenta un PM de 85,000 d.
confirmandose por electroforésis en presencia de SDS en donde se observo
que [a toxina estd formada por 2 tipos de proteinas, una de PM de 25,500 Ia
cudl se ha designado A, y la otra de 56,000 la que se designé B. En
condiciones de disociacion se ha revelado que la proteina de 56,000 d, es un
agregado de 5 pequefias proteinas de PM de 11,500. Con respecto a la parte
de 25,000 daltons, bajo tratamiento drastico, se puede convertir en dos
proteinas de PM de 23,000 y 5,000 daltons, designadas A; y A,
respectivamente. { Clements , 1979) En este trabajo se encuentra que hay
proteinas en el extracto semipurificado de un cultivo de E. coli con esos pesos
moleculares.

El titulo de anticuerpos obtenido mediante la técnica del dot-ELISA,
después de cuatro semanas de realizada la inmunizacién, fué una clara
manifestacion de la capacidad antigénica de la toxina LT semipurificada de E.
coli. Como citan Vazquez, y Gonzalez (1996), esta técnica ha sido muy
utilizada para el diagnostico de diversas enfermedades infecciosas, asi como
para la deteccion de la toxina producida por ETEC.

El reconocimiento por inmunoelectrotransferencia de la toxina LT de E.
coli parcialmente purificada y la toxina del Vibrio cholerae por la anti LT
obtenida en este trabajo, nos indica que a pesar de que el antisuero producido
se obtuvo empleando una toxina LT semipurificada, fué sin embargo capaz de
reconocer la toxina LT de Vibrio cholerae, indicando que puede ser utilizado
en el diagnostico de la toxina en una muestra sospechosa de queso fresco.

Al estandarizar la prueba de deteccion de la toxina en los quesos
inoculados con E. coli, por el método del dot-ELISA, e incubindolos a
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diferentes temperaturas, permitio establecer que existe un riesgo que implica
la presencia de esta bacteria enterotoxigénica en ¢l queso ain mantenido en
condiciones de refrigeracion , la cudl suele ser entre 4 y 7° C en la mayoria de
los centros de expendio y mas atn si es a temperatura ambiente como ocurre
en los mercados tipo tianguis ( mercados ambulantes).

En otros estudios sobre la deteccién de la toxina LT, se ha utilizado la
prueba de inmunodifusidn en agarosa, como cita Clements J. (1978), quién
realizo un ensayo mediante esta técnica para manifestar la relacion existente
entre la toxna LT de E coli y la toxina (CT) de Vibrio cholerae,
evidenciando las relaciones entre la regién B de la toxina del Vibrio cholerae
y la toxina LT de E. coli. Sin embargo en este trabajo para la inmunodifusion
realizada, el reconocimiento antigénico solo se logré cuando se utilizé el
extracto en donde se encontraba la toxina con una concentracion de 4.7 mg /
ml, resultando negativa en los diferentes quesos inoculados, lo que indicaria la
baja sensibilidad de esta prueba.

La prueba del dot-ELISA fué lo suficientemente sensible para detectar
la dosis de toxina liberada por E. coli inoculada en los quesos.

Ya que la peroxidasa existe en forma npatural tanto en tejidos de
animales o en sus productos biologicos como la leche y por lo tanto en
quesos, fue necesario adicionar peréxido de hidrégeno a las muestras para
inactivar Jas endoperoxidasas propias de los quesos y evitar resultados falsos
positivos en este estudio. (Jay. 1990, Allan, 1985) Como se observa en la
tabla 12 el niimero inicial de quesos positivos a LT por la técnica del dot-
ELISA en los quesos obtenidos de tianguis fue de 11, los de mercado 6 y los
de supermercado 9, después del tratamiento con perdxido se obtuvieron: 5,
4 y 5 respectivamente, lo cual indica, que es indispensable realizar el
tratamiento de las muestras con peroxidasas para eliminar resultados falsos
positivos, ya que la prueba del dot-ELISA utiliza antisuero con peroxidasas.

