'UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
| DE MEXICO.

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL. -

~ DETECCION DEENTEROTOXINA =
- TERMO-LABIL DE ESCHERICHIACOLI- -
POR NEFELOMETRIA DERAYO LASER. .

R

TESIS DE POSTGRADO

CURSO DE ESPECIALIDAD:

~ LABORATORIO CLINICO.
' PATOLOGIA CLINICA.

'DR. JOSE ENRIQUE CERVERA BUSTAMANTE.

MEXI1CO,D.F.  1980-1982.



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



I
I

11T

v

\

VI
VIiI
VIII

INDICE:

INTRODUCCION
GENERALIDADES
MATERIAL Y METODO
RESULTADOS
DISCUSION
CONCLUSIONES
RESUMEN
BIBLIOGRAFIA




LISTA DE CUADROS:

Cuadro 1. Cuantificacién y Llectroforeais de Protefnaa
del Suero de Conojo y del Material conteniendo ala -

fraceién gamma globulinafl _;.........................péginn 40
Cuadro 2. chiatrp‘do Lecturas efoctuadas en ol Nefeld -
netro Laser de 1# ucién 1 5 del suero con las dilu-
ciones 2l doble del antigeno a partir de 1:5. .........pﬁgina 4l
Cuadro- 3._Regiatro de Lecturaa cfcctuadns en ol Nefelé
metro Laaeero'la dilucién 1: 5 de 1a toxina con dilu—
ciones al doble del suero a partir de 1: 5. ............pégina 42
Cuadro 4. Regiatro do Lecturas. efcctuadaa én el Nefelé
metro Laser con las dilucionoa 1:5 ¥ 13 10 dol auoro v
1:5 dol antigeno a 37 °. Y & tomperatura ambiente. .+ e.Dégina 473

LISTA DE FIGURAS:

- —Figura_l., Respuesta a la Inmunizacién con Enterotoxi-

na Termo»L{bil d6 L5 Conojos I, I1'¥Y IIZe wsesesceesespigina 38
Figura 2, Inmunoelectroforesis del suero de conejo -

(5C) y del material conteniendo a la fraccién gamma -

globulina (MCFG). ...........-......}.,.;;.............pégina 39

|

ISTA DE FOTOGRAFIAS:

Fotogral{a I. Ensayo con Apa Ligada de Intestino Del~ _
gado de Conejo. l-oaoonl-oooocnlo-no-oaooo.aaoooa--.lopégina 37 .



INTRODUCCION:

La enfermedad diarreicsa es una de las principales causas de -~
mortalidad en nuestro mediq en los nifios menores de cinco afios, ¥y
ademds es una causa importanté de morbilidad en el adulto., En la
actualidad hay pocos medios para prevenir la enfermedad aparte de
los programas a largo plazo de mejorfa de las condiclones higiéni
cas del agua ¥y medio ambientes. Parte de la incapacidad para en-
frentarse a este problema quizd esté en la diversidad de agentes
etioldgicos y la falta de medios adecuados de diagnéstico de la =
enfermedad diarreica.

Los estudios bacterioldgicos de la diarrea en diferentes luga- |
res generalmente estdn orientados a la Wmisquoda de unos cuantos &
gentes, la gran mayor{a de los casos estdn asociados con un micrg
organismno no identificado por esos medios.

Escherichim gcoli cuando estd confinada a su nicho ecolégico u-
sual en el intestino del hombre se ha considerado generalmente cg
mo flora normal, no ddndole importancia en el reporte bacteriold-
gico de laboratorio., Una excepcidén a esto ocurre cuando es encon
trada en nifios, principalmente los menores de dos afics. Esta bag
teria se podrd identificar como perteneciente a un pequeflo grupo
de serotipos llamados "enteropatdgenos" y ae podrd atribuir a e-
1lla la reaponsabilidad de la enfermedad diarreica,

En la década de los sesenta, la mayoria de la informacién sobre
Escherichia coli se limitaba a los serotipos enteropatfgenos. Des
pués que se conocieron los estudios sobre la patogénesis del Célg
ra, en la cual se reconocia la participacién de una enterotoxina
como causs de la enfermedad diarreica, se dio mayor atencién al -
estudio de pacientes con manifestaciones clinicas semejantes, lo
cual ocasiond un incremento abrupto en la informacidén concernien-
te a la enfermedad diarreica por Escherichia coli, que demoatrd -

que también es enterotoxigénica.
Sin embargo, a pesar de esto, el laboratorio clinico no cuenta

en la actualidad con un método para identificar y diferenciar a -



Escherichia goli enterotoxigénica de una forma prictica y segura.

Los métodos existentes para detectar a esta bacteria productdra‘
de enterotoxina termo-14bil se pueden dividir de la siguiente for
ma: los estudios in vivo, y los estudios in vitro. Los primeros
son ensayos gue utilizen animales, generalmente conejos, lo cual
es poco préctico y costoso‘para el laboratorio; los Wltimos gene-
ralmente comparten elgunas dificultades, como son la calidad de -
los reactivoa, costo y disponibilidad.

En este trabajo presentamos un andlisis de la literatura exis—
tente sobre Escherichia coli productora de enterotoxina termo-lé-

bil y los meétodos que existon para su deteccidn, con el fin de u-
tilizar esta informacién para el desarrollc de un método que, por
sus caracteristicas, se pueda efectuar en el laboratorio elinico.
Adends, también presentamos la primera parte de date, que consis-
te on la deteccién de la enterotoxina en ol nefoldmetro de rayo -

lager,
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GENERALIDADES:

ESCHERICHIA COLI ENIEROTOXIGEHICA. :

Escherichia.gglL es:un bacilb gram negativo que coloniza el -
tracto gastrointoﬁtinal del hombre y animales. Fue aislado por -
primera vez de la materia fecal por Escherich en 1885 (1), ° Aun-
que por. muchos afios se sospeché como posible agenta etioldgico de
las enfermedades diarreicas, esta asociacidn no fue correctamente
establecida hasta 1945, cuando en un hospital se presentaron bro-
tes de diarrea severa los cuales, se demostraron, eran producidos
- por serotipos espec{ficos de Escherichia gcoli (2,3).

Pocos dfas despuds del nacimiento el recién nacido ea coloniza-
do por esta bacteria, en gran forma proveniente de la madre y del
medio ambiente fntimo que le rodea. Este microorganiamo rdpida-
mente se eatablece en el intestino grueao como el habitante aero-
bio predominante (2,4). Por alguna razén no muy bien entendida -
este microorganismo ocupa selectivamente adlo la ﬁarte distal del
tracto gastrointestinal (4).

Desde hace'muchos_aﬂoa'ha gido inculpada como la causa de infeg
cién enteral neonatal en el hombre y animales domésticos. Esto -
se roferf{a principalmente a que ciertos serotipos llamados entero

patégenos de Escherichia coli, diferentes para-cada especie ani-
mal, eran la causa de la mayorfa de estas infecciones (l). Los =
primeros trabajos que permitieron establecer ésto fueron los pu=
blicados por Smith y Halls, en los cuales detallaban un andlisis
de las infecciones por varias cepas de Escherichia coli en dife-

rentes especies de animales domésticos. Demostrando, ademds, que

no s8délo los cultivos bacterianos, sino también que el sobrenadan-
te sin células de estos cultivos producfa la acumulacién de 1fqui
do en el asa ligada de intestino delgado. El producto que causaba
esta acumulacidn de 1fquido en el asa intestinal se encontré en -
el medio de cultivo, esto ea, en forma extracelulmr, y, va que la
endotoxina de estos cultivos no ocasionaba este efecto, Lscheri-

ghia coli debfa producir una enterotoxina que fuera responsable - '

T,




de enta acumulacién de liquldo (5) Posterlormente en estudios -
efectuados en Calcuta, se describid a esta bacteria productora -~
‘de enterotoxina como la cauaanta de ‘una enfermedad severa semejan'
"te al Célera en ‘humanos. " '8in embargo, las cepas productoras de eg
ta enfermedad no pertenecfan a alglin serotipo enteropatégeno cong
cido provinmente como causante de diarrea on el humano, Fue a -

partir de éste momento cuando se empezd a reconocer a Escherichia
coli énterotoxigénicg como una causa importante de diarrea en el

hombre y animales, y a trabajar arduamente para describir al mi-
crorganismo, determinar su mecanismo de virulencia, as{ comc ca-
racterizar a sus enterotoxinas (3,6).

Otro de los problemas en los que se ha implicado a Escherichia
coli enterotoxigénica es como causa frecuente de diarrea en los -

visitantes que'vieneh a México procedentes de los Estados Unidos,
fendmeno que ocurre on todo el mundo y que Be'ha denominado "dia-
rrea del turista" (2). En México la incidencia de diarrea debida
a esta bacteria en los nifios varfa con el nivel socioecondmico, -
desde el siete por cientd, a nivel socioecondmico medio, hasta el
cuarenta y siete por ciento, on aquelloa de nivel socioecondmico

bajo (7,8).

Para que este microorganismo cause enfermedad se requiere un =~
indculo con 106 a 109 bacterias, para lograr esto es necesario =
una fuente de infoccién altamente contaminada, o que se le de ==
tiempo a la bacteria de replicarse y lograr este indculo. Por as-
ta razén la transmisién de este agente ocurre mis de aliméntos Y
agua contaminados que de porsona a persona, y quizd podrfa ser é4
ta una de las explicaciones por las que es mds frecuente es paf-
ses en desarrollo (2).

la diarrea causada por esta bacteria es del tipo de la ocasiona
da por microorganismo no invasoras, Cuondo es lngerida, general-
mente procedente de agua y alimentos contaminados, pasa al estdma
go y de ahi al intostino delgado del huésped susceptible, donde -
ge multiplica y libera una enterotoxina que actda sobre la mucosa -



inﬁestinai ocasionando gran pérdida'de agua y electrolitos sin -
provocar’ lesi6n hiatoldgica -en las células epiteliales de la muco
sa. lo hay fiebre, o ésta es m{nima en algunas ocasiones, y las e
vacuaciones son. abundantsa, acuoaas, que pueden 1llevar rﬁpidamen-
“te'a la deshidratacién, puede haber. vﬁmito y dolor abdominal leve.
Este cuadro generalmeqte.ae autolimita (2,4,9) '
Lag cepas de Eschérichia'coli“queTSe definen como "enterotoxigé
‘nicas" son aquellas capacea de producir enterotoxinaa, las cuales
. aon Bustanciaa, generalmenta protefnas, que ocasionan una respueg
ta eecretora en un: modelo intestinal {3). Al momento actual ae -
conocen dos. enterotoxinaa producidaa por Escherichia coli (1,2,3,
4,9,10,11 12),ﬁ
" cia de,otrasﬁ
terotoxinas son: una de peso molecular elevado (20000 a 102000 d),
tefmo;lébii} sensible al pH 4dcido, inmundgena y no dializable, y
| flaiotna’de'peao molecular bajo (1500 a 5000 d),’ termo-estable, re
.sistente al pH dcido, no inmunégena y dializable (12). A la primg
ra se le ha denominado mds comiinmente “iermo-1dbil" (TL) y a la =

unque existe informacién que sugiere la existen-
erente mecanismo de accién (10,14). Estas en-

segunda "tormo-gstable" (7S). Esta clasificacién en base a su es-

tabilidad en relacién a la temperatura, fue descrita en 1970, y -
aestahlece que la enterotoxina que resista una temperatura de 100°
durante 15 minutos es considerada termo-estable, y termo-14bil =
cuando esto no ocurra; aunque 8¢ debe moncionar que la mayor par-
te de las preparaciones de ésta Ultima son destruidas por tempera
turas cengiderablemente mencores, es decir, a 60%, durante 30 mi-
nutos (4,10,12).

