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I. INTRODUCCION

71 avence cde loz sciudios inmunonorasitolbedcos en 1z oalblasis,
ha sido progiciado en rran carte, con el orizlee ool madio axfndco (9)
que peenitid ol cwllive estfril do anibos. 21 use de este medic he hecho

l‘h aw.m w—-ﬁ:: o ine e et by o 1"'“: da harbrrel ap ll_\e .
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las son ermlexdos en cetudios scroenicerdolficos (19), ademfs se han
potiido clonar en conticionss estériles, ciferontes cepas de Z. histoly-
tica con grados variables cs patogeniciced (1C). Desde que se dispone
de aste nedio, se han imoulsado los estucios oue tratan de deterainar
las posibles causas de la difarente virulancia quae mddben diferentes

cepes de €. histolytica, cuando se les utiliza pera retar exparicental-
cente y por ciferentes vias, ¢ animalss de diversas especies {31).

A pesar de que es posible cbtener antfgenos amibianos para su
anflisis quimico (23), los intentos de caracterizar quimica y entigé-
nicamente ciferentes cepes de £. histolytica no hen dado resultados
satisfactarios yr que, a ciferencia de las bacterias, estos protazoe-
rios wieals s ser cflulas de un tamefo mucho meyor gue las bacterias,
possen una copleja sstructure antigfnice situade satre um meebrana
@z o= hallz en constants sovimiento (29). Estas caractaristicas mor-
follgicas de las amibas, difisren considereblaments de la estructurs

antighnice rigide y repetitiva que conforma la parec celular de las
becterias.

Los resultarios abteridos en diferentes trebajos sdcbre loa antd-
gonos de E, histalytica (1), no han definido algum sustancia que pue-
a“mmlnlmhmhulm&lhémwu. en ol
oaso de la amibiasis invasara, contintée siendo un tarreno poco conocie
do. En contruste con esto, se 't recibido mucho meyor infomocifin sobre
diferentes atigonos de entercbacterias que apoyan una relacifin huliaped
-parésito caca wvoz afs conocida y sstudiaca [21).

Uno ds los antigenos bacterianos cue ha sido objeto de memro-
s investigaciones {20), s &l ant{ enc conlin entercbacterianc (ECA).
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Le oresencin de este antizero en clcunos cerotinas de I, cold
a sido relacicneds o la prabable copzcadsd! satfoorn v 2l irado de
virulencic ce estas becteries {32), Divarsos crupos o investicedo-
ros han realizado cstudios sobre los antfrecnos de oiras becterias
tratendo de gsteblissor une relecddn ontic ol Acsfice anticfndco ds
las mismas y su copocicad para invedir |, crovecor uma infoceibn (0.

Estos trobajos tienon su sase o 1o iipBtesis {3 de oue un
agonte infectente nucdc reconastr clortss moestores oitusdos on 1o

S SLNUCT
ponbrenc colular de les tejidos ool tufepod, tocic 1o cuaing dionn
afirdded y copacidad core .coplorse, ;o cue osta intoraccitr nicroe
argand swo-recentar, t2l vez sea ol sriaer noso pars nus un aponts
infeciente pucda inwecdr ; estohlecorse en los tejizos hecic los ou-
les ol microar—ondsmo tionc afinmdsoe,

En relacibn con ol antfsenc codin enterodaciericne {Intarobace
tarial Cowon Amticen ZC4), les obsermvaciones ~4s ircortentes score
el papal fe osie —atf-enc er la inciZoncis o infesciones, oo re-Lli-
zaron aabce nifics wemores 2o 3233 nosoe, o los cuzlas oo osowrokd
que sus episciios darre’cos s rolzcioncbon cor vno dissdrucifs en
el contenico de 05 on O, coli eisizdss en el curso cel episouic da-
rreico acudo (2.

Como 2l ZZA o5 un entfseno que tarbhifs oo Solle oresonic on la
rucosa infestincl fumara (43} , Zntoaccbc Rizts) tice es un orotozoe-
rio que, ol fzual quo Ischerichia cold tiznc ou c2itet en l: oucosn
dal intesting, sc cropuso cono ot jotivo o Ooixjo, detorminer si los
trofazoftos da 12 cora HR-9 cdo E. 'dstal-tice cultiwude en concticiones
adinicas, comtonfz o no @! T2A arenon.z tomte en ) mucose intostingl
coo on las enterobscteics,



A. Relacifn hufsced-narfsito en la aribiasis

A poesor de nue se hon realizazo mumerosos estut'ics sobre la ~atone-
nicicac de I. histolytica, afin nc sc conocen com-lctamente los 2iferentes
mecanismes resptnsables ce los civerses -rades e virulenciz, cue puecen
tener algunas ceras ce este protozoario (10). La cocoacicad del parésito
pare provocar enfermadec on sl hufshed, tiens su controccrtc en 1o copaci-
cac cz este (ltimo -~are defenderse “2 la infeccifin causada por Z. histoly-
Hca, 2o este nodo, la suma Ze mBltinles factores puece nrovocar un esta-
do (e ptrtador seno 0 una gnfermedst meve,

Para ue S, histolytica rueda ejarcer su efecto patficeno, necesita
hallar ciertos condiciones fevorables on 21 tufsce, determinadts nor cler-
tos factores teles como, £l pH v 2l notencial redox Zdel lumen intestinal ,
1la rutricitn, la flore comensel del intestine, el nivel e colestero! sfri-
¢c, el ba.ence harmonsl etc, Poro no sflo 2) hufispcd oroporciore el =edio
enyiente adscua.. pars Sue la ardba cucde crecer y dessrrollarse, sino Sue
acenis intervisnen fzctores ce tizo conftizo e invanclfrico que podrfan ine
fhdr on lz Z2ifarente sucestibiliser ¢ iversas especics andmalcs a la
irfooeilfn ~or estas axibas, Se he reportaco ~we los catos, haasters y cobee
yos son suscertibles a la infeccifin avibisna, mientres cue los perros, co-

_nejos, nonos, ratas y rotones son resistontes (G).

La deswtricifn se o seimleco como uno g los fectores més importan-
tas e influyen en lc anaricifin e l2 infeccifin caibiana, Auncue ests pun-
%o mo estf completscants coaprobaco, se tienen evidencias excerisentales que
suestran cue, la presencia o ausenciz ds elcunos nutrientes en la dleta, pus-
ds contribuir al desarralle o grevencifn ce lz enfsrmcad,

Se he pocico demostrer cue la amibi-sis er rriss, sc acudize guando
son 2ligentecas con une ciet: de cltc contond:o en carboddratos {39) y la
enfernoded deseparsce cuando estos anitales son sowi2cs a una cdieta con
alto contenice dc protefnas (13).
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Adens se ho informcdo mue 1o weficiencic on 1o inrecta de fcico
asclrbico fevarece el dosarrcllo de le infeccifn amdbiana on cobayas
(50). Otra observecifn impartonts reslizade cn los miseos and=xcles, es
el auento de la frocuoncia de 1a amibiasis cuendo eunentan los nivolss
de colesterol sérico (3). Existen otros trebajos que infarmon acerce ce
18 influoncia de alpunos esteroides para facilitar la gparicibn de aho-
casos hepéticos aibianos en coboyos (4) y sc ha observado que la aund-
rdstrecifn de corticoidss favarece el desarrcllo ce la infeccifn adbia-
rt on 8l humano, Sin embargo, esta observecifin 5o ha tomado con reserve.
Se he propuesto que el hoabre, las deficloncias rutricioneles nropician
1a enfarmodac »a que la desutricifn cuede dar lu-ar, a2 la atrofia de la
mxcose intestinal y, csta o su vez facilita la peneiracifn de las emibas
al interior de la pared intestinal,

Las bacterias conensalcs del intestino, hen sido consideracas co-
=m0 responssbles de oxaltor 1o virulencic ce las emibas, es cecir, oxn-
carban la capericdad potficern de estos parSsitos para provocar la enfar-
medad con sus nadfestaciores clinicas caracterfsticas.,

En trabajos romlirados con cultives sxfinicos de erdbes, s he b=
sarvedo gue al ser prolongados dan lucar a la pirdica ce la virulencia
de estos paréisitos (55). 5in esbargo, puedsn recupcrarla cuarx’o ss aso-
clan o bactarias. Segln algunos sutares la pérdicda de la virulsncia de

estos organisnos, se debs 2 Gue disxinuie su capacidad pora enquistorae,

esto alin no he sido comprobatio completacents, ya que st se eaclee Cri-
thidia pars mantersr a las amibas sin emauisterse, no ss altame la viru-
lsncia de este protozosrio {25).

ia mroliferacifin active de las bacterias nc es un requisito reco-
sario para manifestar =@ mummento de la viruloncic de les exibes, ya que
ests sfecto ss obsarve tacbifSin si se ewplean bacteriss en fasc lac de
deserrallo (2). Par otro lzdo, las amihas asocizZas con I, cruzdi e ino-
culades sn cobayos gnototiSticos, no srovocan lesionss, Sin scbarvo, si
ss smplea E. coli ¢ A. sargponcs en lurer dc 7. cruzi estos anioelss
pressntan colitis ulosre=tive (49).

Los resultados de ostos experli-entos auieren que la siaple 290-




ciacifn smibe-bacieriz no os una condicifn suficicnts porn procucir le-
siones cn el hufspsd, sinc sun, dsba “wier clierto sinerrisno cora que
el protozoario y la bactesia “on lurtr zl efecto patfi-ano.

Lo respuestz imune del hulsped frente c 1la onibe he sido consi-
derach par alguncs imvesticacores como un fectar clave en el desarollo
de lo emibicsis, La ircwnided, odenfis oo Laclicar o) descrrolile de los
aacamisaos oo cofensa cdel hulsped, ioanlizs iz aporicifin e una ram vee
riedad deo recccionzs inwnes conocides e un noto ~enercl oo Mooroone
sibilidad, Sc hon hecho reiterecdas oojeciones sobre la foliz de inani-
cad sdguiride on rocicntes oue sufron de cbsceso eoftico amiticnc, los
cunlss no lorron cesarrollor una respunsta inune srotsctora contrs ouo-
vas reinfeccionss, sin exberco otros inmvesticedores coinan Io controrio
sobre este problame (200,

L2 presencia =2 anticuercos Ich 2 1770 no incicen, necasariarents
la presencia e 1o infeccifin active, sino Tuwe suade sicnificar une ine
feccibn oretfrits - 1z mihe sobre los toiizos <o) wsfiscec (15). tNo
abstente estos anticuer-os nuscen seiwvir -ore rraonfsitos clfnicos ya oue
su presencia pucde dosastrarse medizntc diversss tdenicss como 1o terme
glutinecifin rasive, precizitscibn, a2clutinccisn con particules oo latex
y oftodos de irmunctluarescencic.

Ls immunidar twncrzi condrs los entfcencs oe I, histplytics, puo-
de ser deaostrada meciante xcuebas cutfneas cuye positividad indica la
mesencia oo Igs anti-anibe, COtras cruchas cutfinees sracticeda en enfer-
ags cor: chacesc hesftico anibiang, ingicen gue hay unz respuesta celular
dapriadde conlra los ocnif-onos axibisnos, auncue estz respugstz tiendo
a elevarss dosoulls ce someter 2l raciente al 4ratamientc contrc Bl cbsco-

=0, sfin no %e conoca sl este fenfloeno se debe & 1o inmsrided rotectorn,
(1),

Los mmorisontos sotre las reacciones ce hipersensibilidad indu-
cide al inocular intrececalnents (21) e irt-operitoncal-onts (25) ol M-
putio de hemsters y oobeyos, indican el dessrrollo ¢o lesiones an los mri-
Mo, 2o esto ¢focto N se ha abszrwecdo en los seourkios, 5in esoato,
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i o) Hreco ds cobayo o8 infectaco con amibas tue s imyectaron par via
portal o bien, a trevls ce lesiomes intestinales persistentes {27), ss
puzden desarrollar abscesos hepfticos en los cuales se distinguen lasio-
res srenulomatosas con infiltraciones de linfocitos pecuecios, _stos obe
ssrvaziones sugleren ~ue el establaciaiento del absceso hepdtico en el
cobayo g8 cobe, tal vez, a una reacciln vizarosa frente a 1a amibe, lo
cual -a lugar a lesiones primericc debices meiz8 a una reeccifn antfigeno-

anticuerpo en el Hirao oue, e este mods, se hace sfs receptivo al pa-
résito ().

£n los phrrafos anteriores se !‘nwn Zoscrito los aspectos generalas
del hufispec Que pueden ayudar = comorender el establecimiento de la ami-
be paru dor luger & le enferwedad. ©2rc tambi®n es necescrio seialar al-
ouwras carecveristicas cel parfsito cus 1o hacen m8s apto pare ejercer
su efecto patf-enc.

