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PROCED IMIENTQ PARA BL AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE

ENTEROTOXINA DE E, COLI,

ézaﬁwzmnéuSANDOZ, A.G,, entidad suiza, residente en Basilea,

Suiza.

Esta invencidon se relaciona con
la purificacién de enterotoxina de E., Coli y con el
smpleo de enterotoxina de E. Coli termo-l4bil puriu.
ficada en vacunas para la inmunizacibn activa y

5 para la produccidn de sueros para la proteccidn
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.cepas enteropatogénicas de E, Coli, puesto que se transfieren

-l

pasiva contra infecciones de E. Coegéﬁ%ég?f%}%%}éﬁunoprofi- |
i Seex) : ﬁ;
laxis contra el colera. '
{

Ya han sido cpnsideradas las enterotoxinss

de E. Coli como factores significativos en las infecciones

de E. Coli, en particular con respecto a las pérdides severas

i
de agua ¥y electrdlitos que ocurren en las enfermedades diae ]
]

rreicas causadas por bacterias Coli, La capacidad de sinte- ]
]

E

tizar estas enterotoxinas no es especifica a las cepas sino

que se controla por un plasmolide transmisible que puede tranﬁ
ferirse por conjugacldén desde una cepa patogénica de E. Colii
8 cepas no patogénicas; de este modo, se puede explicar la g
i
aparicibn de nuevos serotipos enteropatogénicos, !
Las infecciones de Coli han gido tratada
hasta el present; con vacunas Coli o quemoterapéuticaménte,
en particular con antibidticos. Sin embargo, el empleo de
vacunag Coli esth dirigido en general contra serotipos par-
ticulares de E., Coli y no contra sus exotoxinas, en particu-
lar enterotoxinas, Este mbtodo proporciona asi una protaocibn
antibacterial pero no una proteccidn antitoxice. Fl mecanisma

de sintesis controlado por plasmoides explica también la

frecuente aparicidon de resistencia a los antibioticos enire

factores R por el mismo mecanismo que los plasmoides de entew
rotoxina, | |
La sintesis controlada por plasmoides l
de dos formas de entérotoxina de E, Coli, especialmente en~ é
terotoxina termo-1abil (LT) y entarotoxina.termo»estabio :
(ST), han sido descritas en la literatura / Por ejemplo, i

Smith, H W, y Gyles, Cl.,L,, J. Med, Microbiol. 3, 387 (1970),‘7.

Estas formas difieren principalmente en su labilidad para
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los &cidos, termo-labilidad y antigenicidad, como se indica,

por ejemplo, en la siguiente tabla, la cual muestra también

diversas propledades comunes observadast

Propiedad . e LT } ST
Termo~labilidad (65¢C, 15 minutos) . + -
Labilidad a los &cidos (pH 6) + -
.Antigenicidad ; 4 -
Dialisabilidad - -
Peso molecular elevado 4 +

Actividad en el modelo de lazo intestinal en

el conejo 4 4
Actividad en el modelo de lazo intestinal en ;

el cerdo + ] 4+
Produccidn controlada por un plasmoide + | 4
Capacidad para induéir diarrea en cerdos 4} 4

i

. c—— wem—e  — - - - e

No obstante, los intentos para investie

gar adicionalmente sobre enterotoxinas de Coli y su papel en

, . i
las infecciones de Coli, han eistado impedidas por la "incapa-
cidad de obtener las enterotoxinas en un grado de pureza su-

ficientemente alto. Un requisito previo para la obtencitn de

1‘

la pureza necesaria consiste en un sistema de ensayo reprodus
cible y exacto para la localizacibn y cuantificacibn de la
actividad de la enterotoxina, por ejemplo despubs de la sepad
racidon cromatogrdfica, pero los métodos utilizados hasta el
presente, por ejemplo los modelos de lazo intestinal antes
mencionados, no han resultado ser adecuados a estos respectos,
habiéndose encontrado que las entorotoxiuéa,identificadaa pox

tales m&todos, tienen, por e jemplo, una 6mplia variedad de

pesos moleculares, Estos sistemas de ensayo conocidos consumen
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tambilen tiempo y solamente se pueden utilizar para investie
gaciones a pequefia escala.
Un ensayo mas exacto y simple para la

actividad de la enterotoxina se utiliza en conexidn con la

presente invencibn, estando basado en el hecho de que la es~ .
: '

timula'cién de actividad de ciclasa de adenklate, tal y como |

se re%leja por uira acumulacidbn de monofosfato de 3',5'~adénoa

sina ciclico (CAMP), en preparaciones miocardiales de gatos

de ciclasa de adenilato, constituye una medida exacta de la
actividad y concentracidn de la enterotoxina.