Control Genético de la Produccidén de Enterotoxinas.

La capacidad de producir enterotoxinas no estd relacionada di-
ractamente al tipo seroldgico del microorganismo (9); aunque se -
ha observado en estudios efectuados en Etiopia y Bangladesh que -
losg serotipos que se han reportado como més frecuentes relaciona-
dos a la produccidn de énterotoxinas son mds constantes en mante-
ner esta capacidad (13,15).




Se sabe que ambas enterotoxlnas estén controladaa geneticamente

por ADN gue reside en plasmidoa transferiblea 1lanados Ent+a o-

tras cepas de Lscherichia 0011 (3 4 9, 10, 12) y a algunas entero-

bacterias relacionadaa (10 15) Estos plasmidoa frecuentemente es
tdn agociados con la- presenaia de antigenoa de adherencia, facto-
res de reaiatencia a drogas, Y en algunas cepas porcinas a la pro
duceidn de una alfa hemolis;na (12 16), Aunque los ant{genos de -
auperfibie ¥y la brodﬁéciéﬁ dé”toﬁihaa'son caracter{stices indepen
dientesn codificadau por plaamidoa diferentea, ambag enterotoxinns
son codificadaa por. el miamo plasmido o por plasmidos acopladoa.

Je han descrito dos tipos de plasmidos: un grupo homogéneo que -
controla la produccidn de ambas enterotoxinas, y un grupo hetero-
géneo quelcohtrolarla produccién exclusivamente de toxina termo-

- ggtable (4).' '

Factor de Colonizacién.

" 1La sola presencia del plasmido Ent+ no es suficiente para con-
vertir a-una cepa no productora de diarrea en una patdgena. Cier-
" tos antigenos de superficie son necesarios para que Escherichia -
goli con el plasmido Ent+ cause diarrea‘(g). las cepas de Esche-
richia coli enterptoxigénica de lechones y becerros poseen estruc
turas semejentes a pilus, los antfgenos K88 y K99 respectivamente.
Estas estructuras median la adherencia de las bacterims al epite-
lio intestinal (15) y permiten que el microorganismo resista su =
eliminacién debida a la peristalsis, ademds de que se multiplique
corca del sitio de mecién de la toxina {(12). Son espec{ficos de -
easpecie, y se ha obnervade la existencia en algunos cerdos de re-
ceptores intestinales controlados genéticamente que les confieren
sugcoptibilidad o resistencia a estos animales. Recientemente se-
han identificado antigenos semejantes en las cepas humanas y han
sido deaignados como antigenos de los Factores de quonizacién 1
y 11 (17,18). Eston factores de colonizacién estdn controlados =~
también por plasmidos; y se han identificado plasmidos que trans-
portan genes para la produccién conjunta de factor de coloniza-
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cidn I y la toxina térmo-eatable.'nﬁemés '8¢ han encontrado. asocia
dos en forma importante a clertos aerotlpoa, ‘tales. como ‘el 078: H-.
11y el 078: H12 con el faotor de colonizacién I, el 06:H16 Yy~ -
06:H08 con el: factor de colonizacién II (3 15) Se ha mencionado
que estos - factores’ de colonizaeién no son prerrequisitos de viru-
lencia, ya que alguhas oep&a‘due no los poseen han causado diarrg
a en voluntarios; estd”sugiere que ademds de ellos puede haber o~
tros factores de colonizacidn en las cepas humanas (19). Estos -
antigenos pueden observarse con microacopf{a electrénica como es-
tructuras parecidas a filamentos asociadas a la superficie de la
bacteria. Para podefloa‘di{prenciar de los comiinmente llamados -
pilis se ha utilizado a la hemaglutinacién con eritrocitos "O" y
"A" guspendidos en‘qna'soluoidn de manosa al 1% (20).

Serotipificacién.

Ya que los factores de virulencia de ‘ésta bacteria estdn con-
trolados por plaamidos, la Berotipificacién de estaa cepas, para
fines prdcticos, no ea dtil. Se ha encontrado que Escherichia co
1i enterotoxigénica pertenece a una gran variedad de serotipos y,
con raras excepcionea, éatas no pertenecen al grupo denominado en
teropatdgenc.

Después de que'ae supo que la produccidn de enterotoxina eatabda
controlads por plasmidos transferibles, se postuld que virtualmen
te cualquier cepa de Egcherichia coli podr{a volverse enterotoxi-
génica adquiriendo el plasmido apropiado. Seflaldndose que un pa-
ciente podria tener varios serotipos y enterotoxinas de Kacheri-
chia coli en la misma muestra diarreica (%,4). Sin embarge, re-
cientemente 80 ha reportado que la presencia de ciertos ant{igenos
0 y H, en algunas ocasiones también el antigeno K, indican una al
ta prébabilidnd de que una copa gea enterotoxigénica. Casi todas
las cepas 078:H11 y 078:H12 son enterotoxigénicas, mientras que -
cepas 078 sin eatos ant{genos H raramente lo ason. De igual forma
las cepas 06:H1L6., También se ha reportado una asociacién entre -
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el eerotipo y tipo de onterotoxina' el serotipo 06 H16 casi siem-
pre produce 1as ‘dog” anterotoxinas, mientras que loa serotipos -
0128 caai aiempre producen toxina termo-eatable._ ‘En cuanto a -pu
, distribucién, se ha observado que algunos aerotipos estdn delimi-
tados a algunas é4reas geogrdficas, como ol 0159:H en Japén, el -
0139:H28 en Brasil, mientras que, otroas como el 06:K15:H16, el -

078:H11 y 078:H12 se les puede encontrar mundialmente (3,13,15).

ENTEROTOXINA TERMO-LABIL DE ESCHERICHIA.COLI. .

La enterotoxina termo-lébil de Escherichis g¢oli es una protef-
na muy pareéida a la enterotoxina del Célera (1,10,11,12,21,22).
Contiene varias subunidades B, cuyo peso molecular es de 11780 -

daltons (1,12,23) que permiﬁen que la enterotoxina se fije a re-

-cepiores en las célulap de los vertebrados, y una sola subunidad

A, 1la cual se piensa pasa a través de la membrana plasmética a su
sitio de mecién en el citoplasma de 1a célula (10,12,24). Esta -
pubunided A, que se estima tiene un peso molecular entre 25500 y

30000 daltons, contiene un enlace disulfuro; la tripsina y lag
proteasas que contaminan en algunas ocasiones a la toxina, actian
gsobre este enlace y generan dos fragmenton: el Al con un peso mo-
lecular entre 21000 y 23500, y el A2 con un pesoc molecular de -
2500 a 5000 daltons (1,12,25).

El fragmento Al es una enzima que cataliza la transferencla in-
tracelular de adenosina difosfato de ribosa del nicotinamida ade-
nina dinucledtido oxidado a una subunidad reguladora de la enzima
adenileiclasa de 42000 daltons do peso melecular, incrementado -
de estn forma la actividad de la enzima en las células blanco (24,
25,26).

las unidades formadoras de la enterotoxina termo-14bil tienen -
pecuencias oimilares, pero no idénticas, a aquellas de las subuni
dades corrospondientes de la enterotoxina del Célera (21,27},

Analizando los productos enlazados por covalencia que se forman
despuéa de hacer reaccionar a la enterotoxina termo-14bil con un
reactivo, el dimetilpimolidato, ase encontrd que cada molécula es-
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- t4 compuesta de cinco subunidades B, pfobablemente dispueatas en -
forma de un anillo, con la subunidad A localizada en el eje de la
aimetrfa, También con difraccién con rayos X de la toxina en forma
cristalina se ha demostrado una simetrfa rotacional qufntuple.
Cuando se separa de la molécula la subunidad A, al conjunto de cin
co subunidades B se le denomina Coligencide (en el caso de la ente
rotoxina del Cdlera es Coleragenoide). Eéte componente a diferen-
cia del de la toxina del Célera puede asumir diferentes conforma-
ciones que se reflejan en su capacidad de migracidén en la electro-
foresis en gel con sulfato dodecflico de sodio. A la forma que mi-
gra més rdpidamente se denomina forma R, al parecer ésta es mfas -~
compacta, Be une mejor al sulfato dodecilico de sodio y se parece
mis a la forma natural de la toxina. Lsta forma R puede convertir-
80 a la forma m4s lenta o forma C, con tratamiento a temperatura -
de 50%¢c., o en presencia de galactosa; esto dltimo ha llamado la a
tencién ya que ol residuo terminal y funcional del receptor en la
superficie celular para la enterotoxina es una molécula de galacto
sn., Ya ge sabe que la unidén de la enterotoxina al receptor da lu-
gar a la penetracién de la subunidad A al citoplasma celular; no =
se saben bien los detalles de esto, pero algunas hipdtesis invocan
un cambio en la conformacidn del componente B cuando se une a la -
superficie celular (24),

Relaclén Antigénica con la Enterotoxina del Célera.