Se im propuesic gque lc actividac petogénica do las emdibas se dabe
tal vez, & un potencial imtrinseco, ¢ue es hereditario y s puede regir
la ciferents petocerdcidac ce diversas cepes de £. histolytice, adeafs
puede influlr en la capacidec patfcene ¢z las amibas conensalss, tolss
como E, hartosnwd, . coli etc ().

Los anflisis inmunoflucrescentes de clversas cepss amibianas (17)
indicen que existen diferencizs sntinfmicas entre las acibas patfcenas y
lnmm.&mwmlupdnsmsmmcmg.
histolytica, dan lugar al sumente en el tftulc de anticuerpos en pacien-
tes que suren & Fibiasis extraintastine), a diferencis de las amibos

comenszles que den luper a un leve ausenta en el tftulo de snticuerpos
séricos (45).

Haste 2hara no se hen establecido “ifcrencizs fundessntales en're
las smibas patfigenes y las no patSsonas &t un huSsped deterwinedo. En un
rincipio ss propuso que la difsrencia prisardis) entre asbos gupos se
debfa, & 12 capecica” que tisnen los anibas patfrenas de peretrar al ept-
mthmm?cwﬁWmmaﬁm facili-
“adia oor la presercia de enziwes protecifticas,
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Alin cucndo, estas enzinas se halleron tonto en copas alioxnte
patfcenas como an oaadbas nG potScenns (C0), Serreaunt (L4) desarrollo
un aftodo snzimdtico porm clasificar biscufaicaments MEamentss fious
cs g, histolytice on zimotipos © zisodenus. Isteo autor <otor-isf Tuc
existisn patrones enzinmftices e las omibes Sus coincidfon con lc pa-
talogfa de la z=ibiasis, y adenfs correlociond los petrones anzimfti-
cos que corresponcian ¢ les anibos orosontos on cortadoros sanos.

Los inten 22 caracterizar cufris- - anti €nicamentc difaren-
tas cepds e S, histel.ticc, com el oxfsic o

. 2154 o cotemdnar cucles ansf-
genos nodrian servir cose marcedores -2 12 virtlonsiz o bion, mara
valwar le respueste inmunc cel hadscoc on 1o avisicois, oo no han

dado resultadas sctisfactarios,

gste prablema o sida 4 4o ooo- resultodos s elo et

en las hacterips, dondn o2 'tn efinilc sntf-onas suc tiemen o papeld
impartante en la cparicife Zo 2l-unas enfarmoezedes infeccioces couss-

das por microorganisocs.

Se hen 1lpwado @ cobo exnerimentas Suc troton Jde cstobleces
uma relecifin cntre el mosfico onti~fni-o #c izs bacteorizs y o caca-
cldad satficena de éstas. Alrunes autores hen reclizado estuios parm
detersiner st los microorcadsaes don luexr ¢ une infeccifin, =n case
2 que oueden hallar en los tejizos ol afcped cioria: ostructurcs Sufe
mices Gue acticr como recestores oo un deter—inontc anti-fnicc osneci-
fico dal microorcariswo. Uno e los ant{-enos bectarioncs, el cual se
w mrarico, sueds ester implicado en esta interaccifn microor-anisso-
receptar, s el antizena comlin enterabacterianc,

Ange egta Gltine observacifn nc = siza coxlotamonts corto-
tareds, ea ioportents ostuciar amfie 2 foroo 21 sosible posel de aste
antigeno on la relaocifin hulisped-carisisc & Jecterias y torbifn sarda
ioportunts estucisrlo =n l=s =:ibos, yo oue -ove se desoribif en los
pirefos anturiares, ©xisten gsirecies relaciones entrs gabos orrRrds-
08 v & e delgemiros~s on larts forss, oor ol o't 22 rue tEato

los axibas comc 1las hacterics, tisnon actitst om 2l dintocting o e
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Auncue no cs pasible espoculer sobre el ei-nificado del ZCA en

&5 smibos, oste trabajo trata de indcicr una 14no= de investicacién

mmmnesclmmmaiblapmlmhpatw-

dad de ;.-‘. Hstolytica, esto oucde ser imnartants para eoonrencer la
relacifn huésped-pardsito en la anibiasis.

e la e s

>

YT Tl

-



e Sl el |

B. £l anti~smo comlin enterobaciariano

In vista del objetive propuasto para egie trabajo, convisne des-
tacar aijunes observeciones {asectantes tue se han rexlizedo soore el
antiano coml enterohacterianc,

Les estutios scbre 1o comosizidn amti~fnico e las entorobacio-
ries, Tueron inicirdos par Mautfapnn - Men cermitide o clacificacife
de sstas becterios on hase 0 sus #feronics ootrustures anti~%fnizoc,
las cucies han sids conouinosos: entftenc son&tica © {Li-omclisac 4o
0), antfgeno i, antfonc ' v el cnti-ene comdn enterstacta-izng (=200,
el cual hastc ahars, v sido el Zltize antfcemc erterceocicriano on sor
identificacs,

£l Z5A ful Zomostreso nor Nunin Tl quide lc teicotf resiscse

la regceifn e hemorlutinaciée erico low ~)&ules rejos forrocts oo

- ) am— . - PR
axtIactos orudos e ‘47 sorotisoc ©o2e Dooherdshds oodi ;S iS5 anmticugr-
LRI

Pos versus cacs serutipe, 10S cuales st obtonfon inyecitands a coneios,
por via inmtrevenasa, suscensiones e basteriss supriss aor calemtamicnio
amcm‘.c’:?‘um.lemantig._cgi_j_.stcremwsrclum-
tucts la anyor arlutinesiée do los Slfuios rorTe conmikilicoos oon 2
ferantes extrestos bacterianos v, on =ones orocercifing ins sueros entia
E. cold S5 y entd I, coll 0934, Los suarcs contrz los sarorTunos ros-
tentes no coban lu-er 2 1o homorlutinccifn,

Estos nellazzos indiccaen tu2 ol swero omtt I oceli 0% serectz
posser un £lto tftulo dc anticuersos contr: un ontf-ors coxdfis o Lodss
ias cepas ce 5, col, sdoantras cuc los otros aueros posefan iftulos oo-
nares © carocian completcrente oo elios. £S5C MEr6 suponer que hablc un
uttwmu:ﬁnuuhll:burnsmtamestasbmtriasmmsfm
Wa Jresentz on =y cocas oo, anirc clles ol sroizo . goll O,
cuyas propisceZes LmewnaiScicas se doben ~rohabloconte 2 tu wdfn cove-
lents con el nlclec 2ol lé-cpelicncSrisg O o ontfaonc sxeftics O oo 1
pwed celular dacterione, y oirc farme horiSmice o litre, oreserte on
s mayorfn ca los cifcrentes serotinsos de I. cold | cacar o6 forror
erittocitos , canco lurer a su of lutinczife, osers inefizer =20 svoeor

la o 2sn bl
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La anlicacifn o diversos mitodos Jo cisladento del CTA (20){40)

he recvdtide srefundizor ) conocimionto acerca de ia esstructura de es-
e antf-anc. TIf omlbwge, e netursicze ascivelonts o este ditimo, in
HMficulte o sior—inar su cosooizi@n ~uf=ica, ~utiu? no aniste un acuer—
go renerzl asarcs o= 1o estruchura auimdca el IZA, ‘annel v Uayer {40),
LUGLINET WO 3814105 SviZincdal, ol wahi wlf G il w Cwtiee oidasrs

constitulco srincipslmente car cor oxirs nzbcores: 2} “eestiileTe-lucose-
ming y 21 Vegoetil<langssrincurfnics. zm209s soteri Sioades <won Aoire =aio
aftico y &cico zcftica,

21 Neacetila'snosowinourfnics parece ser 12 molécule que lz confiere
al LA sus proplecedes antiolnicas, ya sue estd presente en todas lae bac-
taries A cositivas, mientras ~e 1as bocteriss TTA negativas cargoen de
ssta aminc azGcar. Z1 cico palmftico se ha impliceZa en 12 capecidad del
ECA tactémice o "lihre” para forrear los glfhulos rojos dando lugar ¢ su
aclutinacifn, Sin smbarvo, esta crociacez la siercs cuanco se somete aste
hectene & un orevic Tetaiontc con Hidrfcdido ce sodio, en combis, 8l tra-
tozients alcsline eumenta la capecisan del SCA unido el EF5 G pars forrer
gl&bulas rojos {42), Las ciferencizs en 1= inmunogenicidad y solusilided
an nedio acudsc, se Man atribudde a la prasaercis o ausencia de elgunos pépe
tidos unices 3l ZIA inmunosérdce v hantfnico rescectiveronte,

aciante el em:les os mutantes rucosas da entarchacterias se he ceter-
minado la estructuce cel LPS O (Lipopolisecfirido 0}, el cual estd formeco
dy cacarms polisacfirizas Suc deterwinen la especificided de los entfgenos
pclisachrisos C en fase lism, estos Gltinos ss unen a un niclsc oligosscd-
riZo, el cual a w vez estf uddo el 2{nico A & través del cido 2 ceto 3
dexinctancice {35]. En la fimaa A se ilustre la estructura doel LPS O (o
antigenc sosftico C) en cepas lisas y rutusas s entgrobacterias {3).

Este niclec adenfis de ser coeptor de las cadenes nolisscéridas O, lo
es tacbidn dal ECA y cel antfoenc K. La biosintesis el nfclec y las cade-
mas palisochricas 0, astf regulade o los peres rfe v rfb respectivesonts
{a1}{33] y 1a transterencia snzinftica el CA hexla el niclec oligosach-
nﬂhaﬁmdnmm--lm.-fu.[sz).
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Lo oco-acis Inwem, Tl

; . Tou e Llvius, o o2 10 unifn
gel A hecio @l rfcloe #22 L0200 Tn L. goli 5o zonoean Ziforontcs necleos
oliroscefrides denominzZes 74, 77, 75, DY o) nlclco ue la cepz . goli K12
(23) (&), moniras o en Salmancllis oo soncsan vardios méclecs cenominacos
fa, Nk, g, N2y e (300,

Suzutzi (37} Jocr8 seporar parcial onte el LA del LFS O al tratar
el axtrecto crudo t2 cepes no irunocfnicas con alcohol otflico al 353. El
ZCA se hall8 on la froceifin solusle (FS) en otencl, » 2l ser inyeciade e
corejos, ovacaba 1o foomecifn 2o anticuersos “mii 03, aunque eleveba lige-
raments el tftulo ce enticucrpos anti 2, mientrcs cue o1 LPS O se detectd
on lz froccifn insoluble (FI) v 2l irual que 21 extrecto crudo, daba luger
a la formecifin de anticeorpos enti O, cerec no anti (CA.

Esta miamo autor ohsovd cuc 12 mezcla etanflica oo 1a FS afa la
FI, disxinude notablomente lz capacizioc e cste Gltimn pare formmr anti-
cuarpos anti CA, euncus gl efecto era menos dristico cuondo la sezcla de
ambas frocciones se preporaba on oezio scuoso, Adenfs chservd que la inkd-
bicifin de )= capacided irwnorfinico de la £S5, 22 ll=uaba a cabo cuando la
de esta (ltine rfs 1a FI se inysctabe en 12 were ce conejo, sn casbiio, es-
te sfocto no se chservaba cuanco ambas fracciones, por separedo, se inysc-
taben sisultfrmcgnte en ciferentss venos del sdsas animal (S8), esto in-
dicsbe que la intibicién e ls cepacidad irsunopfnice cdel ECA se dabde a

uma intsrferencic con el LPS 0, mis qus ol sfecto de ests mizw sobre el
comjo.

Thang (52) identificS al 1fpi<c A do 1e freccifin inecluble coso
sl responsshie de 1z disdinucifn ce la imunogenicided de la FS pare dar
luger s la farmecifin ce anticuerpos anti SUA. Neter y cols. (45) propusie-
ron g el LPS (sl ol contiens al 1fpi=o A) suorice la farcacifin de an-
ticueroos en cepas no Lnmunocénices, v est: falts de irwnoponicicad @5
10 oue oe obamrva on lz meyox perte e lus entercbeciariss. En cembio, en
cspes inaswocfnicas cow E. coli C4 no 2e gbsarvz el efecto inaunocsupre-
aar del LPS C sobre 1a freccifin insoluble, siendo estz dltire la freccifn
s ovaca 1z foraecifn de anticucrpos onti . on sstas bacterias (a1).