Este método para la deteccibny/o deter-
minacion de la actividad de la enterotoxina de E, Coli, come
prende incubar un preparsdo de ciclasa de adenilato miocar-
dial de gatos durante tiempo predeterminado, en presencie
de un material a ensayar con respecto a la actividad ds la

enterotoxina de E. Coli, ¥y medir el incremento en la aztivi-

dad de ciclasa de adenilato en el producto resultente, con

respecto a un oonfrol.

Mas particularmente, la incubacidn sa

puede efectuar en presencia de un sustrato cuya COnverSiﬁn a:
monofosfato de 3'.5'-adenosina ciclico se cataliza por cicla?a
de adenilato, determinfindose ol incremento en la actividad

de ciclasa de adelinato midiendo el incremento en concentra-

i
i
cion de monofosfato de 3’,5'-adenosina ciclico en el produc—!
{
to resultante, en relacion a un control, i

E1l preparado degiclasa de adenilato mio—é
cardial de gatos se puede obtener a partir del tejido miocaré
dial de gntos, de forma conocida, por sjemplo como describe%,
Levey et al. / G,S, Lsvey y E. Epstein, Biochem, Biophys, %

Res. Commun., 33. 990.995 (1968), y 38, 86-92 (1970)_7. F1
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preparado puede estar en forma particulada o en forma molubi -

lizada obtenide por tratamienfo con un detergente no i6niéo,

en particular Lubrol-PX / ICI America Inc._/ como describe

Levey (supra) y absorbido, por ejemplo, en un tampbn de su-
crosa. En el caso de preparsdos solubilizados es necesario,

sin embargo, restaurar la actividad de ciclasaAde adenilato

la cual se destruye aparentemente por el detergente, Puede
conseguirse esto facilmente por la adicién de fosfolipidos,
por ejemplo fosfatidilserina.

La conversidn de sustratos, catalizeada
con ciclasa de ahenilato,a monofosfato de 3°, 5’.adenosina
ciclico, ya es bien conocida., Sustratos adecusdos incluyen
trifosfato de adenosina (ATP) o, preferiblemente, 5’-adeiiile

imidodifosfato (AMP-PNP), La incubacidn se puede efectuanr
de forma convencional, psr ejemplo como se ha descritc en
las referencias de Levey antes citades., Fl medio de reaccibn

comprende adecuadamente iones magnesio, por ejemplo en forma

de cloruro de magnesio, asi como otros materiales que se

sabe facilitan la conversién de ATP a cAMP y en el ensayo l
ulterior de cAMP por ejemplo albumina de suero vovino y. |

teofilina mas tampdn, por ejemplo taﬁpbﬁ Tris-HC1l, asi como

el sustrato, por ejemplo AMP~PNP, encima y material de ensayo

e

de control, La incubacidén se inicia adecuadamente por adicid
de la encima, en forma particulada o solubilizada como ane

tes se ha descrito, al medio de reaccibn restante, y se pue-

de efectuar convenientemente a 37¢C y durante un periodo de

3 a 45 minutos, preferiblemente 5 a 30 minutos., La conversid

_ﬂ. ——

se puede detener de forma conocida, por ejemplo por adicibdbn
de hcido tricloroacético y manteniendo la mezcla a 42C, por

e jemplo durante 10 minutos e mas. El cAMP en el producto
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resultante se puéde aislar de forma convenciomal, Por ethpl?,

el precipitado se puede separar por centrifugacién y extrac-

tarse la parte sobrenadante varias wveces con eterdietilico/
agua y evaporarse las capas acuosas hasta sequedad, El rosid?o
se puede recibir adecuadamente en un tampbn, por ejemplo' !

tampdn acetato de pH 4 y utilizarse partes alicuotas para el

ulterior ensayo cAMP,

Antes de la elaboracidn del cAMP, se

aflade adecuadamente una cantidad conocida de cAMP tritiado
a la mezcla (o al menos una muestra de la misma) con el fin |

i
de determinar la correccidon para la recuperacidn por e.trac-

cib6n mediante determinacidbn de la cantidad de cAMP tritiado

en el producto aislado.