Adends de las similitudes quimicas y f{sicas entre la enteroto-
xina termo-14bil de Lpcherichia coli y la enterotoxina del Célera,
anbas catdn antigénicamente relacionadas. UGyles y colaboradores -
fueron los que primero demostraron similitudes inmunolégicas entre
ambas toxinas (28). Posteriormente se demostrd claramente que la -
antitoxina preparada contra la toxina del Célera neutralizaba no -
solamente a antigenos homdlogos sino también a la enterotoxina -
termo-1dbil, y que la antitoxina preparada contra ésta, ademds de
neutralizar a ant{genos homélogos, lo hac{m en un menor grado con
1la toxina del Célera (29).
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Inicialtents se pensaba que esta relacién inmunolégica afectaba
exclusivamente a la suhunidad B de las enterotoxinas, aclardndose
deopués que’ ambaa aubunidadaa participan on” esta relacién. Median
te reacciones de- neutralizacién y precipltaclon s¢ ha demostrado
que la enterotoxina termo-lébil tiene ‘determinantes antigénices -
en comin con cada una de 1aa uubunidadea de la toxina del Célera,
adends de que posee actividad antigénica espaci{fica. La existen-
cia de estos determinantes antigénipos dnicos fue establecida por
la capacidad del entisuero absorbido contra Escherichia coli de -

neutralizar la actividad biolégica de cada una de las preparacio-
nea de la enterotoxina termo-l4bil, pero no de la actividad biold
gica de la toxina del Célera. Adem4s de que en las reacciones de
inmunodifusidén cuando se utiliza antienterotoxina termo-14bil con
- tra ambas enterotoxinas, se pueden encontrar reacciones de identi
dad parcial con la toxina del Célera (30). Clements sugiere que
los determinantes antigénicos no compartidos de la enterotoxina -
termo-14bil pudieran representar un antigeno advenedizo que no es
esencial para su actividad bioldgica (31).

Receptores para la Enterotoxina Termo-Lébil.

Los receptores para las enterotoxinas termo-ldbil y del Célera
gse han estudiado utilizando diferentes enmayos de captacidn direg
ta, ostudios de absorcidn y modelos de inhibicidn (32).

El ganglidsido Gml, es un deido glucolfpido que contiene deido
pidlico y una molécula de galactosa terminal (33), se ha propues-
to como el receptor natural para ambas entcrotoxinas, Este gan-—
gliésido o8 el inhibidor més efectivo de las enterotoxinam. Se -
encuentra presente en la membrana plasmitica de una gran variedad
de células de los vertebrados, siendo particularmente abundante -
en el tejido cerebral. El nimero de receptores en variog tipos =
de céluLas de diferentes especies va de menocs de 100 en los eri-
trocitos humanos, hasta mds do 107 en las células de cerebro de =
cobayo. Al parecer la cantidad de toxina que se une a las célu-
las correlaciona con la cantidad de ganglidsido en la membrana.
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Aunque la mayor parbe de la 1nformacién no Bugiere 1o contra—
rio, la posibilidad de que las: enterotoxina ‘sq unan a otros gan
' arbohidratos simila

gliésidos o glucoprotefnas con moléculaa”.
res, o que el ‘ganglidaido Gm1 sea sol mentel ﬁ constituyente del

receptor natural, no puede sar exclufda (12)

Mecanismo de Accidn._, o

La enterotoxina termo-lébil, al igual que la toxina del Céle-

ra, actia sobre la’ enzima adenilciclasa de la mucosa inteatinal,

dando lugar a un incrumanto en' a concentracién de AMP cfclico -
en las células del opitelio inteetinal (3,4,9,34).

- La subunidad B es 1a parte de la moléoula que se une al recep-
tor, el. ganglidsido Gml, en la célula intestinal. Esta parte no
ejerce ningin efecto sobre la adenilciclasa (1,10,12). El enla-
ce entre el ganglidsido y la subunidad B es muy fuerte, reportin

-

dose para éste constantes de diébciaéién en el rango de 10‘9(12)._

La subunidad A es una molécula no téxica cuando se agrega a cd
lulas intactas, pero cuando se agrega & liéados celulares es al-
tamontg activa. Su toxicidad reside en el péptido AI; ol frag~
mento A2 no es téxico y tampoco incrementa la toxicidad del frag
mento Ay (12,30).

Después de que la subunidad B se une al receptor en la superfi
cie de la ¢élula, la subunidad A se inserta en la membrana plag-
mdtica donde actia sobre la adenilciclasa (30). Este proceso de
"reorientacién" ocurre lentamente, es dependiente de la tempera-
tura y requiere NAD. Por accidn del fragmento Al el NAD me divi
de en adenosina difosfato de ribosa (ADFR) y nicotinamida. El -
ADFR se une en forma covalente a un receptor proteico en la mem-
brana plasmitica (26), este receptor parece ser la enzima guano-
sina trifosfatasa (GTFasa}, la cual regula la actividad de 1a a-
denilciclasa, transformando a esta enzima de su forma activa a -
una forma inactiva. La unién del ADFR a la GIFasa impide eata -
accién, dando lugar a una estimulacién de la adenilciclasa, enzi
ma que convierte el ATP cn AWP cfclico, ocurriendo un incremento
de los niveles de éste dltimo en la célula del epitelio intesti-
nal (35).
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-. La mayor parté del agﬁa ¥y sal que-se absorbe en ¢l intestino =
delgado ocurre deldO a la progsencia en la membrana del borde ve-
1loso celular de un canal para el NaCl. Este proceso de absor-
oidn acoplada de HaCl es inhibido por el AMP cfclico, sin afectar
a otros proceaos como la bomba de sodio ¥ la absorcién de sodio -
acoplada a a;ﬁqares y aminodcidos neutros, debido a esto ¥ltimo -
la pérdida dé i{quidos on los pacientes afectados puede reempla-
zarsge oralmente agregaudo glucona a las soluciones. Ademds de eg
te efacto"antiabsorcién“, al parecer existe un segundo efecto que
68 1la estimulacidén de la secrecién activa., A diferencia del pri-
mero, que es ejercido sobre las células vellosas, €ste ocurre en
lag células de las criptas de Lieberkithn, donde el AMP ciclico pa
rece ser el mediador de la secrecidén de bicarbonato y agua (12,35).
El resultado de estas acciones es la pérdida de 1iquidos y elec-
trolitoslimportante_qua pucde llevar fdcilmente a la deshidrata-
cién y a 1la acidosis metabdlica (2).

Condiciones de Cultivo para la Produccidn de Enterotoxina.

Para la produccién de enterotoxina termo-14bil se han utiliza-
do diferentes medios, como lo son: medio mi{nimo-snles, %ripsina-
glucosa-extracto de levadura, casaminodcidos-extracto de levadura
y caldo de soya tripticasa (4). En publicaciones recientes se ha
descrito las condiciones de crecimiento éptimas para la produccién
de enterotoxina termo-14bil, tanto como para cepas de origen huma
no, como de otras especies (36,37,38). No se han encontrado fac-
tores de crecimiento poco comunes. Algunas cepas producen buenos
niveles de enterotoxina en un medio mi{nimo con sales y glucosa al
0.5% con un control adecuado del pH. Cuando se le agregan algu-
nog aminodcidos a éste medio, la sfntesis de enterotoxina se in-
erementa. La metionina, lisina y dcido glutdmico son los que mds
estimularon a las cepas humanas. Al parecer no requieren vitami-
nas ni elomentos de uso poco comin en los medios de cultivo. El
pH del medio ep un factor importante; la produccién se incrementa
cuando énte es mayor de 7.5 (B.5 6ptimo), y se ve disminuida cuan
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do es inferior a eata clfra. ~la: produccidn de enterotoxina puede

ocurrir desde una temperatura de 30 c., aunque la mayoria ha eata
blecido una temperatura de 37 cv’ (4)
Se han reportado algunoa agentes que incrementan la liberacién

de enterotoxina termo-lébil,”ehtre ellos la lincomicina (39), la
“Titomicina (40) y 1a’ polimixina—B (41) Al parecer estos agentes
producen 1a lisis de llibacteria porqua induoen el desarrollo ve-

getativo de un fago temperﬁdo.-

En un cultivo de 6 horan, la polimixina~B induce la liberacién
rdpida; de onterotoxina termo—ldbil de bajo peso molecular (20000
daltona) Esﬁg_enterotoxina posee la misma actividad biolégica =
que 1a que tiene la enterotoxina liberade on forma normal en los
cultivoh.de'Esohériohia_ggli enterotoxigénica (41).

Purificacién de la Enterotoxina Termo-L&bil.

La purificacién de la enterotoxina termo-14bil, a diferencia -
de la toxina del Célera, ha presentado varims dificultades. Los
primeros intentos recalizados utilizando membranas para filtraciénm
¥ fracclonamiento con diferentes columnas de sefarosa { sephadex),
no tuvieron éxito, ya que la activided de la toxina se encontraba
en va;ina fracciones colectadas {(1). Posteriormente algunos gru-
pos han trabajado consiguiendo preparar a la enterotoxina con re-
lativa elevada pureza. Dorner y colaboradores utilizando una ce-
pe de Encherichia coli productora de enterotoxina de origen poreci

no, y un procedimiento que consistfa en que a partir del sobrena-
dante del cultivo éste so mometf{a a cromatograffa en biogel agaro
sa ¥ en sefadex G-75, posteriormente isotacoforesis en dos ocasig
nes, concentrando el malerial obtenido por didlisis al vacfo y =
filtrdndolo finalmente en sefadex G-50. De esta forma obtuvo una

enterotoxina con un peso molecular estimado de 102000 daltone ac-
tiva en ensayos de aga de intestino ligada y en pormeabilidad en

piel de conejos (42). Casi al mismo tiempo Finkelstein y colabo-
radores cultivando una cepa de origen humano logrdé obtener dos =
factores con reactividad en piel de conejo. El procedimiento que

~
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utilizé conaisﬁfa ‘en-que al aobréﬁadanta 1libre de.Célulaa ge le -
sometfa a precipitaclén con: ﬂulfabo ‘de amonio, luogo cromatogra-
fin por filtracidn en gel, cromatograffn por intercambio iénico y
electroforeais en gel. Los productos obtenidos de aproximadamente
80000 daltons de peao molecular tienan acbividad semejante al pro
ducto logrado por Dorner. 31 se comparan con la toxina del-célera
pura éstos fueron 10G veces menos activos en el ensayo con célu-
las de ovario de Hamster chino, lO3 ‘veces menos en plel de conejo
y 102 veces menos en el asa 1igada de intestino delgado. Ademés -
de que la cantidad de protafna producida fue de 1/100 del produci
do por Vibrio choleras (43), -~ =~

Evang y colaboradores utilizando ﬁna téénica diferente con poli

mixina-B, centrifugacién, precipitacién del sobrenadante con sul-
fato de amonio y cromatograffa por filtracién en gel, obtuvieron
un producto con un peso molecular aproximado de 20000 daltons, ac i
tivo en el ensayo de permeabilidad‘vasculaf en pial de conejo y -
en el asa ligada de intestino, que Be neutraliza con suero antitg
xina termo-14bil, antitoxina del Célera y anticoleragenocide. Cuan
do utilizaban un cultivo de 18 horas, en lugar de un subcultivo -
de 6 horas, obtenfan un producto con similar actividad, pero de -

un peso molecular mayor (40000 daltons) (41). Posteriormente uti
1iz6 eata técnica con polimixina~-B y un procedimiento gque consig-
tfa on que al precipitado con sulfato de amonio so sometfa a un -
proceso de rotroextraccidﬁ, cromatografia por filtracién en gel,
cromatograf{a por intercambio 1iénico y cromatograf{a por afinidad,
obteniendo un producto de 20000 daltons que producfa una séla bag
da de precipitacién con varioa antisueros producidos contra prepa
raciones crudas de la enterotoxina (44).