Zn un astuiio reclisads par Uayer y cols. (44) descubrieron oue
clartas outantes rugosas e nicloo Rl de £, coli inacisn un amento en
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al tftulo de anticuarpos anti TA (cuando estns bactorias calentadas as
Mam;u},mmmmmﬁl@aahwmmm;
Soli 014 cuyo nfclao es da tipo 74, Al irual que esta (ltima, el trata-
misnto alcalino de los LPS it estas mutantos 01 aunentzba su capacidad
de Torrar clfbulos rojos para dar lugar a su aclutinacifn, Estes carmc.
ter{sticas comunes indicchan que 1zs bacterias de nfcleo 71 tenfan un
ECA undeo 2l nicleo del 'PS O en farme sinilar al SCA de la cope £, cold
0% con nfclen da tipo R4,

Paralalacente "‘hang (C4) oetorming que el TCA inmunopfndico de las
autantes tipo A1 se hallobe en 1a frocoifin insoluble en etannl, mientras
que las becterias precursoras lisas, lc contenfan en la freccifin soluble.
Lz capacidad irounoc@nica to las bacteriss viatles de ndclso 82, A3 y R,
se reducia con el calentamisnto,

El posible papal del ECA en 1a patonenmicidac rde las artercbacta.
rias ha sido trotade par varios investiszdores con resultados aparents-
mente contredicto. ios. Par un lado L2ltomen (20), emclesndo bacterias
ecat y AT ce S. t _&_Pd.rxnwz. arserve 2ue la LD (Dosis Latal uedia)
ds lss bactarias O ers ez at::s'nwmelam ce las bacterias
et unmamms..mumgynym(zz).
probaron que al cdisxinuir el conterddo de ECA en varios serogrupos de

E. call, amentaba su virulencia en el embrifin ce pollo y su patopendici-

daxi an el asa ilsal cs consjo.

Por airo lado Carrillo y cals,.{3) comproberon que al contenido de
ECA en varios ssrogrupos de &, coli (tanto entsropatfigsnos coso no ente-
ropetfigencs) se hellaba cismdrufdo cuanco se les aislabe en el curso agu-
to del eplsodio ciarrdico sn nifos lactantes mencres de seis seses ds
sdad, =i se 1o compersbe con el cortendico te SCA an las sisaas sntercbec-
tarias aislades en sl perfodo comvelscionte 0 antas de la enfermeded,

8s ha saiielaco qe sierxio E. coli 04 un sorogrupt Que posse uno

de los tftulos afs 2levedn da entigenc coaln, se afala excepcionalownte
ds los coprocultivos smalizacos de nifios con dierree,
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tstas divarronclas en cuanto 2 1o rosibilidad de que o) ECA sea
0 no un factor ce virulencia y 1 Zemostracién cde cus gl ZCA también se
hella presente en lo sucosa intestincl humane (4.), indican que adn fal-
tan por dilucidar algunos aspectos soi2 el zapal aue Juera el iwlspad
pers facilitar o impecir la imvesifn ce ostas bocterias hacia los teji-
doa,

Esto hace neceserio conocor ofs @ fonto las probables intorrelo
cionas dal ™uflaped con el TGA y 2 su vez, las osibles interrelaciones
del prinero con otros orvenisaos Ziferentes de las enterdboctorisas, cue
tasbidn pusden colonizer el tubc dicestivo i, al lesionar las cflulaz de
la mucosas intestinel, provoduen infecciones on ol hulspet.

Entre sstos croanionos que coseon un elevacdo potenclal petfeeno
sn sl huoano se encuentra lo Cnimocba tistolitica, y come ya se cos-
cribif antericrmente, el cultivo axddnico Zg 1- cepe ‘K-S ca este -roto-
rzasrin, regresentn un meterial adecuedo ~ero determdinar si el 58
comper-tido por el hulspecd y por 1o eniba , salaente en casos e infec-
clorms hocteri=res, o st este anticono recresent: un denoeingoor confin
2m estd presente en ‘odas o en diferentes interrelaciones quz ocurren
on sl intastino el huéspec.

f‘i' N



C. L&todos inunolBoicos parc el estudio cel “I%

En la ectualidod se han dosarrollz=do diversos mftodos de extrec-
cifn v purificocifn del entfeeno zor’n emtorotccteriano, o portir de bac-
terias no irmmopfnicas asf coc becterics irmunonfnicos, Istos nétodos
han ayudedo & dlucidar la estructura ruf~ic: del ECA sors comn: ornbor &
naturalaza ircunoqufmics y los posibles impliceciones bialfoicas cue po-
drian tencr su arigen an la mxtificaciGn o la estructure quimica de es-
te antfgeno. .

Uno de los primeros sftodes oun fuf cissfado ariginalosents por
testphal (47),pere el aislaniento cdal antfgenc somdtico G (LPS 0}, esplean-
do uma mazcla caliente fenol-agua, hs sico ssplsads en la actualided por
varios imvestigadores pars desarrol’ar sdtodos de extreccifn y purifice-
cifn mfis finos y sapecificos para el A come per ejemplo, el método pro-
puesto por Hererstrés (20) y el método ce Yannel y imyer (40). Ests G-
tino he aido importante en la determinecifn de lz estructure quimica del
ECA, @ implica sl uso de dos mezclas de sxtracclén efectuadn en dos fases,
1a prdmare fass da aislariento usa une mazcla fenol-ague,la cusl extres
el LPS 0 que contiene sl ZCA v la segunda fase ce extraccifn ewpnlea une
mszcla ce fenol-cloroformo-Ster e sétroleo, la cucl alsla especificesents
el ECA del LPS O. Esta dltime nezcla fu cesarrollada arigimlsents por
Galanos {15) para extraer sl LPS ce bactarias rucosas,

E] trabajo realizace ror Suzuki (S7) en 1952, ha sustentado
gran parte de las inmvestigeciones sohre el DA, ye e diff indicio a la
grofuntizacifin de los estuctios sobre las propisdades quimicas y la netu~
relsze inanoglnica de ecta enticeno. £l trataaiento stanflico ds extrec-
toa becterisncs, 0 cualcuicor otra auestre biclf-ica sore la cual se
sogpeciha la presarcic c=) ST, nusde eplesrss como aftodo de extreccifn
preliciner, pare poder demosirar cste anticeno. Adeafs, proporcicre infor-
macifn genernl sotee la solubilicaa y 12 antisenicidad de)l material obte-
nido ssdiants sste tratardanto etanflico.

€] oftordn comencional nera comostrar la presancia del TDA ex-
+{ain croviosente da una mmesira biollcica, oS 1o resccifn de intdbicifin
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ds la hemaplutinaciGn (HAI), la cual TuS eaplecca por Kunin parn cooes-

trer el TTA madiante cruces snti~éndcos de 140 scrotines de I, coll.

21 sistze Ze reaccifin hoterolf-o de 1o inhibiciln de lz hemo-

‘glutinacifn, roquiore rel suerc anti E. coli 093 provianente titulado mo—

diante la reaccifn ¢o a-lutinacifn rizoctn o odenfs) <1806 yjus ae
carners (GC) sensibilizedos con LPSs obtenddos o portir cde Z. coli C13
o S. Yyphiamium, que son les bocterias mfs usucles r=rz ~recerar el agen-
te senxibilizentn de los ™2, y2 que -osesn clio contenddc ua Z5A on este

1ipopolisecArico,

El LPS puede crepararse alentomdc ioc susrensiones do bacto-
rics entes mencioncdes & 13°% cginte  horz. _) sotrencdantc obtenddo
despuls de cent-ifucar estas baciari~z c-il=mmioos: corres-once 2l LS orue
do, on el cuel se Malla el T0A, Tamsisn sc supden senzitilizar los GO
con {PSs abtenddos mediante el nftodo do fennl-acua.

Las coticiones Sctimes de ~—  $lirmcifn =o los 3T se en-
cuentran a 37°C durcnte X0 minutas ¥ so enploan volloenes i-ucles cel
paguote de GC con el LPS cudo, 0 bion en el czac cde oapleer cl UPS ob-
tanido mecdiante ol nftodo ¢ "estphal, se sooote —reviononte aste LFS
a un trateaiente con NeCrl O.02N a 377 dronts 2 hares en une cropar-
cifn do C.2-0.C a7 <e (P5/nl de Slcai. Lz sensibilizecifn de Zos 3FC
ss renlizs sapleanco S cc de 1o suspensibn ce C el 2 offs 25 v Zel
LPS tratado con flcali, y se incuwen & 37°C 20 =inutos 7 2l cxcoso do
anticeno se elioine haste ajustor 12 concentrocifn ce los GAC al 2% (33).

Pura deterwinar el tftulo de anticuerpos anti T3 (que son
woléculas I3}, se realizen diluciones seriacss dol suero anti Z. coli
0. Cependiandd ce la ~antidcc oo enticucr—oc oresenics oocuerir§ la
aglutinacifn de los G sonsibilizscos, 21 titulo de citicuerTos so @x-
press coa0 1a Mlucifn afs altz on uonde oo 1o ‘meeclutinacifn,

La rasccifin 2o inkisizisn oo roxlize con Hluciones crore-
sfvas dsl antfceno que 28 va onclizar . cn srosoncia de ontiouartos de
titulo comocido, ajustando 1z concontrocifn cel suoro ontd Do coli C16
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a 4 dosis afnimas haacarlutinentes (& DiH). Le reaccibn antfyeno-
anticuorao, es revelada oiladiendo los GAC, sensibilizedes con el LPS
y ajustados ol 2, Las condicionas Sptinas de reaccifn son S79C 30 ol
rutos, ¢l grado de inhibicidn ce lz homooaclutinecifin es proparcional
a la contidad de [EA presontc en la muastTa,

La reacciln ce inndbicifn Ze io eacaclutinocifn es un buen
mitodo ssxicuantitative pare demostror el “TA debido a su ssncillsz y
sspecificided. Sin ocberco 1z inhibicifn de la inounchemflisis (33) es
un mitodo nids sensitle ~us la inhdticibn do 2z hemoaslutinacifn pare
deterciner cuantitativoacnts el 20 {530,

La rwaccifn do inhibici6n de inmuncheaflisis (33) pare de-
mostrer el ECA, eaples un sistema hemolftico hetsrfloco formedo por
G farrados con LPS bacteriane vy ajustaces a una censidad fptica oe 0.5
haciendc 1z lectuwre ce temfilisis & S0 na, La tenélisis total de 0.C ml
de eatos eritrocitos con 1.4 al de agua Zestilade, proveca la liberee
cifin ¢z hemoglobina exdvelonts & 12 que contiene une suspensifn e 2.5
x 100 glMwlos rojos/al. Adesfis se reouiers de suerv enti E. coli 0M
y suarg de cabayo, Elmmuemhadomfmmm
anti A y el seguric cono fuente e complemento. Acbos resctivos deben
ser previmente estandarizados ¢ una concentrecifn fptise pare emplesr-
1oz sn la resccifn de inkdbicifn o inounohesfilisis. E]1 susro anti E.

cOll 04 pusce sar sjustado {0 titulado) mediante 1a resccifin de inmsno-
haafilisis directa,

El principio que rige la irmunoheafilisis es la liberecifn de
tamnglobine de los GAC senaibilirados, grovocacde por la lisis de estas
cflulas en presencis del complesento, el ol es ectivodo por los anti-
cusrpos satl SCA que reaccionon con los ceterinamtes anticfnicos adsore
bidos a la osstyane celular de los =°C.FL ., ©

£l grecio de heofilisis se nide espectrofotoaftricesents y ss o
press como la denaided fptico de la hemoplobine libereds. La densiced Gp-
tion pusds treneforeerse en [ de heaflisis, el cusl exress dirsctassnts
¢l afasro de GC lisodos, en bese a un contyal de 0. de heafilisis y uno
de 900: da temSlisis; los valores que se consicersn como 1f{xites de cone
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1
fionza on esta detorminnzifn, fi-urcn entre el 20 y el 207 de henflisis.

L2 liberocifn de hoomrlosine =ovocadc -or el sisten oaoif-
tico haterfiloco 03T, anticuero - coxlazento, dessribe una curve sareb8-
lica al sreficar les umidacdes 53 heolftices (suero de coboyo consurico)
contre los recfrrocos o les diluciones cel suerc onti £, 2ol 014 Fin. O

Le udde? 2T hemolitico est® coda oarc oste sistoro oo reac-
cifn, cow 12 dilucifn del suerc anti I. coli 01 cue es capez de dor lu-
gar 8 1a lisis del XJ' do los 677 on cresencia de una cantidad constonte
de coaplsmorvto, el cual es consuwidZo en esta repecifn, bzic ostricias cone
diciomes de estanderizacifin dr cerla conmonents f2l cintoes,

21 velor 2o 1o Undoo? 0 twemolfiics o) sucro, puate detorod-
narse trensformendc 1os 35 ce hesSlisis o unicodes oo -robabilicas v cre-
ficando sohre pascl sectlo-orit=ico do rrobitos, el 7 oo teafilisic - 1o
cantidad do suero deo cocoao diluide - 2f-lido 2l osistenn en volumenos
craciantes. De este oo se cioorwe -

uz, ror ocoavs filucide T2l suero on-
t1 I, coli 014 i un detxminedo corounc de colznenic sicdido, ex-
presado coao 1os ol de sucro de cobeo tilufdo, nosesarics nars procucir
l1a teafilists del 5O de los 3 Fio.C.