Si en los estudios realizados por Bomita A. Glatz y col. (1979),
obtuvieron la produccion de enterotoxina por el desarrollo de £. coli en leche,
era muy probable detectarla también en derivados lacteos como los quesos, los
cuales en ocasiones son elaborados con leche cruda y aunado a esto estan las
malas condiciones de almacenamiento, expendio y la manipulacion poco
higiénica de los mismos, especialmente en los quesos expendidos en mercados
ambulantes donde carecen de una conservacién adecuada; en este caso los
quesos se mantienen durante el tiempo de su comercializacion a temperatura
ambiente y expuestos al aire, polvo, y contaminacion ambiental. En los
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quesos de mercado y tiendas de autoservicio, el porcentaje fue” menor 13.3%
y 16.6% respectivemente, aunque debe considerarse alto para este tipo de
establecimientos. Posiblemente se debe a que parte del tiempo los mantienen
a temperaturas de refrigeracion, pero para comercializarlo la temperatura de
expendio es inadecuada, podria haber también el problema de que aunque los
quesos fuesen preparados con leche pasteurizada estos podrian suftir en parte
contaminacion por medio ambiente contaminado o por el manipulador poco
higiénico.

Es necesario tomar en cuenta que los quesos frescos que se expenden
en tianguis, son alimentos que permanecen a temperatura ambiente, y durante
la primavera y verano esa temperatura oscila entre 20 a 35 grados segin la
poblacién en donde se expendan. La situacion puede agravarse si los quesos
fueron elaborados con leche sin pasteurizar, lo cudl los hace susceptibles a la
presencia de bacterias coliformes que podrian ser toxigénicas, lo que implica
un riesgo potenciat para la salud.

En los resultados obtenidos de quesos de mercado observamos que el
porcentaje es ligeramente menor que para tianguis, esto hace ver que la
disminucion de quesos contaminados por la toxina se puede deber a que las
condiciones en las que se expende en un mercado son diferentes que en ¢l caso
anterior, ya que generalmente los mercados no se encuentran al aire libre,
estan cublertos con techo y paredes, v en la mayoria de los casos se tienen
frigorificos en donde se almacenan los quesos, aunque a pesar de ésto
sabemos que la baja temperatura no asegura de ninguna manera la eliminacién
de bacterias toxigénicas, va que pueden continuar multiplicindose a un ritmo
lento ya que son psicrétrefas. Como se menciona en este trabajo acerca de la
deteccion de toxina LT de E. coli, en quesos inoculados e incubados a
diferentes temperaturas, se demostro la presencia de toxina incluso en los
productos en refrigeracion, indicando que el microorganismo se logro
reproducir y liberar toxina a nivel detectable por la prueba del dot-ELISA.

También es importante seiialar que pese a las condiciones higiénicas en
que se expenden los quesos en el interior de un mercado, no se debe perder
de vista que los manipuladores en muchas ocasiones son las principales
fuentes de contaminacion, asi como se presento en el afio de 1980 en Estados
Unidos brotes de gastroenteritis por el consumo de alimentos contaminados
por manipuladores infectados con ETEC. (Hipertext ,1998)
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En las muestras de queso obtenidas de supermercado, se obtuvo un
porcentaje de casos positivos igual que en las muestras de tianguis y mercado.
Este resultado parece paraddjico ya que los quesos que se expenden en ¢l
supermercado son almacenados en condiciones de refrigeracidn
supuestamente mas estrictas, ademas de que muchas veces son empaquetados
con peliculas plasticas lo cual ejerce una mayor proteccion para este tipo de
alimentos. Como ya se menciond antes, en la mayoria de casos los alimentos
al ser producidos tienen excelentes controles de calidad sanitaria, pero cuando
salen a la venta, el manejo inadecuado por los manipuladores es una verdadera
fuente de contaminacion que genera una gran carga bacteriana a los productos
alimentarios. En el caso de un supermercado, el niimero de personal que tiene
contacto con los quesos es mucho mayor que en un tianguis y que en el
mercado, ademds que en estas tiendas de autoservicio dentro de sus practicas
de mercadotecnia la filosofia es minimizar pérdidas de cualquier producto, y
entonces los quesos viejos y sobrantes, los mezclan para hacer nuevas
presentaciones de estos y poderlos expender a menores precios, y estas
operaciones podrian ser 1a causa de la difusion de bacterias contaminantes
entre ellos.