A pesar de los progresos logrados, la purificacién, preparacién
en forma cristalina y caracterizacién correcta de la enterotoxina
termo-14bil es materia afn de mayor investigacidn (21,22).



- — im e mwe . e g

18

DETECCION DE ESCHERICHIA COLI PRODUCTORA DE ENTEROTOXINA TERMD-
LABIL.

Para identificar a las pepas enterotoxigénicas es necesario dg.
mogtrar que ellas producen enterotoxinas, ya que no tienen carac-
terfsticns,colonialeé, bioqu{micas o seroldgicas que las distin-
gan de otras cepas de Eschorichia coli (2,4,9).

La mayor{a de las prusbas descritas para detectar a Escherichia
coli enterotoxigénica se han déaarrollado a partir de las pruebas
utilizadas para la toxina del Célera, aprovechando las Bemejanzaa
existentes entre estas dos enterotoxinaa (1,3%,4,9,10,12}.

En lna dltimas tres décadas se han descrito dos tipos de prue-
baa con este fin: los ensayos “in vivo" ¥y los enpayos "in-vitro“.
Los primeros fueron los que aportaron la informacién acerce de -
los efectos fisioldgicoa ¥ mecanismos de accidn de éstas enteroto
xinas‘(l2) ;Inicialmente se utilizé el ensayo con apa ligada de
intoatinoﬁdqﬁ¢bnejo y de otros animales, posteriormente el ensayo
de pormeabilidad vascular en plel de conejo y los métodos de cul-
tivo de tejidos. M4s roclentemente se han desarrollado pruebas in
munolégicas que incluyen a la hemélisis innune pasiva, el radioin
munoensayo, el inmuncensayo enzimético y la inmunodifusién en gel.
Todas ellas presentan algunas dificultades en su realizacién, co-
mo el de ser laboriosas, su costo elevado, no ser tan especi{ficas
o requerir condiciones que son diffciles de eatandarizar en un la
boratorio clinico. Esto ha llevado a que en la mayor{a de los la
boratorios no se cuente con un procedimiento prédctico y confiable
para identificar a Escherichia coli enterotoxigénica (3,9,10).

Ensayos "In-Vivo":

El Ensayo con Asa ligada de Intestino Delgado.

A principios de siglo, algunoa grupos que trabajaban en el eg-
tudio del Cdlera, pensaban que la toxina de Vibrio cholerae podfa
‘alterar 1a permeabilidad a nivel local de los capilares. Algunos

estudios efectuados entonces, y el hecho de no encontrar cdlulas
inflamatorias en las evacuaciones ni en la pared del intestino de
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laa pac1entee con Célera, reforzaba éstos conceptos.

Con base en. 10 anterior, De y colaboradores en 1953 en ‘Calcuta,
utilizando asas de 1nbestino delgado de conejo aisladas mediante :
ligaduras de seda, pretendfa estudiar los cambios en la permeabi-
lidad vascular en este tejido deapués de administrar Yibrio chole

rag vivos en. cultivo en estos segmantos. El ensayo consistfa en
aislar una asa de intestino -delgado, de aproximadamente 10 a 15 -
cm, de longitud ligando ambos extremos ‘con seda quirdrgica; a és-
te segmento. aa 1e inyectaba una Buspenaién de Vibrio cholerase. -
Veinticuatro horaa deapués se aacr1f10aba el animal y s& examina-
ba el asa, 1a cual ae encontraba dilatada debido a la acumulacidén
de 1fquido en su interior 'pﬁdléndoae recuperar de éste a la bac-
" teria. las caranteriatica: { qu{mioas de este 1fquido Be encon-
traron aemejantea a 1as&d _1as éﬁécuaciones de los pacientes con
Célera (45). -1w;;;ﬂ»- '

Aunque en este momento no se conocfa a la enterotoxina como la

causante, ni tampoco sl mecanismo por el cual ocurrfa esto; eate
modelo experimental conétituyé uno de los primeros y més importag'
tes esfuerzos para demostrar una accién patégena en seres vivoa.
En una considerable cantidad de pacientes con signos y sintomas
de Célera no me aislaba a Vibrio cholerae de su materia fecalj és

to se atribufa a una tdcnica de laboratorio defectuosa, ¥y a pesar
de que los resultados eran nepativos, los casos ae consideraban -
como Célera. Estudiando culdadosamente se encontré que en un buen
nimero de ellos se aislaban cultivos puros de Escherichia goli, -

por lo que se decidié utilizar este ensayo de asa ligada para es-
tudiar la accién de esta bacteria sobre la mucosa intestinal, en-
contrando , pricticamente, los mismos hallazgos que ocurren cuan—
do se prueba ¥ibrig cholerae. En ésta ocasidn, ademds, se observs
ron tres hechos importanles: primero, el pH del medio jugaba un -
papel clave en la actividad patogénica de la bacteria; sepgundo, -
cuando oe probaron asns de intestino grueso no se obtuvo respues-
ta, por lo que se pened en una accidn especifica sobre el inteati
. no dolgado; y tercero, al realizar el estudio serolégico de las -
cepas probadas se encontrd que algunas de ellas no pertenecfan a
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serotipda cohdiderados‘patégenos (46).

Deapués de uhilizar a egte ensayo como un 1ntento para demostrar
¥ estudlar la accién de Escherichia coli sobre la mucosa del intes
tino delgado,*se publicaron otros trabajos en los que se efectuaba
 a1gunas modificaciones para intentar explicar nds claramente la pa
togenicidadfdewi
tré qu ;acionea reportadas en los resultados con este ensa
vQ se reducfan 4tilizando conejos de la miama cepa. No encontrd di

sta bacteria. Taylor y colaboradores en 1958 encon

ferenciasrluando'el o del material ‘de prueba se encontraba en un
rango entre 6 2 y '8.4. Y fallé al intentar demostrar que el efecto
producldo aobre 1a mucosa inteatinal era ocasionado por productos
de 1a bactoria (47)

Posteriormente 8e" observ6 que la acumulacidn de l{quido en el a-
sa ligada era ocasionado por una enterotoxina, la cual estaba pre-
sente en el filtrado del cultivo o podria obtenerse al producir 1i
sis de la bacteria (5, 48 49 50,51). Un dltimo hecho de gran tras-
cendencia ea que se demostrd que era necesario que la bacteria pro
ductora de enterotoxina fuera capaz de proliferar en el intestino
delgado adherida al epitelio (5;17,18). Cuando 8e probaron culti-
vos con bacterias en estas asas se observé que habia acumulacidén -
de 1f{quido sdlo en aquellas en las que el ensayo se efectuaba en -
la misma especie de la qde se aiglaba el microorganismo, no ocu-
rriendo as{ cuando se utilizaban filtrados sin células conteniendo
a la enterotoxina (50).

Los estudios realizados para comparar la accidn de las enteroto-
xinas de Lscherichia coli y Vibric cholerams, mostraron los miemoa

hallazgos, tanto en la mucosa intestinal, como en las caracter{sti
cas del 1fquido contenido en el asa ligada (pobre en proteinas, -
magnesio y calcio, y rico en potasio, sodio y bicarbonate) (52).
La respuesta del intestino delgado a la accién de las enterotoxi
nas termo-estable y termo-14bil de Eagcherichia coli es posible es-

tudiarla con esta prueba. Esta difiere en una forma caracter{stica.
La acumulacién de lfquido debida a la toxina termo-estable parece
ser inmediata y llega a su maximo dentro de las 6 horas despuds de
haberse administrado, ademds de ser independiente de la dosis. En
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cambio para la termo-labil, cl establecimianto de la acumulacién -~
de liguido en el ‘asa’ es dcpendiente de la doais y alcanza niveles
méximos mucho més tarde )

'”;lo%anterior ae reconienda: que un ensa

yo con duracién de" 23 decuﬁdo para investigar la respues-

ta a la enterotoxi': ti_le, mientras que unc de 18 horas -

(53)en

Para este ensayo de aea ligada de intestino delgado se han utili

lo es para la- termo-lébi

zado diferentes’ animales, entre ellos: conejo, perro, cerdo, cabra,
rata (5, 48 54); y se ha encontrado que el que da mejorea resultados
es el de conejo, ya que es un animal que se puede controlar bien -

en el laboratorio, es menos costoso, dé resultados mds reales y -

tisne poca mortalidad. -

E1l Ensayo de Permeabilidad Vascular en Piel de Conejo. '

Los estudios sobre la accién de filtrados de Yibrio choleras -
después de su administracién intradérmica demostraron que un compo
nente termo-14bil ocusionaba eritema, edema e induracidn en el si-
tio de aplicacidn (59). Este procedimiento ha sido modificado admi
nistrando adomds un colorante que sc une a las proteinas ( el azul
de Evans) y permanece en el drea indurada. Late componente fue de-
nominado "toxina cutdnea" o mds comunmente Factor de Permeabilidad
Vascular (FP)}. Se encontrd ser idéntico o de alguna forma asociado
a la toxina del Cdélera. Algunos investigadores encontraron que las
dos actividades (diarreigédnica y de alteracidn de la permeabilidad
vascular) se encontraban asociadas en varios estadios de purifica-
cién y eran neutralizados en presencia de antisuero antitoxina (12},
sin embargo al tratar a la toxina del Célera a un pH bajo, se de-
moatrd una accidn destiructiva del factor de permeabilidad, sin pér
dida de la actividad diarreigénica o toxigénica en modelos anima-
les.

Este factor ha sido aislado también de cepas enterotoxigénicas -
de Escherichia coli {56). Tambiédn contiene actividad diarreigénica
¥y algunos autores plensan que ésta es una caracter{stica importan~
te do las cenas enterotoxigénicas aisladag de humanos (12).

Hay varios factores que influyen en la deteccidén de la actividad
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del factor de permeabilidad. Las deficienc1a;: Eleconocer eatoa)f°

factores pueden 1levar a la incapacidad para emostrarla en culti-“

vo de Escherichia. coli” entarotoxigenica. Uno de’ellos ‘o8’ que el en
sayo sélo ocurro cuando 8e prueba la enterotoxina termo-lébil, y -
algunas cepas de . hscherichia gg;; producen ademés toxina termo-es-
table. Por lo que en las preparacionas obtenidaa de medions de cul-
tivo destinados a mejorar la produccién de la primera es fdcil de-
tcctar actividad del factor de permeabilidad, mientras que en aque
1llos con- condicionea desfavorables para esto pueds ser negativo, -
Otros facbores importantea aon' el pH, el contenido delrextracto -
“de levadura del. medio de cultivo (mfnimo 0.02%4) y la aereacidn del
miamo. Con el. cuidado de- eatos factorea, Evans ha demostrado acti-
vidad del factor de permeabilidad en filtrados de cultivos después
de 6 horas de inoculacién con la cepa H10407 de Escherichia coli.-
Los animales empleados (oonejoa) influyen también, a diferencia de
con la toxina del célera, se obtiene mejor respuesta cuando ae uti
lizan conejoa pequefios (56).