£l nftodo de probitcc -mre detordinar 1o unfdcs T henolitie
cs es 8l nfs recomencohlz, s2 que el rrado de heoflisis estf oujecto en
este nfitoda, 8 las woriscionas matenftizns descrites cor 2o qurve de Cis-
tribucifn nrazl, la axl es une antizad estatistice cuves coyoctari-ti-
cas matmfticas ; a-liccciones Siolf izzs, ton sido cxmaustivenente 2o~
tudindas y son aapliienent? conocitzs. Cn costis, 1z funcifin lo-istics de
von Krogh, aungue cascribe matefiizowente el fenfizono dosis-rospuesic
de un sisteme heolftics, no estf sujess = ur Trotcicnto estocdstico rf-
cido, sinc Jue wfs bien o un =$toce ermirice. {C4)

La irdbicifin de Lo inamctefliads o -lonic ot emosa— 1a
presencic de CA, oCuTTa on S0s 25oa0s, -° arioert ivlics 1z roeccifn
antfpeno-anticmrpo, entre el 2. ¢c 1o musstoc |, los anticuarpos antd
oA, Zmte resccifin es rovelcde ol oTadir, on una sorunda giooe, Suerc da
cabeyo, &1 cuel es actiwveso on unc caontizal tifociowentc nronorcioncl
e 1la cantidad d» cn.::lcjcs ool ono-onticsnTs Tosntes,
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La contidac de conplomento no consunicdo an esta sscunda etapa,
88 pusde titular emploondo CRC farrados con el LPS O o soe, GU sobre
cuya naabrana 8¢ tosarrollord una reaceiss So-c enire el CA adsorbido
on le pombrere de las GAC y los onticucrpos anti U5\ romanentes do la
pricere atapa de reaccifing esto reaccifn cctivord o ou vez al coopls -
manmto Fig Z. La heofilird=s abherrmmds coopels o SlUdls Jus GRC, @8 imver-
sarmnts proporcionel ¢ la cantizZa de corrlecento no consuaido, esto a

2 vez, mide la canticded de antf—cno prazent2 en 1o prioere fase de la
reaccifin,

Lz centidad cde entf{zenc presents se puste deterwiner crofi-
cando 10s 7, de inhibicifn de henfSlisis contra ¢l lorarftno de los mi-
crocramos de 1o muestro titulads, espleando como contral G de intdbi-
cifn de hemflisis, los tubos que contisnen ¢l suero pre~incubedo can al
complesmento Fig F.

La fllucifn de susro de cobeyo  de]l susro antd E. cali O
dabs oer la adecueda pare evitar cualquier inkdbicifn inespecifica de
1z hefilisis, esto es, pare evitar alcfn ofecto anticomplesstario, pero
adenfis deben astzr sn la concentracifn adecuade pars parmitir la liais
de una detarcdneds cantidad da GAC, que libgren una deterwineds centided
de feeorichina, pere que el sistem funcione coac un incicadar de 18 re-
axifin Ag—~c an la primsre fase., Parm llsner agnbas conciicionss, &8 neoe-
swric emplasr en este sistema hotsr@logo de inhibici6n de hemilisis, la
xfrisa cantided tento de complsmento como <2 suero amti £. coli CW, de
apwre que s8 eviten los efectos anticomplesentarios y que, no chetants,
tmbidn cousen la homfilisis. ©3 por esto Gue se clice la midms diluciln
@l susro anti E. coli 044 que exice =1 =manor consuno de complermnto pare
der luger a la lisis oal 50) de los eritrocitos,

for las rezores aptariareente expusstas, se eligif la dilucifin
1: 75 el :mro oe cochayn pare este sistens tenclitico.

Como todos loc saftocos de anflisis serolfricos, la reaccifin ds
frdticiin & Sreunchafilisis tisne varias cesventajes, una o sllas e
am sflc destwrnine cocentraciones de 12 ousstre en unidedes de pess offs

bien relztives aa absolutas. 3in scherqo, la ventaa gue reopresenta el



. 12



LR
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ds lo coniind do atigens que pre-incubede omn o
ey el §. ool O, comume carls contided  complomenie
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uso do este mftodo os su sensibilided, :a nue oe ha reportedo Cetorming-
clones cde cnti-enc poliscchrivo del ardun de 5,01 microcromos par ol o
as hen podide cetcminar actividacdes de anticucrpos en cantidedes del or-
den de 0,001 microzramos de nitrf-eno (23).

Los fectares que pueden influir on una ceterninacitn errénec o
verfdice en 1z reaccifin de inrwnohonflisis, con la concenirocibn do iones
divalentes de Ca'* ¥ i:g“' cel medio vz rsoceifn re. 2wz se efoctCe 1o oc-
tivacifn del cowmlaacnto, el tienno : la torrersiurs e incubacifn, ots,
Sin eobarco, estos factores pueden contralarss debizanconts rare Liower 2

cabo um detarminacifn confiable fe Iz contiziod d2 T0A presenic on le mues-

tre & awlizar (23],

L2 reaccifn ce intitizifn > f-omabeflists, $msliss 2l odso
tiscpo que 38 efectla la innibicifn o 1= muestre problose, se trobajen
1os controles paa conffirmar cue la inhibicifn de 3 113is ce los clfsu-
los rojos se dobs mclusivenants & la resccifn el cntf-enc con los oo
ticuerpos especfficce,

t
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ITI. UATCAIAL ¥ CTOOCS

1. Ceeterias

Se ceplsaron Jos serotirces ce I. coii 03, G5 y C14 y una cepa
¢. Selmonella tohimgius, Istcs bzcterics ceriomeccen a lz coleccidn de
cspas del oboratorio y hobfon side provicronte coracterizecas, blogufede

ce y sorolfricenmcnte por el Frofzsoe Julis Sarillo,
1.1 Los serorruros E. goli OC 3, cali 06 fuzron cultivedos cada

uno en 15 czjas petri cua contenfar 1T nl de pedic base para orer sencre
arevismente estorilizeco (sutoclzve “ilmont Castle Nochester K,Y. lod He20),
y = dejaron incubor los cojas inoculacdes con las becterias a 37°C duren-
ts 2¢ heras, L extreccifn del antfrenc coafin contenido sn las bacterias

de arbos sorotisos, sc rocliz6 se-OGn el nftodo de Suzuki (37) con clertas
sodificaciones.

ferz eiig se cosecharon las bocierias eplesanco 10 ml do solu-
cifin s2line isotfinica (SSI) por cada cajc. Cede suspencién de bscteriss
se sometiff 2 tres lavedos, onpleanco 1C vollmenes de SSI y se centrifuct
a 7000 rps turante 10 winutos 2 4°C (Centrifuge Servzll refrinereca KSB/R).
La cusrts resuspansifin tacteriane obtenite con 8l mis=o diluyents s ca-
lentf a 100°C carante t hare y postariarrente, par centrifucacifin y bajo
las sisems condiciones, se serarf cl sobren. cante del patuets celular se-
dizentacd (precicitade). E1 pricero carresponde al lipopalisacrido crudo
{LPS erwio) de cade serotiso, el cual se sometil & un troiaxiento con eta-
nol ol 955 hasta zjuster su concenizucifn finel ot 35, empleendo un cenaf-
agtro. Este mszcla se mentuve en rz-cse duontz 10 hares, despufs de las
cuelss ocurTif 1= precisitccifn de 1: fraccife insoluble (FI) amientres que
1z freccifin soluble (FS) peraonesfa en =1 satrenecante,

Acbes fregcoiones soosecarccan por decantacién y el sobrensdants
calsctaco (FS) se virti on cajs petri e vidrio, las cuales se colocaron
o 1s estufa (ediiah iai ol 8 37°C pare sveoorar el etancl y recupe-
rx 1la froccifn solutle on farrm de un polvo Fine, Zespufic de rascar la
mpeticis de] fods de la caja oetri. Z) peso en bese sece e asta frec-



a1

cidn solutlec se detorming on It brlenzs encdfiicn [Oorierius Jen, 2442,

Le fraccifin insolubic ruadwiil oo ooty & 2 JEN
te U miruios {centrifu . Jlfndce Imdormsticnrl _mirment Or) pern cliode
nar el sxcesc del schroncconie. st sreci:iicic tembién se zolscf en co-
Jas cotrl de vidrio para owenory ol clooiel | dotarmipar oY poss - base
ssce do este oire fraccifn. Lo -:oto dimmcids ool ontfroro cofw on e RO

y 1a FI de o=l sorocruoo o . scid, st rooiic8 contor 2 o) sftcdc de ine
hbicibn ca 1o inunohonflicis {320,

1.2 Para abterer ol Lirorelissclrize cruso (L°0 cruzo) muw ibo o
sar epleedn porc sensitilizocisn ¢z los -1%belos roito £2 camieTe (SC),
los cuslas sirvicron cow irZicoigres e la reacsifn oo inwnoheflisis

on ¢l sistene heterfiloco, e owled una ceso de Sclnonelle $-nf weiun,
la cual se cultlv€ en 7 or-ias ootrd con e2ic Last boso -ore oI Sam T
crevigwontn estérilcs, | se incutzon o I797 durcnte 20 'wros. Lo sooocie
se reelizf con 1T =l ce OSD -ar coijc | 153 Scotorizs oo lounron tros vonns
por centrifuccedifn a 7200 o cwrante 10 —dnwatos o 497, Lo cusric resus-
pengifn tacicrione se recliz$ con el mishe =ilu,entc ; oo calemt$ = 12090
durante 1 hara v posteriarmente, 5o centrifu-8 Dojc los -domes conticionas
entes mencionzscos con 2l obizic de sororar =l oschrenclinle, rUS COITESe
porcie &l LP3 arwlo, Setn Ttdao fuf dishisuics on seotis o o Sl y @
aaruvo en congelocifn = =427,

1.3 Perc preperar el suest anti T, celdi il (Tl zus? pogct un oi-
to titulo de enticuer-os contre &l antf-ano =cifin: s erled 12 ce-c one
tas nencionede, 1n cucl se oltied o ool rusritive T fasskemio o I7eT
curente 28 horas, Lo suspensifn Sasioirf-n: ebteniss oo stleontf o (08T -
ronte 2 ras, para ineciiwes 15 ancfsonos 1, 1 2 nabariloen orotBice
mssMFq;ﬁ:ﬂIerwmtcﬁaiwtu:.u:b:sb-
dnmsz'twmizmm.atmmerﬂywm
d.ﬁ:aaamascnxu‘ Sactordics /= owlrande un nalfeiro Colomgs S.
£sts maponsifin 3¢ inyectS o concjos cochos, seroc v suultos & 1o rozc
New Zeolend, por via intrcvenosn, so-dn el esouene oo frowndizacifn rocouss-
to por Cooer=s {12). Urc e desous & Lo Glcim inseccifn, los cone-
Jos se ssncraron cor puncifn introcorofoca o} sucro obtoaiis oo fncotiS




-u.yg};" o AT

a8 55°C curanta 30 minutos ;' so ontuwo © une Lvomeretwes Lo - 497, repar-
tiendose en elfcuotas do 0.5 +2. 32 tftulo de ratizuor—os anti O so do-
tarnind omediants la roeccifn de {nounohen8lisic,

2. Axibas

2! cultivo = la cenz 1K-D gc I. histcl4icc =n el medio @md-
rdeo rropuesto par Cictond (14) lo resliz8 el Dr. Antomio Ramfrez ‘.. xulen
prporciond los tres lotos e exibcs con los cuslaes se realiz8 en tr=ba jo.
La procuccifn de exibas so inmdcif 2 scobror un inSculo de la cepa en 100
Al de mecio axfnico estéril e incubondo & X°C dursnte 72 haras. Despuls
de cosecher las suitas, s8 laveron G veces con SSI . sa ofectud la cusnta
fmlmlaa&nramﬂeubw:mmlcmmdamba#ﬂm
ﬁfmmumMsmgmUmmeiﬁna-m{m
geladar Revea T.H, furtin} darante 24 horas antes ce liofilizarlas (Lab
Con Co Freeze Ory 2}. Sste procesc se repiti hasts reunts mil millones
de axibas carrescondisnte a un lote.