El primer reporte en E.U. de un brote de diarrea por /2. co/i ocurrid en
1971, y fué originado por el consumo de quesos importados de tipo francés
Camembert y Brie. Y asi como puede estar este microorganismo podrian
encontrarse otras variedades igualinente patégenas o incluso otros géneros
como Salmonella sp. o patdgenos entéricos y toxigénicos. (Marter ,1973)

Lo anteriormente mencionado se relaciona con los resultados obtenidos
en este trabajo, ya que aunque no se trata del mismo tipo de queso, la materia
prima es similar y podria estar contaminada desde su inicio, ya que esto no es
garantia de obtener un producto en buenas condiciones de higiene, como se
sabe, para la elaboracion de quesos frescos en muchas ocasiones, no se
garantiza la pasteurizacion de laleche, y aunado a sus propiedades nutritivas,
lo hacen muy susceptible a contaminacion , por lo que el consumo de éste,
puede traer verdaderos problemas a nifios, ancianos y personas
inmunocomprometidas.

La prueba de intradermorreaccion positiva con algunos quesos

analizados, demuestra que la toxina estaba activa a pesar de la acidez del
producto.
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De las muestras que dieron resultados positivos a la toxina LT de E.
coli, también se realizo el aislamiento de bacterias en medio MacConkey, y a
partir de estas, se obtuvieron 13 cepas fermentadoras de lactosa en quesos de
tianguis, en los quesos de mercado 10 cepas fermentadoras de lactosa y en los
de autoservicio solamente 9 cepas, esto hace ver que muchas de estas cepas
pueden corresponder al grupo de bacterias coliformes, lo que se comprobé al
realizar el conteo de éstos. La catacterizacion de las cepas como lactosa
positivas 6 negativas, orienta para supomer la presencia de bacterias
pertenecientes a este grupo, ya que en su mayoria son fermentadoras del
carbohidrato, asi como cita Nataro (1998), que el 90% de las cepas aisladas de
E. coli productoras de diarrea, son fermentadoras de lactosa. Por lo tanto es
importante ya que existe la posibilidad de que bacterias lactosa positiva del
grupo coliforme, podrian ser productoras de toxina LT, aunque cabe sefialar
que existen Enterobacterias no fermentadoras del aztear y producen toxinas
como en el caso del género Salmonella y Shigella. (Sears, 1996) De los
quesos analizados que presentaron la prueba positiva a la toxina LT de E. coli,
se encontrd desarrollo de coliformes; en un 54% , los que corresponden en
promedio a cantidades de 1x10°-1x10* ufc/ mi, 50% a 1x10%-2x10" ufe/ ml y
27% 1x10°-2x10* ufe/ g, respectivamente.

Por los resultados obtenidos podemos observar que en este estudio,
probablemente no se estd detectando unicamente toxina LT de E. coli, sino
que también pueden haberse detectado toxinas producidas por otras bacteras
coliformes, las cuales posiblemente tienen un parecido antigénico, a la toxina
termolabil de £ coli esto es importante en cuanto a qué la técnica del dot-
ELISA, detecta toxinas LT no solo de esta bacteria, sino también de otros
coliformes capaces de producir toxina relacionada con la de E coli
caracteristica que pudo ser adquirida posiblemente a través de mecanismos de
conjugacion bacteriana.

Estas toxinas se consideran similares a las de varios patoégenos entéricos
tales como: Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter etc. Ademas que su efecto
no solo esta restringido al intestino in vivo, sino también a cultivos celulares
in vitro. La actividad biolégica de esas enterotoxinas es el resultado de la
interaccion de receptores de membrana con la adenilato ciclasa, dando como
resultado la elevacion de los niveles de AMPc, el cudl interviene en la
regulacién de fluidos intestinales.