El cAMP se puede ensayar segfm cuaiéuiorL

de los métodos conocidos para lo mismo, siendo el métodu

preferido el sistema de ensayo de dilucién con radioisotopos:
tal'y como describe Gilman A,G,, Proc. Nat, Acad. Seci. 67,
305.312 (1970) y modificado como anteriormente se ha descrito,

pudiendose disponer comercialmente de este sistema en forma

de un kit (Boehringer, Mannheim, Alemania),

!

.

Este método de ensayo permite la separa-
cidon de fracciones de material a partir del cual ha ﬁe.aisla%-
se la enterotoxina y el ensayo facil de la actividad de la |
enterotoxina, Si és necesario, y con el fin de conseguir |
una pureza mayor, se pueden efectuar otras separaciones sdbr%
las fracciones activas, convenientemente d;spués de su con=- %
centracion, e identificarse de nuevo las fracciones actiVas.E
Las etapas de separacion e identificacibn se pueden realizar[

asi hasta que se obtiene un producto homogéneo o suficiente-;

{

i

|

mente puro. El empleo del ensayo de la enterotoxina deseritol
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ha facilitado, mas particularmente, el desarrollo, seghn la |
invencibn, de métodos de obtencibn de enterotoxina de E, Cal
en un elevado grado de pureza, En particular, ke ha encontra-
do que se puesde aislar enterotoxina de E, Coli-y purificarse '
altamente mediante isotacoforesis o cromatografia de afinida%.

La presente invencibn proporc£0na un !
mbtodo para el aislamiento y purificacibdn de enterotoxina de
E, Coli a partir de un filtrado de cultivo libre de chlulas,
en bruto o prepurificado, de un cultivo de fermentador de una
cepa enteropatogénica de E. Coli, que comprende somete: dichd
filtrado de cultivo a una separaci&n isotacoﬁjétioa o cromg
tografica de afinidad,

Las fracdiones separadas resultantes, o

al menos aguellas que contienen proteina, se pueden ensayar
entonces con respecto a la actividad de enterotoxina, par-

!
|
L !
ticularmente por el método descrito, y someterse a dicha se-g

paracion adicional tal y como sea necesario para conseguir ei

grado requerido de pureza. Naturalmente, podri apreciarse que
i

las fracclones activas pueden haber sido predeterminadas, poé
V .. i

ejemplo en separaciones previas efectuadas bajo condiciones

idénticas, de tal modo que la etapa de ensayo no seria eunton-

ces necesaria, i
i
El filtrado de cultivo, libre de células,

. !
que contiene enterotoxina, Be puede obtener de forma conocidq.

Por e jemplo, la cepa enteropatogénica E, Coli cuya onteroto-i
xina ha de aislarse, se puedq cultivar, por e jemplo durante
tres generaciones y a 3%2C, en un medio adecuado, por ej;mpio
caldo de soja de tnumicaa; /£ BBL, Lockeysville, Maryland,vséj
i

0o, preferiblemente, un caldo de soja de tripticasa modificadai

obtenido por ultrafiltracibn de caldo de soja detripticasa,‘
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por ejemplo una solucidbn al 30% (peso/volumen) del mismo.