EMMammuWemawh
por Suzukd (57) parn determiner st exdstfs vc sustene’s siniler sl ant{-
cono com=fin, Pare allo = efactus i: resuscensifn ce lts eatbes liofiliza-
tas (ail xillonas; y posteriarrents se calsntzron a 1X°C agente 1 hore.
mmummmmw.smfma
mmmwm:m.mam-m
mamm@mu%mﬂuum
dascrito en 1.1, £l aiso tretaxiento se aplics & SO ol de medio de cultd-

wﬁwﬂlymwmmhmauﬂp
no cordin,

A, Asactivos bialfcircos

1 Glfbulos Aojos de Carnero (GRC). Sc emplaé sancre ce carmero
la cuel s mantuvo en solucifn Alsever [7) estfri) ; S33c refrigeracisn
yms o estas coxticiones curents S dias o afs antes de su usc,

Pare greparer ia suspensifin ce los G°C ernlsados en 1z preaccifin de Srmarno-
mmmmmxmmumsmmm
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ruedore de trietonolasing {T3S) pri 7.5 conirifu-endd a 3200 rea duranis
10 nimstos, al se chserveba ‘wafilisic desouls <51 S1tLau cunirifuroto
se deacartoban, Cespufs de sonaibilizor los IS (-.4) con el LF3 crudo
§. Yyphtmain (1.2), s® preparS una susnensifn f2 los T sensibili-
udns on ol misg Mluwvente v s ajustf ) cnecomtrecife Fimed tesionds
hlmmumﬂ;usmwmmm_._mmnmmsi&\m
GRC sonsibilirodes, =8s 1.4 =) de crue coatilaic uitilisonce colcidles Co-
decen,

La lechiura fincl pers zlustcr Jocz °°C a 2.0 = 1 e z/1 (e
pleendo un cs:ectrafc';&ttm Salomen Jr IZ Ted, [/2C) dobfe gor unz done

sicded Optice de C.5, hasioncs 1o lechu~ cn 'mflisic & T amp onor tonte,

zl volumen de 2ilu,onte arienso norw sfuchor asin 0 so detcrednsho o
diants la sigucnte scuccifn:

oe,v,= Xy,  de doncw

CIJ‘- Densice~ fpticc indcial,
‘J,-‘m&mqmevmar?aﬁznkmm&
inicial de loz GC sensibilizz-os,
[xxz- 0.2 Esiadeﬂndx‘ bntioe Oetims wore ajustor los 3C 2
2.5 x 7 3w/,
?me&mmmmmhm
ds G pera ejustar su concenirecifn al wolor antes -ancionedo,

3.2 Corrlemento, Como fusnte 22 comicrentc s £r:l2f sucro de coba-
yo, #]1 cuel e abituvo sorronsy oar suncifn imtrazocofoso cobs o3 a0Chos,
sanos vy afultos, 11 suero ful ropertido on oifovotzss oo .0 a2l , se tantuvo
an congelacifn - <I090 antzs ¢z o ucc,

4. Soluciongs
4,1 Soducifn o clomos 0T saic UL DR {CI.
4,2 Solucifin anticocrulants d& "lsovesy Ge oropud seln uno aocili-

cocifn {7) e la f&oula oricinel:



Glucosa :_1‘12*:- 23,50 ¢
Claruro o sodie {2 C1 4.20 =
Acido cftrico CH “7 0.55 g
Citrato de socic CJ‘L)C 3.0C g

1

Acue dostilaca WO 3

Esta solucifn se esiorilizf en autoclave (ilmont Castle 3. K.Y,
Uod, H-20) = 15 lbs de presifn durentc 15 rinutos, el pH se ajustS a G.1
(potencibnetro etrotw Harin Z-G2C) ;' en momento de utilizarla as mreperd
1a mezclz con sangre e cormero fresce, volumen a velunen,

4.3 Solucifn amartijusdare de tristanclamina (Tristhenolamine Bulffer
Solution) TBS: Se prepcrS secfn la sicuients fOroula (28):

Clorwo de sodio Na C 7.0 g
Clorao de oegnesia ug C1, 6 HO .0 ¢
Clarure ¢a calcio cat:l??l-%o 0.22 ¢
Tristanolaxina CH N .0 =)
Acido Cla-tddrico 1N HCL 7.0 ml
Agum destilron K0 . VN0 =l

Lo cantided de HC1 1 N fué 1z reczsarie pers ajustar el pH a 7.3~
7.4, ssta solucifin se esterilizf en autoclave a2 15 lbs. ds prwsifin daents
1S mirutos. En el comento de utilizarla ss diluy$ 1: 10 con agua destilate

y s afidisvon 10 ol de pelatiie al §) por ceds 1itro de solucifn precereds,
4.4 Ustio de cultivo axfinico para Entsaoste Histolytice TYI-8-33 (11)
Pepiona Siooripticzse (Biceon 156-3) 2.0 g
Elucoea C:HQO: .0 ¢
Clorwro de sotio Ke C1 4.0 g
Fmammn?u‘ 1.2 ¢
Fosfato de potasic dibsico K PO, 20 g
L-cistefre (Sigm c-7000) 20 g
mm(u-mym)caﬂnos aN.0 g
Citreto fTico CM0, Fe £ wp
Agus destilace Ho 10,0 =l



DAl S T

LU

4

i
=

Se gjusth el pH ontre 5,.3-..9 con solucifn ce hidréxido o=
sodio (MaOH) 1 K. Se tistribuymron 77 = ccl medio en matraces con to-
pOn da rosce y se esterilizf en autoclovs & 75 1bs. do presifn durents
15 minutos y sc oontuvo en refricerecién. Cr el norento de usar esie
madio se agregd suero de bovino (icrolab de '€dco} inactivdo a 509C
duents X0 rinutos v 1o nezcla vitesfnica de Diamond (TFS=1 Harth Amo-
rican Siclogicalls) en 12 siruiente croncecifn:

V'sdio de cultivo A
Suaro cdg dovino incetivans 17 =1
Lazcla viterdnica 3Ial

Se realizd 1z prucha do esterilidz< cejfnZoss incubar en 1=
estufa a J7°C duante 24 horzs. uste nedio fsbe ropmee—se bajo estirio-
tas condicionas de sstarilided utilizendo: cuarto estd:l zo cuitive,
cxpena de lujo ladiner, mechero Gunaen, :ntu'mlcbu'istal:g'!:aseﬁ-
ril, jerincas desechables : el nersonal que lo properc dabe enplecr be-
tas estfirilcs , cubretocas,

4.5 lscio bese sarc scar sanrre (02L)
FOraula en 3/1 ce acua destila<m:

Infusi6n g =0sculo cardiaco Is5 g
Peptona thiotone L
Clorure de sodio 5 ¢
Ager L
o final 7.3

Se pesaron 40 © de cedio desridrotrdo v s Msolvigronoen 11
o8 acua Mstilega, se csterilizf en astoclcwve a 12197 Asonte 15 minutos
y ol amiio ss distribuyl en cejas petri estfriles cesachehles. S dajs
gelificer ¢l oaiio y luero sa incuberon las coics ¢ 27°C durants 2% “orus
oons gruche ds esterilidod,

4.6 Caldo tripticass de so= (T34 Sroth TOL)
Flrmula sn o/l de coun castilcda:



Oinerido poncraeftico de casofns 17.0 g
Diceride popeinico de soye 3.0 ¢
Claruro de sodio 5.0 ¢
Fosfato Hpotisice 2.5 ¢
Dextrosa 2.5 ¢
Agua destilace 1.0 1

£ste medio deshidrotalo se disolvié en amn dostilade » se es-

tardilizf en autoclave & 121°C cduonte 15 minutos, Lueco ss distribuy§ en
matreces, previaments ssterilizedos, y se dejaron en le estufa & J7°C por
24 hores comd prusba de estarilides.

5. Haterisl de laboratorio

S.1
5.w
S.13
5.9

Espectrofotémetro Colemen Jr II =od. 6/20
Potencimetro Lstrotwm Herin t-520

Estufa Usdilnab tod, H-201
Cantrffuce Servall rofri-eraso Dod. KSB-R
Concelace: Pevce tod, 328 JZ2=10 T.H. Qurtin

Balargs amlftica Sertorius Hod, 2042

Contxifuge clirdica udverssl sris 83134 H T.H, Ourtin
Cantrffuge climice Intarrational Equipoent Co, ssris 428-14605
Autociave Zilmont Castls Rochester N,Y, lod, He2D
umm&ncmcnrmma

Msfellcstre Colamen ©

Bafic o= arxe BTL 8 3C

Balarza gramataria

Asfrigeredor

AN,

T R L.
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5. Mtodos
e | Reaccifin de Innunohorflisis

Pare dgtorvdnar el contenio c= ontf-eno candn en la FI y 1=
FS de 3. gold O3, £. gald 05 y C. Mstolyticn, sc uwtiliz8 1z reaccifn
de inhdbiciln o ircunchenfBlisis. Sstc Gitine requierc de lo mrevia Situ-
lacifin del suero anti . coli C18 medionte 1z recccifn de frmunchonBlisis
dimtn.lnamlse..evﬂaaabowﬂnﬂncododcs:ritopr.m:‘cc
cals, (33) con ciertas modificaciones.

Se a:lemron GAC nrevismento lavedos nor contrifu-aciée =
30C ron durente 1C cinutos {eentrifura c2f~ica I7 Co) 2 wecos, ecplscn-
do TBS oowo dilu;ente. Cstes ~7l@ulos rojos soosersibilizaron posterior-
mente con el L°G crudo de S, fphixadue {1.2] mezclonde, velumon a vo-
La-\,ﬁLPSMydeal?c.um&asaa:iﬂum
mants y Iuspo se incubl =z 37°C dgante X0 ainutos, cestuBs o= los cusles
#8 aliring el sxceso de LPS lzvencio los 7RG semsiyilézadaes (FC) con el
aison Mluyente v centrifusendo Halo las sisrms condicisnns antes nencio-
madas, dxentz 2 vaces. La suspensifn de G327 a9 eivc*8 2 1o concontro-
cifin Sptima como me inctict en el inciso 2.4

faruislments, ss realizaron ciluciones orogresivas cal sumo
et E. coldl O et TCS, comenzon-o con unc 4lucifn 1: 12 “est= 1o -
luedfin 1332000, De cada Milucifn se i-ieron ofcuctas re .25 nl que s2
distribuyeron en custro tubos rotulados cow 1, 2, 5 ¢ &, 52 eiedi8 suce-
MM(WQMM1T“mm
dora 785 y OAC™ y previssenta ajustcdos,

Dospus ce incuber durentc 30 cinvios o Z7%C, 1o reeccifin s
datuvo afacisrxio 0.5 a) del aisso cfluyente frfo. Los tubos de recccifin
% contrifumsron & 15C. rmo daente 3 ddnutos (centrfu-a clinics Uriver-
sal TH, Gxrtin) v se reclizf 1r lechce ¢z Sofilisis 2o cofe Subo S wae
Iompitist de oncle de C20 3, mplsanco caxs blawco o1 TSS.

En lg tabla I se cuesire el trete={ixto corrospondiente 2 la

AP



cilucifn 1:400C del suero, sin ombor-o, este zisne se aplicl a las otres
ciluciones del suero.

£l chlculo de la wicded 50, homolftica sc deterrind el papel
ssilogaritzico de probitas K-I-JT3-22, transformondo los paircantzjes
de tenBlisis e unidedes de probobilided y cisponienco los volfimenas de
suero de cobeyo 1:75 en 1z escala logaritmica (Fig.D).21 valor de la und-
dad 50 hernlftice carresponce a 1z interseccitn de la recta con el va-
lo de 5 = 12 probita. 7l greficar soirs repel milinétrico la relacién
entrz lz unidad 57’ heclftica y los recfproces ds los diluciones dal
;umro, 88 detarming la dilucifn nfxina del susro que edgld 8] menor con-
s te conploranto pare producir la hem@lisis del SO de los sritrocitos,
la dilucifn 1:4000 del suerc se considerd el titulo &otinc,

£.2 * Ramceifin de Inhibicifin de Irounchen@lisis

Se preperaron soluciones oetrin de {0(C aicrogrescs/sl ds todas
las freccionss, ¢ excepcifn de 1a FI de £. cold OC y os la FI de £, histoly-
tica qua fusron dilufdas sn 100 y en 1500 aicroprescs/sl respectivesants.

A partir cde estes soluciones se rreperayon diluciones srogresives de oada
freccifin en TBS y por cats dilucifin ce micieron alfcuotas de 0.15 al que
a8 distribuyeron sn tubos rotulados como 1, 2, 3 y 4, postericrments s
ofiacti6 0.25 =l de suaro anti E. colf 0% 14000 (que full la dilucifn carres-
pondients al t{tulo dsl suerc) y solucifia TBS.

Sisuitfreswnta ss prepararon controlss tento del suwo antd E.
cali 014 (enticusrpo) como el de cods freccifin {antfoww). E1 control de
anticuarpo ss componia de sumro entl E. coli 0W =fls el ciluysnte T8S y el
cantrol de anticeno contarda le froccifn respective mis TBS.

los tubos 3z pre-incubarun a 37°C durantes X oinutos y trenecu—
rido ssts tispo, & cata o 38 1s agregt, en 4l sigudents arden, susro
de cobeyo diluldo 1: 75 y GRAC* y rwviammnte xjustados, Los vollesnes en-
planios e todos Jos componetes el xistesm de resccifin se {listren en
1a tabl» II.