Héy poca experiencia reportada sobre este ensayo para Kscherichia
coli enterotoxigénica, cntre ellas se han descrito diferencias en.
las respuestas con cepas de distintas regiones (57). De cualquier
forma, aunque se han reportado algunas ventajas con este ensayo, co
mo lo es el mimero de muestras probadas, las diferencias en la re-
producibilidad, ademds de la seris de factores que influysan en el
resultado, hacen que €ste no tenga una aplicacidén prdctica en el -
laboratorio clinico.

Engayo en Conejos Lactantes,

S5e ha demostrado que los conejos lactantes pueden responder a -
la administracién oral de enterotoxina termo-14bil con incremento
en ¢l contenido del liquido intestinal. Eate efecto se demostrd mgd
ximo despuds de una dosis oral a las 5 horas, y los resultados se
calculan basdndose en el cocientre entre el peso del intestino y -
¢l peso corporal desbuéa de la administracién de la dosis, Después
de 14 dfas de edad los conejos ya no responden adecuadamente, lo -
mismo ocurre cuando se lea mantiene en ayuno prolongado previo al
ensayo (58).
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Ensayoalfln—Vitro":

Cultivo de Tefidoa.

Células Suprarranales. .

La linea celular Y-1y la cual responde a 1a toxina termo-1d4bil,-
a la del Célcra ¥ a 1a Hormona Adrenocorticotrofica (HACT), y la mu
tante 08-3, hen' aido utilizadaa para estudiar a estag . suatanciaa -
(59,60, 61,62, 63 64) Las célulaa Y—l cuando crecen cOmO mMONOCEPAs =

confluentea aufre" ambios metabéllcos vy morfolégicos despudn de ha'

berlas expueato a: las toxinas termo-lébil, del Célera, a la HACT y-
al AMP c{clico. Las célulna Be redondean y se desprenden del sustra
to ¥y aecretan cantidadea elevadaa de delta-4,3 cetostercides, que -
pucden ser cuantificados’ cspectrofotométricamente o fluorométrica-
mente. Estos cambios correlacionan bien con niveles elevados de AMP
c{clico intracelular. Bl redondeamiento celular es m&s sensible a -
loa cambios en el AMP ciclico intracalular, y requiere solamente sl
10% del incremento neceaario parn llevar a un aumento en la esteroi
dogénosis (12).

En la respuesta o la toxina hermo-lﬁbil Yy 2 la del Célera de las
células suprarrenales Y-l,‘se observa un periodo "lag" de 1 a 3 ho-
ras necesario para obtener redondeamiento celular (59,60,61). Esta

Arespuosta puedé gser saturada y aleanza niveles de meseta a una con=
centracién aproximada de 1 ng./ml. para la toxina del Célera. Re-
quiere mfs de 2 horas para incrementar la produccién de esteroides
por arriba de niveles baéales, y la magnitud del incremento de éata
estd relacionado a 1la concentracidn de la toxina utilizada. La dura
cién de la respuesta puede sor hasta de 72 horas, La subunidad A de
ambas toxinas produce los mismo efectos que la molécula completa de
las toxinas. Despuds de un periodo de incubacidn de 10 minutos se-
guido de un lavado enérgico, se observa la maxima estimulacién. La
proincubacidn de las células con btoxoide (subunidad B) neutraliza -
la captacién de las toxinas, y cuando se incuban las células Y-1 -
con ganglidsido Gml y posteriormente se exponen a las toxinas se in
crerenta ru unién a la superficie celular (65). El pretratamiento -

“de las toxinas con antitoxina o cén antitoxoide neutraliza la res-
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puesta, asf mismo el pretratamiento con gang11031do Gml. La expoai-
cién. de las ceIulas Y—l a la antitnxina durante al periodo "lag" ~
inhibe pnrcialmente la raspuesta de’ eatas celulaa, la que disminuye
ifperiodo "lag" (61 J66) o
Los reuultados obfeﬁidos al utilizar las célulne suprarrenales -

conforme. transcurre

prosenbaron muchas caracterfst1cas similares a las de aquellos estu
dios "in- vivo" (asa llgada de inteatino) El periodo "lag" caracte-
rfabico ea observado tanto con la termo~1abil como con la toxina de
el Célera; estas toxinas probablemento ae unen al mismo receptor -
(Gml), el cual es diferente para las hormonas (HACT), aunque éatas
tienen efectos similares (12). :

La respuesta final puede ser inhibida en diferentes grados agre-
gando antitoxina al sistema durante los primeros 10 minutos. Esta -
inhibieién puede estar relacionada a un paso reversible en la inter
‘accién-de la toxina con loa componentes de la membrana, y puede en
parte ocurrir durante el periodo "lag" (59,60).

En esté prueba de oélﬁlaa suprarrenales pueden ser ensayados va-
rios cultivos en una Forma réiativamante poco costosa y rdpida. Los
problemas con estas pruebas celulares, es que requieren de facilida
des y vigilancia estricta en ei laboratorio, son dificiles, en algu
nas ocasiones, de estandarizar, y requieren experiencia de indivi-
duos gque han tenido una amplia capacitacién en dotas lineas de teji
dos., Ademds, la reaceién no es espec{fica, como se menciona ante-
riormente, otras sustancias pueden estimular a las células suprarre
nales para que sufran estos cambioa.

Células de Ovario de Hamster Chino,

La 1{nea clonal CHO-Kl, derivada del ovario de Hamster Chino -
(CHO), responde con cambios morfoldgicos y bioguimicos caracter{sti
cos después de tratarse con dibutiril-AMP cfclico, testosterona y -
algunas prostaglandinas., Basdndose en estos trabajos, Guerrant y co
laboradores decidieron estudiar el efecto de las enterotoxinas ter-
mo-18bil y del Célera sobre la concentracién intracelular de AMP of
‘ clico en este modelo, correlacionando los cambioa en la concentra--
cidn del nucledtido con los camblos morfoldgicos (67).




Log efectos de las toxinas termo-labil y del Célera aobre 188 cé-
lulas de ovario de’ Hamatcr chino ¥ otros fibroblastoslen cultivo, -
es el de incrementar la a{ntesis de colégena y_la adhorencia al sus

trato, adends de la elongacidnkdei a élﬁia orné cléramenta -

(nds de 60%.) inactlva a amba$7t"ina _qéibi El colerage
noide inhibe a la toxina del” C6lera

Célera inhibe a ambas - enterotoxinas; Los autores‘reportan que este

ro antitoxina del

ensayo, cuando se prueba a la toxina termo-lébil, es de 5 a 100 ve-
ces néds aenaiblo que el ensayo. de permeabilidad vasoular en plel de
conejo y el ama ligada de inteatino, y similar al de células supra-
rrenales (1,12,67).

Adipocitos.

Entas células rcuponden de una forma parecida a las células su-
prarrenales. Se obtienen del tejido graso del epididimo de la rata
mediante digestién del tejido con colagenasa y {lotacidn celular. -
las enterotoxinas termo-14bil y del Cdlera, ademds de una serie de
hormonas y drogas, pueden estimular a estas oélulas dando lugar a -
un incremento en el AWP cfclico intracelular con liberacidn de doi~
dos grasos y glicerol que puede ser medido espectrofotométricaments
(12). -

"Células Vero.

Las células Vero, una linea celular darivada del rifién del mono
verde africano, responde a la estimulacidn de las enterotoxinas ter
mo-14bil y del Célera con cambios morfolégicos caracteristicos (e-
longacidn y engrosamiento de la membrana celular) que se deben al -
incremento del AMP c{clico intracelular ocasionado por las toxinas
(68).
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Determinacidén de le Actividad dé'lé Aﬂéhilbiciééa. .
Después de que se obtuvo evidencia de- que la accidn de la toxi-
" na termo-14bil de Eacher1ch1a c011 era secundaria al incremento del

AMP cfclico intracelular y este consecuencia de la estimulacién de
la enzima adenllciclaaa, Be dieron a conocer algunos metodoa que me
dfen la actividad de esta enzima aplicadoa a la deteccién de la en-
terotoxina. Dorner y colaboradores eacribieron un ensayo en el que
la actividad de la enzima adenilciclaaa inducida por la enterotoxi-
na termo-14bil es determipada por el método de dilucién radicisoté-
pica utilizando AKP cfclico marcado con trltio y part{culas homoge-
nizadaa de membranas de células de miocardio de gato incubadas con
toxina termo-1dbil (69). .'”' L

Se ha reportado gque este ensayo ofrece’ algunau ventajas sobre loas
otros métodos empleados, como gon disponibilidad, tiempo y sensibi-
lidad, adends de que se puede utiliiar'tqnto como_ para medir a la -
toxina como los tf{tulos de antitoxina en elasusro. Los inconvenien-
tes son que la preparacién del antigeno es complicada y el uso de -
un compuesto radioactivo. Después de éste, son muy escasos los es-
tudios que se han reportado; al parecer este tipo de ensayos raquie
ren una mayor investigacidén en el laboratorio antes de que ae valo-
re su utilidad cl{nica. '

Inhibicién de la Hemdélisis Inmune Pasiva y
Hemélisis Inmune Pasiva. '

La propiedad gue tiene la enterotoxina termo-14bil de ser anti-
génica (1,2,3%,4,9,10,11,12) oe ha aprovechado para desarrollar méto
dos basados en la reaccién nntfgenoéanticuerpo para detectar a la -
toxina. Entre ellos estdn los de inhibicién de 1a hemdlisis inmune
pasiva {IHIP) y la hemdlisis inmune pasiva (HIP).