Las toxinas LTy ST de bacterias como V. cholerae, E. coli, Salmonelia
sp. , A. hidrophyla y Y. enterocolitica y otras, tienen mucho en comiin en la
estructura de receptores de membrana y modo de accién bioquimico. La
actividad biologica de las toxinas ST de E. coliv Y. enterocolitica son iguales.
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La enterotoxina de C. perfringens la producida por Sh. dysenieriae, y
posiblemente las de algunas cepas de E. coli parecen diferir de otras
enterotoxinas por su accién en la biosintesis de proteinas y no por la
activacion de sistemas de nucleétido ciclasa.

La similitud estructural e inmunolégica entre varias enterotoxinas LT
sugieren un origen genico comin con transferencia de genes entre las
diferentes especies bacterianas responsables de desarrollar
enterotoxigenicidad.

Otra situacién que puede explicar la produccién de la toxina LT por
otras bacterias y no por £ coli, como citan (Albert 1992, Frankel 1994, Law
1994, Ridell 1994, Shauser 1993), que cepas de £ coli EHEC y EPEC y un
biotipo de Citrobacter freundii y Hafnia alvei, que también su virulencia,
puede estar asociada a genes eaeA (EPEC A/E). En contraste a la scepas de /
alvei, que generalmente no son consideradas como patdgenos. Los cepas
eaeA positivas de H. Alvei, pueden ser diarreogénicas. Los genes pueden ser
necesarios pero no suficientes para la adherencia intima del patogeno para las
células epiteliales, y para la formacidén de las lesiones caracteristicas de A/E
en la scélulas de bosde de cepillo. Aunque se sabe que no solo los genes eaeA
estan asociados a virulencia, ya que también se ha mostrado que Hafnia alvei
eaeA negativo se ha encontrado involucrada en mecanismos diarreicos.

En otro estudio realizado por Patén (1996), en donde organismos
productores de toxinas Shiga-like, fueron aislados de heces de nifios con
sindrome urémico, fueron analizados por PCR e hibridizacién por colony blot.
Una de las cepas identificadas fue £. coli OR: 119 y la otra fue’ identificada
como FEnterobacter cloacae. Ambas cepas fueron citotéxicas para células
Vero y por el andlisis d¢ DNA por Souther blott indicaron contener genes
relacionados con el fendmeno, sit-II, esos genes fueron localizados con
fragmentos de tamafios similares de restriccion.

La secuencia de nucledtidos indicé que la toxina de £, cofi es codifi
cada por genes slt-1I realacionados también con una variante de E. coli
productora de toxina Shiga-like I

Por lo tanto, estos experimentos exolican que existen cepas de
Enterobacterias que comparten genes involucrados en la produccién de
toxinas y factores de virulencia, de tal suerte que esto puede ser resposable de
producir reacciones crizadas.

Es posible que muchas de las nuevas enterotoxinas deben su
origen a recombinacion genética con enteropatégenos como V. cholerae.
{Annapurna E. Sanyal, 1997)

Por lo tanto, los genes que codifican para la produccion LT son (elt o
etx}, los cuales residen en plasmjidos. (Nataro, 1998)
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Las funciones genéticas que se requieren para transferencia son
aportadas por los genes contenidos en plasmidos transmisibles. Algunos de
estos pueden movilizar a otros pldsmidos o porciones del cromosoma para ser
trasnferidos.

Procedimientos con plasmidos han permitido a investigadores elaborar
mapas de cromosomas circulares de miembros de géneros bacterianos
distantes, por ejemplo, plasmidos de resistencia a medicamentos, llamados
factores R, pueden promover transferencia cromosomica desde bactenas
diversas, por lo tanto es posible pensar que se lleva a cabo transferencia de
material genético que confiera la capacitdad de producir toxina LT a otras
bacterias que no sean E. coli.
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CONCLUSION



6. CONCLUSION

1.- El presente estudio se logré detectar mediante la prueba inmunoldgica
dot-ELISA, la presencia de la toxina LT de E. coli directamente en quesos
frescos inoculados, producidos a nivel de laboratorio y en los obtenidos en el
comercio..