Posterior=onte se rocliz€ unc serunde incubacisn o J7°C por
D oirutos, despuls de los solss 56 windid 755 frio parn detonor 1a
resccidn. Los tubos 3o centrifunaron a 1900 rpo duente 3 winutos v sa
realizf 12 1acture del rrodo de hemflisis de cote tubo 2 une loncitud
te onda de 530 ma, Se copleS como control ce henmBlisis total la scris
de tubos correspocndiontc al control de anticucTpo,

Se trebejoron de l= nisme forw la FS y la FI del medic de cul-
tive axfinico pern ascrurer la evssnciz de ontf-eno soth en este mcfio,

le undcee SC. henalftica pera diferentes canticades cde las
frecciones ful calculads cono se $ncic en la inciso 6.1, Sc rraficcron
108 ;) de inhdbicifn de henflisis versus el loserft~ o los ~dcrocrawos
ds cada fraccifn,

Las rectas abtentides on las fi~wres IT » I7I fuerun ajustndas
‘par tdndmos cuadredos, secdn 1 frmule rencrol coscrita en la pActne 43,
y tamnisn 38 calc:lwon los coeficientes de correlacifin lineal nera coda
1{rnea recta.

PN - PRI



TADLA 1

Protocalo ds la reaccifin do IrmunohenBlisis parc titulcr el suero antd E. cold i

| M":J "

3 o
s susro antd S, cold 0% 14000 (ml)  0.25 0.25 0.25 0,25
susro de cobayo 1:75 (m) o550 0,35 0.25 0,15
diluyents TBS pi 7.3 (a1) o0.1C 3,30 C.40 0,50
| g nd (m)} cC.0 .6 0.0 0.a2
' Incubacifn a 379C durents 20 ninutos
dilyyents T8S pH 2,3 (2} 0.7 0,50 0,%0 0.52
c-rmfumamommamrmmunmasm-
L El protocalo corrssponds a 108 cuetro tubos do la dilucién dol suarsc §:4000, perc se aplich
s £l wiemo tretaxients a las seis diferentes cilucicnes dsl suero.
‘"":’ . Rojos de Cervare ssnsibilizados oon sl LPS crudio de 8, typhimerium y ajustados & 2.5
- x %07 cl@los rajos/al en diluyents TBS pH 7.3
T

ML‘J Ay

*
EAT
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TADLA 1X

Frutocolo oo la resccifn oo inkibicifn de irrwunahoafilisis parc titular 2l contondzo co
m‘-!mcu:&'mlaFI)FSdo___. coli 03, S, eold 05 y =, dstolytice

tubo
. Praccifn

suero enti Z. cold 044 {2} 0,25

elluyonte TS o 7.3

suero de cobsa 1175
Moy

ciluonta TS ~# 7.3

* Le tebla corresponde a un <flucifn cunluicc re o
partionco inicialmente de unc solucifin ;o4
E Hstolytion oue fumron ctlid:ns on 1 . 5o

(1}
1 2 3 4 1 2 5 4
(27 0,98 0.12 2.15 0.13 - - - -
0.25 0.27 0,25 0.2 6.2 0.2 0.2
(] - 0.5 €35 32X 0.5 0.2 C.40 0.0

(=2
(e}

{'.:1

- GeZ2 .40 0,25 6,13

o0 0.8 G2 o0 2T LY 2.0 oon
incubacitr = 279 wpanic ) aimutos

Gl 00> Calt e T Je T LN G50

.00
30

Q.20

(2
2 3 4
0,15 0,15 0.15
O.m a’m 0.‘3..!
.3 325 C.1o
0.3 L35 .o

3. 0.50 0.9

Contrifuracifn & 1.0U oe duronte 2 mdnutos 3 lactuen ce henfliais o 5790

anmmmr"?.a

_ {2} control o enttrenc

Frmci&mcttmloamﬂmmﬁinmt,
'~1:‘Isniaug:ﬁns'n1um1&tchlaﬂda" cali @
- micror reans ‘2l reseectivarente, Daluimmnum-
- mmmmwmfummn 1a FS del modio de cultivo axfndco.
ﬂmmnm mfﬁhdﬁh&mmmhﬁmm‘

Suaro entt =, coll 04
Wmammmmmechsmma

Yphdaoie 7 ofuetzdns 2 2,5 x

10° bl

RS

g 4.
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IV - TADOS
Seacciln de Inounoenllisis

* Zn l2 tablz III se =ucstion los valoios oo la unddod 50, henmalf-
ﬁum&mmmdelas ¢ifarontos ciluciones col suero anti
. coli G4, ® incicen ol surento srorresive Zz los -1l de suero de cobayo
dﬂdlh 1:75 recwericos qcre cor du-er o la lisis o321 730 oo los ~Yé&wuios
- rojos de canero sensibil-zacss, e aqui e, confarmo awcenta la Zilucife
dol suoro anti I, coli 0°4 se recuicre naor contidad de comslanonto nore
der luper ¢ la herfilisis.

Al greficer las unddades (O hewlfticrs (1 vo suzo “e cobeyo 13
75) varsus los recforocos e las ciluciones cs) oo »ntt I, coMl 044, se
detoraing 18 cilucifn ofixits <ol sero ~u2 ad {2 ° ner consEo de coae
.plecento ssta corresponcis 2 1o ~iiucifn 1:43CC, la ol se consicorS el
tltulo ccl oueo, Fic. 4

Rasceitn co Inhdbicifin do Inanpe8lisis

En las toblas I'-XI 3¢ oucstren los wvolcres o2 lts undccdes Si) ) hoe
molftices chtenides al pro-incuscr code une tie los fracciones con 8l meo
awd E. colt 034 1:2000.

Confaroe oussenta 1a conticar =3 fraccifin -re-incuscde con 2l sudto
{s owxepcifn de s freccifn solwls e I histoltice , lo freccifin soltle

e insoluble cel ocio adnico’, ss oheervc un arento an la uds 2 D ho-

-

molftica, 1o cusrl incizc ~uc se macesite a2 or centi~Z de comylenonto ~o-
e oar Luar o la Mads el $D7 23 los S0, &) cirertor o forczifr ce
couplejos anti-eno-sntizuer~o, ssto © s vez, “a luTr al mconto dol [ de
o~ e 1 Msis a9 Jos eritroc.tos.

21 grefiomr Yoz 7, de §.dhictfe e heoblisis costre =) lorwritto do
Jes dcrerrenos de car freccitng, sg obserul ~uz la reccifin Araciuble do
.. S-sall, 5. coll 3% o, histel tica srovescn 1a°indiyicién ol ) ce

e O RTL
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mamm*.muawmﬁfmman esto qus,
miontras la freccifn insolubls ce L. coli G5 rewutere 5,313 meroparnos
(ug‘mmbirel.ﬂaceﬁmﬁlimenmvolmdc1nl.1:fm
m&g.;ulémmlmalMufutomE?.maw. reqd-
umast.zzougunwmmm:ug. histolytica pare pro-
vocar 1a inhibicifn del 50 ce los CC* en 1 ml. Estos resultsdos indi-
cen Que la freccifn insoluble de £. coli OC contiene seyor cantidad de

mmuummmag.&umym.aum.
contisne meyar centidad ds antfoeno comfin que 1a frecciSn insoluble de

E. histolytice, la cual contiens alguna sustancia cue es capaz o8 resc-

Mmmmmmmmm.

um&mmmmmﬁ&gﬁm
mm::mmmmmm”dnm.nuhm
cifn soluble de E. cali 03 intdbe el 5O de hemflisis/al con 39,18 ug,
sientres que 1a fraccifn soluble de £, coll C3 requisre do 43,08 ug pe-
e producir el aimo sfacto. La fracci6e soluble de £. histolytios mo
contiens algure sustancia que ce luger a la inhibicifn cds henSlisis oe
hm.nmmnm-ubunnemnmm.m
bls cal mecdico axfnico,

En la tshia XIY se musstren 10s ¥, de inhibicifn pore cade una
ammmy-mmmmmm
1a contidad de ent{-sno capez de inkibir 1z hemAlisis del ST de los GACE
on we alfouots ds 0.45 &l y en 1.0 ml.
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Velor de 1a u-l.; parc ciferentes <4luciones ce) suero anti
E., coli G1s

Dilucifin Suoro de cobeo 52 " HewBlisis lli;',
175 (1) “
. C.1Z 0.2x@ o
1z Y000 0.25 .55 20 8,06
0.3 Cel7 94
Q.55 T.03 pogr’
g.15 Ce 33 Go
2000 0.3 0.4 92 0. 1%
.50 0.48 8G
Q.15 0.19 3B
1:4000 &% %g o a1
0.30 0.825 85
Q.15 0.07 ) L
. C.2= 0.19 k|
0.50 0.32 b
Q.1 0.045 9
" 0.25 0,00 %
12 48000 o5 0.13 pros 0.80
0.80 0.17 - §
0,15 - -
0.25 0.04 a
: 32000 oxE 0. 2 -
G.o0 2.97 4
-umum:ﬁmmnmnhmnxumwuﬁhmuuuuraun-
o ati mouyatmnm@elwsmmg.m
maiug .,

TR 113
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TAOLA 1V

81, Coeusiuos por el sistena suero anti . coli (24 (1:4000) y
GRC sensibilizados con cl LPS crudo de S. typhimuriun, cuando el
susro es pro-incubado con difgrentes centidados ce FI ce Z. coli OC.

ug FI suero de

0 hemflisis ..
1:75 (md ‘

(2

(3)

0.15 0. 2
150 0.25 0.03 5 1.3 055 7.7 92.29
0.35 0.05 18
0,50 0.08 15
0.15 0.02 a
% 0.2 .05 13 .70 142 19, .11
0.3 o.11 2
0.50 0.17 R
0,15 c.@2 4
32,5 .25 0.5 b G52  1.52 26,50 73,10
0.3 013 x
0.50 0.23 a5
615 C.06 10
18,75 0.5 0,15 X 0.35 2.8 .92 60.08
Q.50 0.2 68
0.15 0.8 »
9,37 025 0.28 s& C.2 .0 W03 29.97
0.5 035 y.¢]
o5 .41 a2
a.15 0.5 =
a8 0.2 0.3? 2 C.1= 6.G0 93.28 6.7
[ 0.a2 3
6.50 0.45 90
G5 0.27 54
comtrol 0,5 0,36 % 014 74100 -
(=) 0,35 0.42 o8
0.50 0.45 -

4+ o] ds sero de cobayo 1: 75 conmumidas
(l]ﬂammmyOl:TJmﬂnmmﬁu\aLOnl(ll'lm.’lul]

(2)WMmmmmLdeh-%/dm
contrel ceso el 100, (heaBlisis/=i)
{3) irtiticifn de feaflists ol sicican, chtenddo al sustraor el 0T de he-

. affisiafal dsl cont. ol nonos la heoflisis/ei de cade rrobloce.
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1he s s Sl s, ) ok Sl S v, wn el ma f.aomn) o
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GC sonmibilirzodos con el LPS crudo de 3. typhimurium, cuendo sl
Susro es pre-incubado con difsrentss cantidades de FI de £, cold 08,

ug FI susro te cobayo DO ShemB8lisis u'lma: (1) ‘ (2) (3)

1:75 (wl)
0.15 0.0a 8
b Wy 0.2 0.08 13 2.00 0.50 7.01 92.99
0.X .09 K}
0.30 Gl 22
.15 G.07 13
.85 0.25 .15 X 0.50 2.0 28.02 .58
0.5 .2 a2
.50 .24 48
.15 0.15 X
0.537 .S 0.24 43 0,27 370 583 48.17
0.5 0,30 a0
0,80 Q.35 7
0.15 0.19 ;| _
O.488 0.2 (s M - &4 C.20 5.00 0.0 29.97
0.5 .3 75
0,50 0.42 94
G158 21 a2
LZn 0.2 a1 & c.18 5.5 7.Mm 2.5
[+ B .27 3
Q.50 0.42 24
Q15 0.27 54
0.117 [+ -] .37 M a.15 8.66 0DV.28 6.2
0.5 0.5 a0
G.50 .44 88
Q.15 Q.27 54
{-) 035 0.42 84
0.50 0.46 92

% wul de ;o ds cobayo 1:75 conmsiidos

(linamuWhEm-nmmﬁantl.nll(w-l)

©) producide en s valfan de 1.0 al considernco 1a UHyfal del
contral cooo el 005 (hesSiisis/sl).

{3) 1akdbicifn de hemflisis del sistems, obtarsico al sustresr el MXY de te-
Mislsfal dal conbsl s 1a eetuisiysl @ calda Ekiseie



TABLA V1

-
I.H:l; consuddas par el sistema suero anti E. coli 014 ():4000) y GRC
senaibilizados con g) LPS crudo de S. typhdmerium, cuando sl sucro es
pre-incubado con diferentes coantidades de FI de S. histolytica.

wfFI mmrodecoboyo DC  henfilisis

1275 (ak)

.15
225.00 0.2
0.5
.30

0.15
112.%0 3.25
0.5
030

Q1=
86.290 025
C.X5
.30

Q.15
28,125 .25
0.5
0.50

CASEL R S Y .