El fundamento del primero es el siguiente: los eritrocitos de cap
nero sensibilizados con enterotoxina termo-14bil se hemolizan en -
predgencia de ﬁn suero antitoxina termo-14bil y complemento., Esta hs
.m81lisis es inhibida por la incubacién de la antitoxina con el sobre
nadante de un oultive de una bacteria presuntamente productora de -
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enterotoxina‘éd'fofmd"previa a la ihduhacién con los eritrocitos -
sensibilizados (70), ¥ ‘el.del segundo- la enterotoxina termo~1dbil
proveniente de ‘una; bgcteria aialada en un paciente es utilizada +J:%
ra aensibilizarheritrocitos de carnero. Los glébulos rojos sensibi
lizados se liaa.aen presencia de antitoxina y complemento. La hemo

globina- que 80 libora\por ‘la- homolisis ‘es medida espectrofotomdtri

y<1a‘densidad 6ptica o8 directamente proporecio-
nal a la. conce tk cidn’
han reportad

camente a 42
de la onterotoxlna (71)., Estas pruebas se -

.accoﬂiblea 'y sensibles para detectar a la -

: cnterotoxlna inﬁembargo hay dos agpectos que cuidar para que esg-
to ocurra, y:es due hay que obtencr un antf{geno con un alto grade
de pureza Y un anticuerpo auficlentementc potente y especifico,

Estaa pruebas ae han comparado con el ensayo de células suprarre
nales y se-ha- encontrado una buena correlacién (70,71); sin embar-
go otros autorea publican resultados diferentes, sobretodo cuando
lo utilizan para dotectar enterotoxina de cepas de diferentes fuen
tes animales . (72} Eato ‘los ha llevado a realizar algunas modifica
ciones a la prueba, como lo es el de utilizar una diferente solu-
eién amortiguadora (aqlucidn amortiguadora de veronal salina) adi-
clonada de calcio y magnesio; cultivos eatacionarios y mitomicina
en lugar de cultivos en agitacién y polimixina-B como inductora de
la liberacidn de la enterbtoiinu, y quizd sl que sea mds importan-
te, el de utilizar un anticuerpo de origen diferente, la antitoxi-
na del Célera, que, a diferencia'de lo reportado en los métodos o-
riginales, dié mejor resultado’ (72,73,74).

Hemdlisis Inmune Radial Simple,

Jerafim y colaboradores recientemente publicaron el método de
hemélisis inmune radial simple; éate tiene el mismo fundamento que
los anteriorea sélo que se realiza en un medio semisélido: en un -
medio de agarosa al 1% se mezclan eritrocitos de carnero sensibili
zados con la supuesta oﬁterotoxina; después de que se deja solidi-
ficar se perforan pocillos de 5 om. de digmetro para colocar una =
determinada cantidad de antitoxina y comﬁlemento; después de un -
tiempo de incubacién se mide el halo de hemdlisis aue se produce -
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alrededor del pocillo, el oual es;proporoion11 a la cantidad de en-
terotoxina (75) Los resulLados de=eab

,prueba ge han comparado con
los obtenidos con la hemdliaia inmune. pésiva encontrando una- buena
correlacién“’ “‘ '“..»;. : '6sitivas cuando g utili
za a la antitoxina en§_

Al pareccr cste tipo de prl filﬁle, ‘no tiene mayores -

desventajas que loe otrosﬁ_es menos ostpaa y més f4oil de realizar

sin embargo su utilidad noieer stﬁblecida hasta que las posi

bilidades de 10grar un a”tfgen

n~anticuerpo de buesna calidad -
sean éptimas. s

Coaglutinacién con Estafilococo.'
En esta prueba sa utiliza a la cepa Cowan 1 de Lstafilococo au-
reug, que es rica en proteina A", adonde se pega el anticuerpo (an-
titoxina del Célera) por su_fragmento Fc, dejando libre el fragmen-
to Fab, para que al reacoionar con la enterotoxina se produzoa agly
tinacién. La prueba se ha realizado en tubo capilar y en placa, ro
portindose mayor benaibilidad con 1n‘primera. Se¢ ha descrito una -
buena correlacién de dsia prueba con el ensayo de células de ovario
de Hamster chino y con la hemélisis inmune pasiva (76).
Esta e una prueba fdcil de realizar aparentemente, y rdpida, en
la que creemos es necesario una'méyor etapa de experimentacidn para
valorar su utilidad. | ’

Radioinmunoandlisia.

El radloinmunoandlisis se ha.utilizado para desarrollar un méto
do altamente éensihle,para detectar a la enterotoxina termo-1ldbil -
de Eacherichia coli. Greenberg y colaboradores (77) y Ceska y cola

boradores (78); han publicado un método de radioinmunoandlisis en =
fase s6lidn, que consisle en utilizar tubos de poliestireno a los -
que se pegan anticuerpos antienterotoxina tcrmo-lébil producidoa en
la cabra, incubandose posteriormente con enterotoxina termo-ldbil -
marcada con 1125, y posteriormente enterotoxina sin radiocactividad,
para luego determinar la radioactividad gque queda en los tubos en -

-un contador gamma,
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Este tipo de ensayo Be ‘ha- comprobado ser muy sensible, 8in embar-

go los requerimien "eactivoa radioaotlvos y lo costoso del e-

quipo, hacen del fadioinmunoanalisia un procedimiento poco disponi- "~

ble para muchos laboratorioa.- S r

5Inmunoanéliaia Enzimético (ELISA)

La técnica de ELISA ha dcmostrado ser muy sensible para la de-
teccidn de muchos- agentes infecciosos. Yolken y colaboradores uti-
lizaron eata tecnica para detectar enterotoxina termo~-1dbil. la - _
prueba aprovecha’ 1a.rgactiyidad cruzada con la enterotoxina del Cé
lera, y utiliza ddé5anti£6xihaa de ésta de diferente origen animal
(burro y'cobayo).eEétﬁ método comparado con el ensayo de células su
prarrenales ¥ el redioinnunoandlisis, demostré tener una sensibili-
dad similar con 1a ventaja de ser mds accesible (79).

Back y colaboradoraa reportaron una modificacién a esta técnica,
en la que utilizan_alrreceptor natural para la enterotoxina , el -
ganglidaido Gﬁi,'da'tipo comercial, en lugar de la antitoxina del -
cblera obtonida del burro, ¥y una antitoxinp termo-idbil de conejo.
Esto al parecar disminuye el riesgo de reacciones inespec{ficns e -
incrementa la sensibilidad (80,81}. Aunque se ha reportado que pu-
diera haber oustancias on los medios que 2e¢ han utilizado para cul=-
tivar a 13 bacteria, capaces de inhibir la unidén de la enterotoxina
con el ganglidsido, ademds de que pudiera haber diferencias en la -
reactividad inmunolégica entre las enterotoxinas de diferente ori-
gen (82).

Esta prueba ademds de probar enterotoxina proveniente del sobrena
dante de cultivos, oe ha utilizado para detectarla de la materia fe
cal de papientes con-diarrea por Hscherighia coli enterotoxigénica
(64); y ha demostrado ser poco mds oensible que el ensayo con célu-

" las suprarrenales. | |

El inmunoanélisis'enzimétipo para detectar enterotoxina termo-14-
bil es una prueba que puede ser muy accesible, técnicamente es mds
sencilla de realizar que las demés, pueden efectuarse varias prue-
bas al mismo tiempo y es relativamente rdpida. Las dificultades que

presenta, y en gran parte las comparte con las demds, es la poten-
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cia y especificidad del anticuerpo utilizado, las sustancias que -
puedan dan 1ugar a una 1nh1biciﬁn inespecifica, y una mayor valora-
cién en aquellos’ pacientea cuya materia fecal contenga muy poca can
tidad de enterotoxina tcrmo—labil.

Doble Inmunodifusién (Pruoba de Biken).

Esta prucba consiste en que en placas de agar conteniendo casa-
minoacidos, extracto de levadura sales y antibidticos se cultiva a
Escherichia coli enterotoxigénica y se induce la liberacidn de la -
enterotoxina termo-14bil con discos de polimixina-B. Las colonias -
se dipponen en grupos de 4, en medio de las cuales se perfora un pg
z0 donde se coloca suero antitoxina, después de 24 a 48 horas de in
cubacién se observa una banda de precipitacidn entre 1la colonia prg
ductora de toxina y el pozo conteniendo al anticuerpo. Segin los au
tores este método ha demostrado ser tan sensible como el ensayo con
células de ovario de Hamster chino, sobretodo cuando se utiliza sue
ro antitoxina termo-14bil en lugar de suero antitoxina del Cdlera -
(83). Los mismos autores han aprovechado esta técnica para utilizar
la en la deteccidn de enterotoxina termo-establs. En este caso, to-
man colonias de la placa de agar y la pruepan en el ensayo de ratdn
lactante (84). .

Esta prueba es poco costosa, se pueden realigar varias al mismo -~
tiempo, no requiere aparatos complicados, pero tiene sl inconvenien
te del tiempo en que tarda en realizarse {de 3 a 4 dfas).
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MATERIAL Y METQDO:

Produccidén de hnterotoxina Termo-Lébil.
. Microorganismo.- La cepa H10407 de Eacherichia coli fue utilizada

‘._V?,.

q—lébil. Esta cepa se conservd en tu

como fuente de enterotoxina"
_ bos conteniendo agar soya—trip_icasa a 4°C.
.E1l medio de cultivo y 8 procedim1ento para cultivar la cepa y ob
toner y extraer la. enterotox{né se basaron an 105 trabajos de Evans
y colahoradpres (41 44 5 O

Medio de cultivo.- El

ﬁbleado contiens los siguientes com-

Caeaminoacidoa (Difoo)

Extracto de Levadura 0460
Cloruro de. Sodio . . ;i_i-i. 70,25 ge
Fosfato DipotéaiOOL_],fizuhﬂiwwﬁffglﬁ
Sulfato de Magnesio o, 005 - 8
Cloruro de Manganeso 0, 0005 8-
Cloruro Férrico - o, 0005 -9

El pH final del medio se adustd a 8.4 con Hidrdxido de Sodio 0.1 N.

Procedipiento de cultivo.~ Se inoculd un matraz Erlenmeyer con ca
pacidad de 1000 ml. conteniendo 100 ml. de medio manteniéndose en agi
tacién constante (100-120 rpm.) durante 18 horas a 35°C. De este -
primer cultivo se tomaron 10 ml. para inocular a cada uno de cinco -
matraces Erlenmeyer con capacidad de 1000 ml. conteniendo 100 ml. ca
da uno de un medio de cultivo semojante, cuya finica variacidn estd -
en la concentracidn del extracto de levadura de 0.6 g. a 0.15 g. Es-
tos medios se mantuvieron en agltacién conatante (100-120 rpm.) du-
rante 3 1/2 horas a 3500. Postoriorménte 138 bacterias se recolecta-
ron por centrifugacidn & 3000 xg durante 30 minutoa a 4%, deshechan
dose el sobrenadante.