2.- Los hailazgos anteriores, posiblemente permitirdn realizar el diagnéstico
temprano de LT en algunos alimentos en donde se sospeche de una mala
manipulacién.

3.- Existe un riesgo potencial de adquirir la enfermedad diarreica por el
consumo de quesos frescos obtenidos de diversas fuentes que no hayan sido
adecuadamente conservados y manipulados.

4 .- Se detecto no solamente 1a presencia del género Escherichia, sino también
otras bacterias como Enterobacter, Klebsiella y Citrobacter, las cuiles dan
reaccion cruzada a la prueba de detecciéon de toxina termolabil de £, coli, por
lo que se sugiere continuar con este tipo de estudios, y tomar en cuenta la
presencia de estos géneros bacterianos, hasta encontrar Ia probable relacidn
entre toxinas producidas por éstos.

St se quiere evitar la interferencia de determinantes antigéniccas de
otras bacterias, se podria producir anticuerpos monoclonales para la deteccién
de latoxina LT.

5.- Se logrd producir y purificar parcialmente la toxina LT de E. coli, a partir

de la cepa tipificada de referencia como se planted inicialmente la cual fué

caracterizada por corrimiento electroforético, la que fue utilizada para la
obtencién de la antitoxina LT, la cudl fue’ titulada y esto permitié la

valoraciéon de la eficiencia de las pruebas del dot-ELISA y Qucherlony para

deteccion de la toxina LT.
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7. APENDICE

MEDIO DE CAYE

Agar Casaminoacidos 2.0 %
Extracto de levadura 0.6 %

NaCl 0.25 %
K,;HPO, 0.871 %
Glucosa 025 %
Soln. Trazas 0.1 % wvol./vol

Soln. Trazas 5% Mg SQs, 0.5% MnCl y 0.5 % FeCls.
PH= 85

BUFFER DE FOSFATOS, pH 7.2

Solucion A (NaH,P04 0.2 M): se disolvieron 27, 6 g de NaH;P0;.H,0 en agua
destilada, completando a un litro.

Solucién B (Na;HPO; 0.2 M): 53.65 g de Na,HP(Q,.7H,0 se disolvieron en
agua destilada, Hevando a volimen final de un litro.

SOIUCION A oo 140 mi.
SOIUCION B oo 360 ml
Aguadestilada ... 500 ml.

GELES DISCONTINUOS DE POLIACRILAMIDA DODECIL
SULFATO DE SODIO {(SDS-PAGE).

A) Solucién de monémeros, acrilamida-bis acrilamida,

Acrilamida ..., 30g
Bisacrilamida ..., 08¢
Aguadestilada ................ocoii e 100 ml.

Se filtro en papel Whatman No. 1 y se guardé en frascos ambar a 4°C.

B) Regulador del gel de separacién Tris-HCL 1.5 M. pH 8.8.
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Se ajustd el pH con HCL 6 N, se aford a 100 mi,, se filird en papel Whatman
No. 1y se guards a 4°C.

C) Regulador de¢l gel concentrador Tris-HCL 0.5 M pH 6.8.

Se ajusté el pH con HCL 6N, se aford a 100 ml, se filtré en papel Whatman
No. 1y se guardé a 4°C.
D} Lauril Sulfato de sodio. (SDS) al 10%.

S 10 g.

E) Persulfato de amonio al 10%.

Persulfato de amomio ...........coooooiii 0.1g.
Aguadestilada ... 1.0 ml

Se prepara al momento de usarse.

F) Gel de separacion:

Solucion de mondmeros ...........coooeeveeeieeeeieeiricis 12 ml.
Tris LS5M,pH 8.8 e 7.5 ml.
SDS 0% oo e e 0.6 ml.
Aguadestilada ... 10.05 mi.

Se hizo vacio durante 15 minutos.