.15
0 0.5
6.5
Q.50

a.15

* contral 0,25
-} 0.5

0,50

ARRTTT SRR

G.03
0.08
C.12
0.17

o5
Q.14
0.22
.25

G.19
G.12
G.22
.32

.13
0.24
6.3
.37

Q.15
0.0
Q.3
0.45

G.1?
X
0.40
0.4

RENE BABK 208K RRHH JBBE ERKo

# x]l s samv de cobayo 1: 75 conmussicos,

UH.

0,80

.50

0.X

225

.2l

.19

+
o 3

(2)
L2

2.00

.77

47

(2)

52.57

100,00

(3)

9.50

(2] A2 OB =EwD de Guays 170 Somismidns en on wnlfoon de 1.0 A} (tH_../ml)
(z)mmmmmaLonmu%.fém

control como el 1005 (heafilisis/ml].
{3) Irnidicifn de reafilsis ds) sistene, obtorddo ol sustroer ol 100, de

honflizie/u]l del control menos la henfilisis/ol de cacc probloma.

R
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AN Vil
marfcuammpu-nsimmmug. colt M4 (1:4000) y GRC
senaibilizados con el LPS crudo de §. tynhimgium, cuando el serc es
mre~incubado con diferentas cantidados da FS de E. call O3,

ugFS  suero de cobayo 00 Trenfiisis W (1) (2 (3}
1:75 (al) o
0.15 0,09 13
15 .25 0.15 k o 0.&C 1.55 15.5 83.4
2. .13 o
0,50 0.24 43
0.25 .18 e 3
7.5 0,25 0.29 = 0.2 4.7% £7.6 S2.4
0.3 G Gz
0.50 0.40 aC
. G.15 .28 a8
b Wy 0.5 0.3 x 0.16 6.25 62.5 7.5
0,35 C.8 x
G.50 0,42 84
0.18 0.28 85
1.87% 0.25 Q.37 Y, %14 7.14 7.8 A5
0.3 0.4 82
G50 0.44 - ]
0.15 2,33 &6
0.937 0.25 g.41 - < 0.10 10.00 100.0 -
.35 .44 aa
0.50 0.46 ®
.15 .33 &
contral 0.5 C.41 e 10 1,00 MOB.0 -
{=) c.% LT} a8
0.50 0.46 - 4

# gl de susro de cobeyo 1:75 conmuridos

[1]dumaml=nmnammma1.on(mﬂ]n)

(z)mmmmnuumamumnwum
central como sl 3006 (hemflisis/ml)

(3) indbicifn de hemSlisis del sisteam, chtsnido al sustrear el 1006 de he-
afligisfel dsl contral monos la heaflisis/ml de cada problecm,

L



L

-

,':;lp.w THRETTRRCY Ty e T e e o

TAOLA VIIZ

(. contanidas par ol alctenn suarc ntd I, cold 014 (1:4000) y &€
sansibilizados con ol L5 crudo da S, i chlmurius, cuondo sl suaro os

pre-incubado con cifg.entes cantidaces de FS co S, coli OO,

ugFS susro de cobayn DO “homfiiicis

9.37

4.09

2.

11?7

1375 (al)

JGBN EHBHK 8RB »

B3R

&

¥
»

gIRB A

# nl de saero de cobeyo 1: 75 coneurdidos
(l)ﬂﬁmhmwlzﬁmmdenLDnl[wmlﬂl]
{2)“1&:&::1.&-1@%&1.0&%1:%1[&&1
contral com 2] 1005 (heaflisis/m1).
(3} sntinicifin cp teaflisis dal sistoae, obtenido al sustroer el X, ce he~
aflisis/sd cu) control menos la hesfilisis/al cs cade proble=a,

UM,

1.50

0.45

t.C

.25

2.15

c.19

50

-

(2}

3.2

(2}

2.0

100,00

17,49

I T
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*Mdaspwelsistznmmti_;‘_. coli M4 (1:4000) ¥ GRC
senaibilizados con el LPS crudo de S. typhimurium, cuando el suero as
Pro-incubado con diferentes canticedes = FS da T, histolvtica,

3
ug F§ sumro de cobaye DO heafilicis (1} (2) (3)
175 (al) e ’
150 G.15 0.27 54
0.2 0.37 .l 0.1a 7.4 1000 -
C.35 0.40 ki) ,
18, % 0.5 0.44 23
0.15 2 = s
0.5 o.X 2 0.14 7.14 100,00 J
) a3 Sa 5 :
0.5 Q.a8 88 *

* al ds suaro de cobeyo 1: 75 consuxidos
fllnllhmﬂMLﬁman'mmuLDul(Wﬂ]
(z)r—nxnsMnmulunuLomuuqm.lnm
contral can el 100§ (resflisis/al).
(3) 1nnibicitn da renfilizis dal ststeam, cbtenido al sustreer sl 1005 de he- :
Mﬂmwﬁﬁmhmﬂdtmm ;

"

i
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TACLA
uim:‘mmsprelsism suerc gnti E. cold 014 (1:4000) y GRC
e-n_-:!huirums con 21 LP0 audo dde 3. tiehineiun, cuarle 21 suero es
pre~-incubado con difcrentes contidodss oo FT del nedio axfnica,
ug FI  sumro de cobevo DO rerfilists mso.* (1) (2 (3)
175 (m1) 3
150 0. 15 0,23 o0
0.2 0.3 x 0.12 5.8 10.00 -
0.3X 0.40 QO
13,75 Q.50 0.43 e 5}
.15 C.23 Y
control .25 0,33 A Gl Cais pasie > -
(=} 0.35 Q.40 o
0.50 C.43 ac

& qal dg suorc de coba,o 1375 consuddos

(I]nlmm:bmlzﬁeuuddmenmwl&mdal.cnl[ll-lso;lnl}

(2) remfilisis producide en u valfinen dc 1,C =1 consicerends a luﬂ;[nlm
control como =1 100 (hofls  afml},

{3) 1irdbicifn de hecflisis del siste=e, obtorico al sustracr el 1005 de he-
ofilisis/nl del control cenos la Heflisis/=nl de cotih problesc,

a
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TADLA I

t,." consuricas par el cicters svero anid L. cali 014 (1:4000) » O°C
mmelwsmaeg fyphlariun, cuondo el suero es
pre~-incubodo con diferentes canticdodes de FS del nedio pfinico.,

uWFS suerodecabeyo DO “hemflisis LHSU.:' (1) (2) (3)
1:75 (m1) '
150 0.15 0,23 56
0.25 0.37 i, 0.14 7.14 100,00 -
0.5 0. 482 8a
18.7%5 .50 G.4C -4
a.1= 9,29 &
cotrul c.25 0.37 . 0.12 7.14 100.00 -
{«} 0.3 0,42 aa
.50 Q.46 92

% @l de suerc de cabayo l: 75 consumidas

{2) =2 de murc de cobeys 1:75 consumides &7 un valbuen g8 1.0 Gl. (UK. al)

[2}m.mmmmmm1,n-1mmhwnm
contrel como sl 1005 (hewflists/ml},

(3) $oniiricisn de henflisis del sistem, cbterddo al sustrwer el 100 de te-
wilisisfa]l del control mencs la hemflisis/al de ceda problems.
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~acta de Jinimos CuatraZos

Forma nqenorel do 1o rects e mininos cutdrados

Y w Ao+ Alx

De donde: Ao = orconaca al oriren Al = poretionte dp la rocta

Sistene ¢s ecucciones nara cdeterminer Ao y AL

XY = Ao+ 4T (1
XY wAdLx + AT 2 {2]

Resolvicendo el sistooa pere Apg v AL se tieno:

AD = .. 32 - x b}
Nzxz- [Ixz]
N = Nbosero de varizbles del sistesn
mmw&-m

(r

4

-

r= :\k_{ s Seti~eds -:}2
r 2(ry-%

De donce:
y sstimdn - 7 sromedic = wriscibn aw-licet

y - y proredio = veriacién total

Al = N:g - I:x"le

Nzxz_ Ele .
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Ajuste de rectcs por oininos cundradas y coeficients de corro-
1aci8n lineal (r) en lo relacifn le~crftmo Ze los aicrosranos
e FI y el *: de inhdbicibn ca hemBlisis cn cl sistoe susro

entd I, zell T14 y O0C sensibilizodoc con ol UPS cruds oe 8.
tordaeriun
FI S.colilB f(x) = 53.54x & 55.57
ug lor ug . inhibicibn v astimdy r = .93
x o xz %
3.730 0.37C 2.3 0.3249 3.0 33.C3
1.875 c.20 7.3 0.0723 12.43 70.95
0.459 - 0.325 29.97 G975 - 9.35 E.0
G.2n - 0,530 22,25 0.X2H - 2.2 12.70
- .0® _2r.3 L7717 &0,7?
y &.3A
FI gc Wli oo f(x; a S0 22 - 22.“
ug lor u- ‘a intibicifn v gstinedn r = 097
X b4 xz Xy
150,00 2.17 .2 4.5 200.2- 9.2?
5.0 1.9? 0, 44 3,880 145,720 82,27
37.50 1.37 73,10 2.L589 144.7% 65.40
1B8.75 .27 50,02 1.6122 .22 45,50
9.% 0.97 29.97 0.2¢0% %.07 31.33
4,59 0.07 6.72 0.4435 &.5C 1.9
S22 _ Bz 13..774 mM®
y SLE
FI E. histolytice f(x) = 56,14 - 53,856
wy loc ug < inhibicifn y esticedh r = 0.99
x 7 Xz xy
.. 2,522 I AP LW 2.8 72.X
1%2.500 2.0611 “1.27 L2 127.1C S1.22
56.250 1. 751 3l 30225 2.2 45,40
&8, 15 1.4480 .22 2.7090 X5.10 22,55
4.052 1. ¥0 g.5C 1.31%2 .22 0.5
2708 2.2 12.220% 440.%

&L.49

~
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Ajusts de rectas por mfninos cucdredos y coeficients de corre-
lacifn linecl (r) en la relacién locarftmo de los rdcrogrescs
da FS y 8l ° da inhibicibn do he#flisis en 8l sistemc sumro
anti S, coli D14 ; KT sonsibilizedlos con el LPS cruwdo e S

Eyphdauriun,
FE E. coli 08
vg loc uc
x
18,75 1.270
9.%? 0.971?
4.689 05712
2.3 QX992
1.17 0.0682
3333
FS E£. coli G3
uy log ug
X
15.000 1. 1751
2.500 0.8751
3. 750 0.5M0
1.875 0.2730
Q937 -, 3280
2.8701

f{x} » 71.73 -~ 8,17

2 inndbicifn y sstisada r = 0.9
b 4 *2 xy
87.45 1.£205 111.2 a2.92
57.73 0.9442 SGe15 61.480
*.9 0.4505 28,02 ¥».08
17.49 0.1 €.57 8.3
119.42 2. 1561 199.66
y 3,08
f(x} = 63.53 + 4.085
3 inhibictién y sstimps r =« 0.98
y "2 xy
83.2 .33 98,08 78,80
52.4 0.7558 &5.85 .M
37.5 2.39¢ 21.52 0.3
23.6 0. 0M5 7.9 21.27
- 0.0007 - -2 |
- .9 2.53% 1N.S5
y 40.3



s
AT
-

et

ssmedif. OWN)
-nhd.‘hﬂ
——— { e——

()

At
:
o
s



% e
&6 homdiinis.