Estimulo para la liberacidn de onterotoxina con Polimixina B.- El
paquete de bacterias obtenido se incubd con 50 ml. del medio origi-
nal conteniendo sulfato de polimixina-B (laboratorios Zapata) a una
concentracion de 2 mg. por ml., durante 7 minutos a 35°C, agitando -
suavemente. Después se centrifugd a 3000 xg. durante 30 minutos a -
4°C. deshechando el paquete de bacterias.
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Extracclon de 1a enterotoxina conksulfato de amonio.- El aobrana—

dante obtenido se 1lev6 a una aatu' o1 0%'agregéndoae lentamen
te durante 30 minutos 60 5' ‘ sulfat de an nio a 100 ml, de sobrg

t cién de protefna por -
el método. de: Lowry (85) - :

Comprobacién de 1la actividad de la. enterotoxina termo-14bil median
te ol ensayo de. asa 1igada de intestino da conejo.- En esta prueba se
utilizaron conejos albinos de; 2 a 2 5 kg. de peso que se mantuvieron
en ayuno 24 horas previas al ensayo. Bajo ‘anestesia goneral se hizo -

_una incisién de 7 a B ca. en la lfnea media del abdomen, se aislé una

asa de la parte media del intastino delgado de 40 cm, de longitud, en
la cual, através de la- pared oe inyectaron 20 ml. de una solucidén a-

mortiguadora de Tris-ilCl 0. 05 H pH 7.4 con direccién distal; del asa

alglada se hicieron segmentos de 5 ca. de longitud con seda quirirgi-
ca. En cada aegmento se inyeot§ 1 ml, de material de prucba. Todo es-
to go ofectud por duplicado en dos conejos, utilizando a la solucién

amortiguadora de Tria-HCl como control negativo en forma alterna. Se

suturé la pared abdominal y se mantuvo al apimal en ayuno 24 horas, -
después de las cuales se sacrificd con sobredosis de barbitdricos; se
abrid la pared abdominal para revisar el intestino delgado, determi-

nando la presencia de acumulucidn de 1fquido sn los segmentos proba-

dos (45,46 y 53).

Produccién de Anficuerpoa Antitoxina Termo-LAbil.

8¢ utilizaron conejos albinos de 8 a 12 semanas de edad, a quienes
ge administré en forma intramuscular a la enterotoxina de la siguien-
te forma: la primera desis consistié de 1.ml. de una mezcla de entafg
toxina y adyuvante incompleto de Freund a partes iguales con una con-
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centracidn de protefna de 2 g, /ml.,‘las sigu1entes dosia consiabie- .
ron de enterotoxina diauelta ens aolucién salina a una concentracidn

ﬁinistréndose cada una de éstas a inter-

valos de cinco d{aa (53. Pnratmonitorizar?loslniveles de anticuerpos
gse realizd contrainmunoelect?oforesia. ' '

Extraccidn de la Fraccidn Gammalcl' ulina del 8uero de Conejo.

Después de sangrar al cone;o por 'uncidn cardlaca, se procedié a
separar el suero por cantrifugacidn

‘a extraer de éste la fracecién -
gamma globulina de la forma aiguiente. ‘__‘ _ .
1, 3e preparé una aolucién saturada de;suiféto de amonio,

2, E1 suero de conejo se diluyé’ al ‘132 con solucién salina al 0.85%.
3. E1l suero diluido se 1levé al 45-por 100 de saturacién con la solu-
cién de sulfato de.amonio (p?epara&a'eh 1); realizando eato a 4°C. y
agltando durante 30 ainutos.

4. EL precipitado resultahte se separd mediante centrifugacién duran-
te 30 minutos.a 1500 xg a 400., resuspondiéndolo en un volumen semejan
te al del suero de solucién amortipuadora de fosfatos-salina pH 7.2.
9. Los puntos 3 y 4 se realizan nuovamente con dos ocasiones, y el pre
cipitado final se resuspende en un volumgn_mfnimo de solucidn amorti-
guadora de fosfatos-salina para dializarse contra esta misma solucién
durante 24 horas a 4°C. (86).

6. Bl dializado se conservé en alfcuotas de 1.0 ml. en congelacidn a
-15°C., efectudndose previamente electroforesis y cunntificacién de -
proteinas (85). ‘

Ensayo en el Nefelémetro de Rayo Laser (Behring) del Sistema AntiEnte
rotoxina/Tbxina Termo-L4bil.

1, Se hicieron diluciones al doble de la enterotoxina tormo-14bil con
solucién salina a partir de 1:% hasta 1:2560, y se probaron con una -
dilucidn del suero antienterotoxina de 1:5 cada una de ellas en el ng
felémetro (100 y 100 ), registrédndose las lecturas a los 5, 10, 15, -
30, 45, 60, T0, 80, 90 minutos de incubacién a temporatura ambiente,

cuadro 2. . '

2. Dol suero antienterotoxina también se hicieron diluciones al doble
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a partir de una dllucidn de 1 5 hasta 1 2560 con soluci&n salina y se
- probaron con: una dilucién de enterotoxina de 1z 5 cada una de ellas, -
regiatrdndose 1as lecturas como en el inciep antertor {cuadro 3).

%. Las diluciones 1 5y 1: 10 del antisuero antienterotoxina con la di
lucién del antigeno (enterotoxina) 1:5, ‘cuyas lecturas mostraron una
curva . aacandente, se probaron nuevamente ‘bajo las mismas condiciones
y a 37°C, intentando acortar el tiempo de ipcubacién (cuadro 4).
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RESULTADQS. |

Produccién de Enterotoxina: Termo-Lﬁbil. T Lo _
kn lag diferentes ocaaiones:'n'que aet rodujo enterotoxina termo-

14bil se obtuve un material, aproximadamento 10-12 nl, por cada 100 -
ml. de medio original con‘ﬁn oneen racién de protefna de 2.4 a 3.1

mg./ml.

' Gomprobacién de la_Actividad 8 la Enterotoxina en el Ensayo de Asa
Ligada de .Intestino de Conéjo, '
Late matorial conteniendo a 1a enterotoxina termo-14bil se probé

por duplicado en aaYo:con asa ligada de inteastino de conejo. Los

gegnentos on’ 103 ‘que yprobé este matorial precentaron acumulacién -
importante de lfqﬁido, mientras que todos los segmentos en loa que se
probé la solucién amortiguadora de Trig-lCl estaban colapsados sin tc¢
ner liquido on s’ ‘interior (fotograffa I). En uno de los segmentos se
probé osto material deapués de haber sido sometido durante 15 minutoes
a una bemperatura.de 60°C.; el secgmonto inoculado no prosonté acumulg

¢ién de 1fquido.

Conservacién de 1la Actividad de la foxina en Relacién al Tiempo.

Posteriormente se investigd el tiompo on que se podia conservar -
oste material en congelacidn a =30 %. sin que perdiera su actividad -
en ol ensayc con asa ligada de inteatino de conejo. 3e probaron mate-
rinles conservados durante 3 meses, 1 mes, 1 semana y 1 dfa, todos -
dieron lugar a una respuesta positiva.

Produccién de Anticuerpos Antienterotoxina Termo-Lébil,

la resﬁueata que presentaron los conejos a la inmunizacién con el
naterial conteniendo a la enterotoxina 1a podemos obsorvar on la fi-
gura I. Despién de la quinta doeis (25 dfas), los tres conojos pre-
sentaron nivelos dotectables dc anticuerpos antitoxina termo-14bil en
puero. Después de la treceava dosis estos alcanzaron niveles acepta-
bles (1:8 los conejos I y III, y 1l:16 el conejo I1), por lo que se -
sangraron a los siete dfas de haberse aplicado esta dltima dosis los
conejos I y II, 8e separéd el suero de &stos, y se extrajo la fraccién
gamma globplina,
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Extraccién de la Fraccién Gemma Globulina. .

" Los reaultadoa de la cuantificacién de proteinaa ¥ de 1la electrofo
resis del material conteniendo a la fraocién gamma globulina del suero !
de conejo los podemoa observar en el cuadro I. : o

La concentraci6n de protafnas en el auero fue de 1 51 -8 /dl., y en -
el material conteniendo ala fraccién globulinica fue de 1.10 g./dl. -
La concentraoidn de- albﬁmina disminuyd del 55,16% en el primeroc a 5.5%.
en el segundo- en ‘cambio las- globulinas numentnron de un 44.84% en el
primero a un 94 5p en el aegundo, este incremento se debid principal—
menté a las beta (de 18.76% a 24. 54%4) y gamma globulinaa (18.78% a -
61. 79%)

Inmunoslectroforesie,

También a este material se le efectud inmunoelectroforesis encon-
trando la presencia de una sola banda, mismo haliazgo que go encontrd
en la electroforesis efectuada al suero de conejo antes de la extrao-
cidén de la fraceién globulinica (figura 2).

Ensayo en el Nefelémetro de Rayo Laser del Sistema Anti-~Enterotoxina/-
Toxina Termo-L&bil.

En los cuadros 2,3 y 4 montramos los registros de las lecturas efec:
tuadas en el nefelémetro de rayo laser con las diluciones del susro an-
titoxina y toxina termo-14bil.

Como puede observarse las diluciones 1:5 y 1:10 del suerc con la di-
lucién 1:%5 de la cnterotoxina dieron lecturas ascedentes hasta alcan-
zar su punto méximo a los 70 minutos de incubacién a temperatura ambion;
" te, La incubacidén a 37°C. no acorté el tiempo de incubacidén, sélo mog
tré incremento en las lecturas en relacién a las correspondientes incu ;
badas a tomperatura ambionte alcanzande su mdximo punto en el mismo -
lapaso de tiempo.
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Fotograffa I.

Ensayo con Asa Ligada de Intestino
Delgado de Comnejo.

.FI, FI1, FIII y FIV: segmentos en los que
so inoculd enterotoxina termo-14
bil,

A(-)s sogmentos en los que se inoculéd

' gsolucién amortiguadora de Trise
HC1l como control nocgativo.
No I: gegmento no inoculado.
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Termo-Libil de los Conejos I, II y III.
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Figura 2. Inmunoelectroforesis del
Suero de Conejo (SC) y del Materinl
conteniendo a la Fraceidén Gamma Glo
bulina (MCFG).
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- 0.27
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5465
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- 24454

61.79
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Cuadro 1. Cuantificacidén de Protefnas

¥y .Electroforesis del Suerc de Co-

- nejo y del Material Conteniendo a
la Fraccién Gamma Globulina..




Cubeta| Dil.Ac.] Dil.Ag, Lecturas a los: - o
o 5' . 10' 15t 30" 45' 60O' 70! 801 90!