Persulfato de amonio 10% ........coooiveveveecreieeeece 0.075 ml.
N’N’N’N’ tetrametiletilendiamina (TEMED)............. 0.005 ml.
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G) Gel de concentracién,

Solucidon de mondmeros ..........cooo oo 1.33 ml.
Trs 0.5 M, pH 6.8 e 2.50 ml.
SDS Al 10% oo e 0.20 ml
Aguadestilada ... 6.10 ml.
Se hizo vacio durante 10 minutos.

Persulfate de amonio al 10% ....ooovvee oo 0.05 mil.
TEMED ..ot 0.005 ml

SOLUCION AMORTIGUADORA DE CORRIDA (TRIS 0.025 M,
GLICINA 0.192 M, SDS AL 0.1%, pH 8.3.

Trizma base ..., 3.0g
Glicna ... TUURUPRTIUROT 14.4 g
SDS al 10%0. oo 10. O ml.
Aguadestiladacbp................ 1000. 0 mi.

No se debe ajustar el pH. El regulador del tanque inferior puede ser reusado 4
05 wveces, el del tanque superior debe ser descartado cada vez.

SOLUCION DIGESTORA.

Tris OS5 M, pH 6.8 ... 4375 ml.
SDS e, 01 g
Glicerol...........ocooiviviiiriinne e 0.5 ml
2-mercaptoetanol................ocoeei i 0.25 ml.
Azl de bromotimol....................... 005 g

SOLUCION MADRE PARA TINCION DE PROTEINAS.

Azl de Coomasie R-250..........coooviviiiiv e, 2 g
Aguadestilada ... 200 ml

COLORANTE DE TRABAJO PATA TINCION DE PROTEINAS
COOMASIE R-250 AL 0.125%.

Solucién madre de azil de Coomasie.....oocvvveeeeeeeennn, 62.5 ml.
Metanol absoluto...........oooeeeeie e 250.0 ml
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Acido acético glacial....................ocooeiveieies e 500 ml
Aguadestilada.....................o e 1375 ml

Se filtro en papel Whatman.

SOLUCION DESTENIDORA I PARA EL GEL.

Metanol absoluto......................coiiei e 500.0 ml
Actdo acético glacial...................coooeceiiin i 100.0 ml.
Aguadestilada..............ccooooiiii 400.0 ml.
SOLUCION DESTENIDORA II PARA EL GEL.

Metanol absoluto ... 25 ml.
Acido acético glacial.......................o 35 ml
Aguadestilada ... 440 ml.

AMORTIGUADOR DE TRANSFERENCIA (TRIS 0.025 M, GLICINA

0.192 M, pH 8.3 METANOL 20% v/v).

Trizmabase ..........cccoooiiviiiieieee e 3.023 g
GlCINA oo 144 g
Metanol................oiiii 200.0 ml.
Aguadestilada ... .800.0 ml.

SOLUCION DE NEGRO DE AMIDO AL 0.1%

Negrode amido ............cooov v e 0.1 g

Metanol.........c...ooooieiiiiice e 450 ml
Acido acético glacial...................cooooie 100 ml
Aguadestilada...............oooiiii e 450 ml

SOLUCION AMORTIGUADORA DE TRIETANOLAMINA pH
(TRIS).

Cloruro de sodio...........c.ooveeveiieeeeeieee e 7.5 &
Trietanolaming.................ccccooooeviec e 2.8 mlL
Acido clorhidrico I N.................coiicnvinene 17.0 ml
Cloruro de magnesio...............cooovoieeeeecmerieeeciene 0.1 g
Cloruro de €alCio..........o.ccoevvieeeee e 0.02 g

7.2
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Agua destilada...........cccoocooci 980.2 ml

SOLUCION REVELADORA.
Alfa-cloronaftol. ... 003 g
Metanol abSOIULO. ..o 10,0 ml.
TBS, PH 7.2 oo 500 ml.
Peroxido de hidrogeno. . ..o vvivcereciicnnnene e e 0.05 ml
ESTA TESIS NO SALE
DE LA BIBLIOTECA
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