100

%
agioenh o sishome

do bamifisls om los I3 %0

o B

L3
e ol

“*—

me

swoeniif OMy

yé L

x

. Pk
YR v LN

IR ST



oL T

nesunen o Nesultados
DotermdneciGn de la centide: de wicrorresos e coca froccibn

$ »

» cue inhibe al.30 do herfBlisis'ni cn lo ~réfice de  dg inhi-

:, B

' bicin de haofilisis vs el lorarito de los u- o ca froecidn,

- FI 5. coli O: FI Z. gold CC I 2. histol tica
log w i inkicdcidn  lo- o ) {mmdsiziSy lom u- | dandbiciSn
0.c27c 20,00 2.17 .27 2,42 e
0,023 53,50 1.27 i’ 1.7% 4,80
=0, 323 .0 Pl Al T.88 22.50
=0, 5% 19.70 ST e PRt 12T
0,532 2..2 O 7 el
0.977 v 0.0 12.EL v TIL,XE L.133 u- H50.0
6.5 3 ug 30.00/ml 127.050 o= S0.00mY &L%.22C - 00.30,/m2
FS Z. coli @ FS . coli 3 S £. hMstolytiec
log uc 7 inkdbiciGn  lo- v inbicifn  lop o~ intdbicifn

. 1.273 2,22 .17 Tiell 2.17 -

- 0971 <1.40 0,37 .6 .22 -

J‘ &571 o:: 3.:7 40.3‘: 1.57 -

= 0.X3 13.3 a.2? 21.27 1.27 -

o 0.0G3 - 3% - 0,03 2.2 0.~ -

. ~r &4& l’: :-‘J.m :l qe u :'3.:: - -Io:‘:

h’ : 4.0 o« 2001 3840 U e L - o T

)
P

FB tctio onfin'co FI Usciio exfnico
e Jog u % intdbdciGn  log un  i-indbicién

2.” - 20 17 -
1.” - 1.37 -
1.57 - 1.3? -
10” - 1-‘&’? -
0.57 - c.o? -
- N, - e i) &
- 0.5 - el

& Cetg welor a8 calculr consisercre'c ol woler en icorows oo cacs frao-
cifn que inldS2 el 50° e hoflisis Tuf or o olfcuota oo 2,15 =1.
2 valor e aimoTows o oo TrozciSe 2 dote - fvie-alonds en
. lae ficwes I ' IU ©1 punte cur o wlnnd- 22 02 Zg inhibicifn ce henll-

&
L Ilsis y ttesaforwano ests wolor ¢ o detarminenco su ondiloaritoa,
%}: d ae ! g intdtcifin glusicod por Mninos custiaos.
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xiste unm zmpiic litsriture cue informz, sobre sonc tivarsos wi-
croorTenisnos comerton olrunas dotmrminantcs onil fnicos de ostructura
tufmica si~‘lar. ¥n ejonrlo oo nste lo consie iz 1z roazeiSn sniicBricn .
cruzace ontre I, coll tirco 0f coesulade (L sopfee<eioan oot "

- ‘L .
Fem - : } ¥ ca o] AL
- e s s
b, - . LT I | I U et - L O S
Hifin rnestn-a oo oTebd 2 2o osiallitur sufalnn T Glliendilou torisate

Us arbas bactorics, ) coal ostd consiiiuf e - o fci-e lccetilneus—nico
{1s).

Tazhifn se hon Jerostroso reoscionns on i€nis s siurice en
bactarias - cflules ani-clsz, !no o 1os sustomni-c f - E %

.
cruce enticlriss 25 ol ootf ono Uz Tmssaenn, o sot L sidg wollece o
cflulas huancs, us cobe; o, o sells | an tasimloc . o zefs, oo ke

. - -
ek b e ot ey e e

corrode tun 1os ortf-onos cun foivria 298 ru-Es Son ufhees -

% - g
e | . g 4 L e ates 4 v

brame o Jos ~1@wules roios hutnag, v L o menas atti-fnices con

., ') Al r - - - . . T
clules vorotales oszztorizz fOY ! T ST Lmmn - aees ban e ufe o
las reacciores cnii-8rdcos ssuzasts shhl L Toe liieer smien . i3z Aoiia

dos onineles, wn ~ancl crepondiromie on 1z - e Srocdc o2 cicctes onfore
osdedes infecciosas, Un ejorple bian conocizo os 1o fiekre rousfticc, on
donde s3 he surerido la exdstoncic it un ciuco emtic fnico coire los cntd-
renos oel estroctococo | 2l £ojizo emsfoze, (270,

Uno de Ios antf-onos Sue en un zrincisio Fuf holl-o on M ferene
t-mupmm_z.g_l_i_rcnc:n‘.tnmSlasmtm.ctzias, S5 gl o=
toeno coalin entarcbactarisne 7347, Los Sootorias “ren positives oo varizs
Gren necativas cow “sautzioms, Diusolla | Zs seriusis, coroeee oo sty
antfreno. Alrunos ctarns o Letiner {307 'en cisasizo )2 nosiSdliced
de clasificer = lag boctarizs en le foxdlic receobcctoriscsan an boso o
le prosencic g este ontf-onc.

Acedis c2 l2s faclicacionos toxor&aicoe 2ot orif ono cooln, e sie
g0 msy relcvente ol fallez'o do los oiwlitiaing prticdnicng snbre o] O
y los tejicos oo oeles, Tobiio & 1o Lanartanciz oo mstn fondrno oumde
teneT, 6l descubricianio te ~wooorones sruzases oie o Ty los o8k
lxs o2 12 rucoms del colon heno (4.7, o = 3ico oo mrir mue o) TM
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rusde ester ia-liccio on 2 zrericifn do colitis uleeretiva. In la poto-

nnesis Je las losioncs renclcs on las nieiwwiritic,ss fa r3lucisnacs
e! cruce cntictnico entre les cflules rancles ; el A y sc he sropuesto
(21) que 1z 26bil respucsto el retén hacia la inmunizecin con el A,
se debe rosihlesente ol cruce anti~€nico entre ests ant{renc, con al te=
jido renal, hepftico y bezc de este animal.

Acords, 1z cnaricifn de los crisciios clorreicos en nifios oeno-
res de sels neses .} ho sido relecions 2 3 los antirwnos coparticos en-
tre la nucose intestinel - C. coli capcces ce nrovosor infecciones.

©n estz trehc o se resortan los resultedos creliminares obtentidos
el dptorcdner en un cotrocto cruso . listel ties <o la cepm HK-9, la
cresencia ce uma sustoncia (o susizacirs, siniler {es) al ECA, capaz 3
reaccionsr con enticuerpos anti IUA, gmleando comd controles unn caps de
. col! 03 (fase lise] m_.concs(mnmupom] Se eligi6
nm&ummiu&\mmwwmsmmnm
mmmaufmm;wmibLi&:MMMMcemmen
de hemaclutinacise {23). Ista Gltime reeccifin se emplesba coro el método
48 eleccifn nere cemostrer ol antrenc condn, sin embarco Uarx  cols (42)
desarrollaron un nétoco ce arlutinecifn bacteriane directs pera cetecter
mmﬂw.mnsmllwmlmd:ulmn&snmmxm
m(mlmmmmumﬂatﬂmOem]st
mstentes irmunoc@nicas de tipo R1 v . R4, en las cusles 8l LA estd nfs ex-
pussto 2 1z snerficis do lz bacteria, tn capbio, en cepgs rugosas no in-
mazyas;-mmmu&mmmmm,mﬁ-
tulos fusron sencres cebizo tal vez, ¢ o &1 LA no estd unido al LPE O,
y s sncuanire senos expuesto. “n bacterias lisas S, la ausencia de aglu-
ma:mnseﬁavu-idcmwm__w. se & que el SCA esta

& ,Jﬁi"‘ egnts oo 1o cosonae :.n'u..-s-lm n {L‘_‘},

T mftoco @ extraccifn {77 exlsaco an este trebajo, no pue-
de considerarse cox 31 nfs acdecuaZo ror scrarmr o . ‘datolytice los
anticonns cue posson una siatlitud anti-Snica con 2l CA, sin esbergo
.mﬁmawmmdmmmm
wmmhmauim[s)wah
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smibe “ue oruzs (' anticorfez-emiz con ol cntfocne cotdn o antuciccio

riaa.

N

Par esi= raz8n, 1n can’idfn -» lag (rocciones nonnoastas nerg ine
. hibir le heflisis del .0' ce 1os - 18bulos ;aios oo Cormaro, no Joit cone
sidererse cono un {ncice del contenico totcl 2 1o sustancin {s) onticd-

ndcenente sindlyr ) IT0, cuntuz eoun ~uste ciomeorse en la tonla 131,

(= ST 4

las frecciones sa~ucdas 2 125 TnRtorgl cheiing o elnalns 200 controles,
inhibiron 1o heoflisis de)l sistex heterSlo-o, zon canticcdes si-nificee
Hiveente ~onores cue la cbtenicc eon 3L Trocifn insaluble e v hist

Mytice.

for los resultsdos chioniven, oo cazcs coneluli Cue M ool -3
ds . histolytics posce em la fraccibn insolublc, unc sustorcic [s’ anti- '-
rindcomente simdler [20) 2] 228, Somo estn cetdvics? aolotionta ae Co
trf en l2 freccifn insoluble, sc rucde surerir = , ~robaileonta, osto
sustancie se encuontrz unlst o unc wMoulz enflssz oY U S besteriesne, oo
1a aige forme uc 21 08 inunogfrize oo iz L. ggll LU so enovontra en Ao
freccifin stann! inaclublc,

for gt N2 es rosihis as-poacly soore ol siemifiscus tiat®dso
que ruede toner ol cruce enti-fnico enire aste rrotozocric | lne cotorchace
terias; Sin edcr-o, es Lro-icnte sofalar ~us este toobs s isfaie cor
jricare vaz, uww rosccifn cruzade erire E. Sdstelties ;- dec cnticucrncs
mmelmﬂmmmtmm. el cuet he sido oo
plizzents estutisdo y carcoicrizedoc en bocterfas, ot nQ on esis aroto-
zamria,

B

Puste £ LopSciontc oIt oSeoinesile of cuents  uo los oniorchace
terins ; . mistol Li-c comorton o -dse ontfene, -rossic mUsefs en lzg
clulas r.'e e rucooz Iof colon | sus -esihles L-lisoctonss o0 iz relacifSe
twibspos-rarfstss,
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Se aropuse coro chictive do frobale, czteriina: of Ic cora =9
ts Z. 'Pd.stnl-, ca, cultivara en concicionas sxdnjers, ~coo2 una suston-
cia similar el ontfrono cofn catastodo en oot tolms los omiorobacto-
rias y en la mucosa intestingl 'woane.

Pera lorrar cste obletivo so o1i- 18 12 recscifn oo inhibicifin de
inunohcrfilisis opleands un suore 7'z sornjs aati . zeli 714, como fuone
te de enticucroes antl 08, Se wtiliztion coos coro-elos los s2rOUIUTOS
E. cald B (M) y £, coli C5 (fase lisa), los cuelos noscer o) T dnrme
noplnico en la froscisSe =tonn? Insalubls ¥ freccife etencl soluslo res-
pactivorents,

tLos resultceos rrelirdneres ostendcos, in-isan -ue, la frocciln
‘etancl insoluble do 10 cnibe cosne une sustencic (o sustoncies) antic8-
rdcemento sicilar (os! 2l TCA, crobeblewente unico covclontoaente e un
lipopolisacArizn, 21 comg 3¢ nclls en el sere—u~o L. cali O do ndcico
tipo R1.

B
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Licoraiisacérico crudgo (LS Ul: Corresnande al sobrercdante ootenizo ol
centrifu—or una suscensifn de bacterias colantarts e 10007 dwrertno 1 ho-
rc, A osts sobsenaionte se le Jenoring iaabhifn extracto crudo,

Unided 507 heolftiess '%1lilitros Do sucro de cobayo dilufdo, nacssarics
pare provocar la hemflisis cel 7' do los ~l6bulos ro)os e carnoro sen-
sibflizacos con el LFS crude e 5. tyotouriun (0,

Antfgeno Cofn nicrobactericno (0@ So oncucntiT nresente en dos for-
mas, una hasténica oue se halle sresonte en le naor parte de las entero.
bacterias v c:npnz ce forras 270" sora r lu-or o su aslutinecidn, paro
ineficzz pore rroducir 1o fomecifn e anticuorpos anti ZCA, La forma ine
munoclirdica cel [ZA sz halla en un cscass némers -t boctarics, endirz ellas
las mutantes ~u;osas do nfcleo olirpsc-Srido ti~oc Rt y R,

Bectaries no imwno~fnicas: Son bocterias incanaces de provocer la forme-
cifin e anticumrpus antl 0N Bl ser inyectatts & conelos, en forme de suse

pensiones bectarianes nuertas o ca.ontaTionto, esto os febico & cue o)
LCA no s helle unicdc cowlonte 21 nOclen ded 1PS bhacterianc,

Sacterias imunodnicas: Sstas becterdies dan lucear al cusento en titulo
de anticuarcos anti TA, al ser imectacdss o conejos en formm cde sspen-
slones suaer-tas por calentamdento. 1 TCA de estas bacterias se hella uni-
do cowalentements &1 nlcleo clinosccrido del LFS O bectarianc,

ECA irsunopénice: £s 12 foarme anti-énica cel E2A canaz de evocar la for-

macifn de anticuernos anti CA &l ser inyectsda a coneios nor via intre-

venosz, En bacteries no incnogénices se Mella en 12 fraccifn etenol so-

luble (FS) ; en ceoces imanoglndces ce mfcleo D! . M4 se halla en 1z frec-
cifn stanol insalubis {FI].

S8I: Solucifr. saline isotfrdca

T6S: Tristhenolardre Suffer solution {solucifn cmorti~usdore de trietanol-
axire), .
“ﬁnj.‘ tnices 30 heanlftios,
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