1:5- . | 0,137 -0.13 0.14 0,19 0.22 0,26 0,29 0,29 0,29
1310 10,09 0.09 0.09 0.10°0.13 0.14 0,16 0,16 0,16
20 | 0.08° 0,07 0.07 0.06 0.07 0.07 0,07 0.07 0,07
| 1:40° 510,08 0.07 0,07 0.06 0.06 0,05 0.06 0.06 0.06

13807 | 0,06 0.06 0.06 0.05 0.05 0,05 0.05 0,05 0.05
10,06 0,06.0,06 0,05 0.05 0.05 0,05 0,05 0,05
0,06 0,06 0,05 0,05 0,05 0,04 0,05 0.05 0,05
10.07 0.07 0.06 0,06 0.06.0,05 0,05 0,05 0.05
1 0406 0.06 0,05 0,05 0.05 0,04-0.04 0.04 0.04
560 | 0,07 0.06 0,06 0,05 0.05 0,05 0,05 0.05 0.05

] 0.05 0.05 0,05 0,04 0,04 0,04 0.04 0.04 0.04
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" Cuadro 2, Registro de las Lecturas
' efectundas en el Nefeldmetro de
‘Rayo Iager con diluciones del -
suero 1:5 y diluciones del anti
geno al doble a partir de 1:5 -
hasta 1:2560. 4
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Cubeta

Dil. AS:

“Dil;ﬁg; SIS Lecturas a los:

5% 101,15t 300 45' 60' 70! BO' 90! .|

A LaV @IV E WN ]

.09°0.100.09 0,09 0,10 0,10 0,10 0,09.0,09
0309 0,07 0:07 0407 0,07 0.07 0,06 0,06 0.06
. |/0407 0.07 0,07 0,06 0.06 0.06 0.06 0,05 0:06 | .
10408 0,06 0,07 0,06 0,05 0.05 0,05 0.04 0.04 |

+|.0409 0407 0,07 0.06 0.06 0.06 0.04 0.04 0.04

B ws s wh we . we®

Ul U U g\

- |'0.06 0.06 0.06 0,06 0,06 0.05 0,04 0,04 0.04

"~ Cugdro 3., Registro de las Lecturas efectundas

en el Nefeldmstro de Rayo Iaser con dilucio-
nes al doble del suero a partir de 1:5 haata
1:2560 con una dilucién de la toxina de 1:5.

0316ﬂ0 17 0. 19 0 250,27 0. 31 0.31 -31?.7fi \: -
0.10 0,10 0,12 0,17 0.21.0.24.0:25 0,25 | =

:11°0.11 0.11.0.13.0.15.0.16-0,16 0,16
.09 0,09 0,09 0,10 0,10 0,11 0,11:0,11.0410 | =

© 10,07 0:07°0,07 0,06 0,05 0,05 0,05 0.04 0,04 | -

et



 Lecturas a los:

Temp.de

Cubeta | Dil, Ac. [Dil.Ag.|- . : o .

o e riaas 300 450 s0r 70t 80! 90! |Incubacién.
1| 0.20 .25 0.31°0.33 0.36 0,42 0.41 8,42 |~ 37°C.
2 [1:10 '0".11 0. 13 0.14 0. 16 0. 17 0.21 o 23 0.23' 37°C.
3 0,20 0,21 0.25 0,28 0,30 o. 37 0.37 0, 37' ambiente
4] 12 0.13 0.11 0.12 0,13 0,14 0,17.0,17 0,17 | ambiente

._'Guadfo 4,

Registre de las Lecturas efectuadas

en el Nefeldmetro de Rayo Iaser con dilucio-
nes 1:5 y 1:10 del suero con diluciones 1:5
del ant{geno, 1ncubandolas a 37°C. y a tempe
ratura ambiente.

[
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DISCUSION. S

Produccién de Enterotoxind Tcrmo-Lébil. ERE ‘

{lediante la produccién da enterotoxina termo-lébil con un medio
de cultive conteniendo casaminoacldos y oxtracto de levadura e indu-
ciendo su liberacién con” un antibiético (polimixina—B) se ha reporta'
do que se- obtlene un mayor rendimiento en la concentracidn de la to-
xina. La cnterotoxina obtenidaTdewesta manera es 1a forma més peque-
fla que conuerva su actividad tox1g£nica e_inmunogcnica {20000 dalton)
Se ha mencionado que: esta toxina“reaide eh ol aspacio periplasmético
de 1ln célula ¥ 5610 ung: pequena cantidad (aproximadamente el 10%) es
liberada enpontdneamante al. medié de; cultivo (41 y 87).

En nuoatro eatudio an 1&5 diferentea ocasiones en que pe produjo -
enterotoxina termo-lﬁbil obtuvimoa ‘un material ocon concentraciones -
de protefna conatantoa, que demoatrd tenor actividad en la prueba del
asa ligada de- intestino de coneJo de 24 ‘horas, ensayo que se ha con-
siderado ﬁtil para demoutrar la presencia de la enterotoxina termo-
14bil y diferenoiarla de la gqcién-de la toxina termo-cstable de la
misma bacteria (53). '

La cnterotoxina demostré conservar su nctividad adin cuando se con-
servé durante 3 meses en congelacién a =30 %c. Se ha visto que osta
proteina pierde :su actividad en forma importante cuando se almacena
por tiempo mds pfolongado ¥ a temperaturas menos frfas (36).

Produccién de Anticuerpos Anti-Enterotoxina Termo-L4bil,

La inmunizacién de conejos con el material conteniendo a la ente -
rotoxina después de extraccién con sulfato de amonio produjo buancs
niveles de anticuerpos en el suero de los tres animales.

Se ha reportado que en la obtencibén de enterotoxina después de pre
cipitacién con sulfato de amonio hay una considerabdle disminucién en
ol minero de componentes en las preparaciones cuando a éstan Be les
efectia clectroforesis (44). Esto lo pudimos conatatar al efectuar -
inmunoelectroforesis con el sucro de ambos conejos, antes y después
de extraer 1la fraccién globulinica, ol obtener sdlo una banda,

El procedimiento de exiraccién de la fraccién gamma globulina del
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suero nos pcrmitié obtcnor un matcrlal cn cl que 1la concentracién de

protefnas proscntes casa

5' almente corroapondfa a laa globulinaa -
del suero del coneao (9 . 5%) 4 un
cién gamma globulina.

Enaayo en el Nefelémetr
16bil, ;
La nefelometrféﬁlﬁs

forma importante en iou
consigte en medir ia
dir el laser a‘ travéa ‘de-una’ aolucién conteniendo particulas en sus-
penpién (complejos antfpcno-anticuerpo)

Las dilucionea 1 5y 1:10 del suero cuya concentracién de protefna
fue de 2, 2.y 1 1 mg./ml. reapectivamente, al probarse con una dilucién
1 de la enterotoxina de 1 5, con una concentracién de protefna de 0.49 !
mg/ml. en el nofeldmetro dieron lecturas con una magnitud ascedente l
en rclacién al tiempo, logrando su pico a los 70 minutos de incubacién
a tcmperatura amblente, indicando claranente la preaencia de una reac
cién antfgcno—anticuerpo. Eato se pudo rcproducir en otra ocasidn spin
observar variaciones ‘en las lecturas, aln cuando sc-utilizé un antige
no de prcparacidn més reoiente (cuadro 4)

al 1noremantar la tenperatura de incubacién a 37°C., 86lo Be observd
un aumento en la magnitud de lds lecturas alcanzando su pico méximo

en ¢l mismo lapso de tiompo, por lo que conaideramoa que esta modifi-
cacién no ofrece ninguna ventaja.

las lecturas con las pruebas de dilucionea'mayores, tanto del antige
no coumo del anticuerpo, no moufraron un comportamionto ascendente, a
excepcién de las efectuadas con la diluocidn 1:5 del suero con la 1:10
de la toxina, y la 1:20 del suero con la 1:5 de la toxina, en las que
la variacién es discretamente perccptiple.

Lo anterior nos indica que e3 posible detectar a 1la onterotoxina ter
mo-14bil de Escherichia coli on el nefelémetro de rayo laser cuando -

se utiliza un anticuerpo anti-cnterotoxina a una concentracién de 1,1
a 2,2 mg/ml., de protefna, y un ant{geno de enterotoxina con una con-
contracién de 0.49 mg/ml, de proteina,



46
CONCLUSIONES.

Escherichin coli.entgpotbxigénicajesAund cauaa frecuente de diarrea
en los pafses en déaaifoliﬁf”Pfdduéé“dos enterotoxinas, una termo-14bil

de peso molecular clovado,"y otra termo-estable de peso molecular bajo.

Para que esta bacteria roduzaa enfermedad es necesario, ademds, la pre'

ellfﬁctor de colonizacién. La presencia de éate
y de las toxinas eatd controlada genéticamonto por plasmidoa.

sencia de un antfgeno,

-la enterotoxina termo—lébil fisico-qufmicamente es muy semejante a =
la toxina del Célera, con quien ademés prosenta inmunidad cruzada. Lo
que se ha aprOVechado para deaarrollar ﬁétodoa para detectarla. Estas -

enterotoxinas ejercen su accidn po un ﬁpcaniamo que hace que la adenil

ciclasa se eatimule e incremont'“ centracién del AMPc intracelular

orbidn de NaCl y agua y en la se
crecién de NaCOBH v nuun por las célulaa del epitelio del intestino del
gado. v : :

con la consecuente alterac16n on=

Para podor dotectarla e necaaario demostrar que produce entorotoxi-
na ya que no tiene carncterfsticaa morfolégicas ni bioquimicas que la -
distingan, Entre los medios cmpleadoa para esto, se incluyen prusbas =
*in-vivo", como el enaayo de asa de conejo, y prucbas "in-vitro", como
los cultivos de células suprafrenaled. Todas ollas presentan dificulta-
des en su realizaocién que no las hacen del todo accesibles para aplicar
las précticamente al .laboratorio clfnico. -

Utilizando un medio de cultive con casaninodcidos, y estimulando su
liberacién. con polimixina-B, se obtiene un mnyor rendimiento en la pro-
duccidn de csta enterotoxina. Al someter este material a precipitacién
con sulfato do amonio se disminuye ol ndmero de componentes, Este mate-
rial pucde administrarse a conejos por via intramuscular para producir
anticuerpos logrande una buena respuesta.

Utilizando los anticuerpos obtenidea de csta forma puede detectarse
a la enterotoxina tormo-14bil en el nefeldmetro de rayo laser cuando ae
utiliza este anticuerpo con una concentracidén de protefna de 1.1 & 2,2
mg/ml. y un ant{geno de enterotoxina a una concentracién de 0.49 mg/ml.
de proteina.
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RESUMEN:
En ol presente trabajo BB presenta una revisidn de la: informa—

cién mép 1mportante acercn de la enterotoxina termo-14bil da Esche-
richia goli y. loa métodos para Bu detacciéq.

Adenés, aq:p:csenta.la_parte,lnicial de un trabajo orientado -ha
cia el deﬂarr0110-de;un-ﬁéﬁodo que pueda ser utilizado en el labo-
ratorio clfnico en forma préctica y confimble para su deteccién,

Esta parte es la produccién de enterotoxina termo-14bil con un
medlo conteniendo casaminodcidos y extracto de levadura, la produg
cién de anticuerpos nntiécnterotoxina termo~14bil en conejon y ol
_ ensayo en el nefelémetro de rayo lasor del olstema antienterotoxina
termo-1Abil/toxina termo-14bil de Encherichia coli.
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