La primera etapa del cultivo se efectua convenientémente dye
rante un periodo de tiempo relativameﬁte corto, por ejempio
4 & 6 horas, efectuandose la segunda étapa, por ejemplo has~

ta que el cultivo alcanza la mitad de la fase logaritmica,

¥ realizandose la etapa final, por ejemplo, durante 8 a 10

horas. 1
Las células se pueden recoger entonces ’
de forma conwencional, por ejemplo mediante centrifugacién, ;
Y la parte sobrenadante se puede filtrar y comprobar cimn = %
respecto a su esterilidad, El filtrado de caldo esteri. en %
brutq e concentra entonces adecuadamente mediante ulrrafil;
traci6on, por ejemplo a través de membrenas biaflo PM-30,
se desalifica por tratamiento con una 1esina intercambiédara
de iones en lecho mezclado, por ejJemple AG 501-X8, se iiofi-
liza y se almacena para su uso uléerior, por ejemplo & 20
hasta ~-70¢C, Durante este procedimiento de-conéentracién.inij
cial, los productos bacteriales se protegen Eonvenientqﬁppte

contra la degradacion proteolitica, mediante adicidn c¢e un

inhibidor de proteasas, por ejemplo isotionato de peﬁtéﬁiéiné.
El filtrado de células, esteril, liofie '

lizado, inicialmente concentrado, se puede prepurificar ade-.

¢uadamente mediante una o mas etapas de filtracidn de gel

1
i
. i
antes de la etapa de separacion principal, particularmente §
cuando esta ha de ser por isotacofbresis, ;

La etapa o etapas de filtracidn de gel

se pueden efectuar de forma convencional, determinéndode
los geles y eluyentes adecuados, por ejemplo en experimentos§

previos que aywdan a establecer los pesos moleculares aproxi%

‘mados con los cuales esth asociada la actividad de 1la entero#
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toxina, A este respecto, se ha encontrado conveniente efec-
tuar una primera separacidn de filtracibn cord éel empleando
Bio-Gel A-5m como soporte (gama de,aeparaciﬁn, 5,000,000~
80;000) y un tampén de bicarbonato ambnico, pH 7,9~8, comeo
eluyente, Despuds de la determinacidn de las fracciones d;.
con actividad de enterotoxina, por ejemplo, por el mbtodo de
ensayo descrito, las fracciones deseadas se pueden concentrar
entonces y efectuarse una ulteriér separacion de filtracidn
con gel, adecuadamente en una columna Sephadei 0-75 (gama

de separacién 70,000-3,000) utilizando el mismo tampbn o un
tampén de tris- HCl (pH 8), las fracciones activas se pueden
determinar entonces de nuevo y concéntrarse.

Las fracciones reunidas son entonces cons+
centradas convenientemente por dialisis, por eJemplo-céntra
tampbn tris { -amino-caproato 0,1 M (pH 8,9) para facilitar
la preparacion durante la aeparacibn-ulterior preforid&.bor

isotacoforesis,

La separacidn isotacoforftica se pnede

efectunr por el mbtodo de Svendson y Romseé, Science Too]b:l ’)
13~ (1970), utilizando de gel de poliacrilamida como megii?o_ ’
soporte y anfolitos de vehiculo Ampholine como suatancigg:‘ i
tambn y separadoras. lLa separacion se efectua preferibleﬁen-g
te en columnas simples de gel taﬁponadas, mezclandose los
anfolitos vehiculos Ampholine con la muestra y el electro-|
lito de terminacidn, el cual adecuadamente eg tmnpén tﬁmé-
aminocaproato (pH 8,9). El electrolito de terminacibn se de-'
posita en capa sobre la parte superior del gel y el tampodn
tris-éulfato (pH 7,1) se uéiliza convenientemente como elecT
trolito de elucién, La muestra a separar, en particular ei

producto de filtracidn con gel Sephendex G-75 concentrado, se

meZcla convenientemente con sucrosa para incrementar su vis-
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Cp e e s - 2k nlectrolito de tegminaciﬁn Yy se
mezcla con los anfolitos vehlculog, introduciéndose, por via
de un capilar, a través de la capa superior de electrolito
de te;minacibn pira formar una capa sobre la parte superior
del geol, El1 gel ﬁe prepara adecuddamente a partir de molucios
nes de stock seghn Davis, Ann, N,Y, Acad, Sci., ;g;,Ahd&
(1.964), empleando, preferiblemente, tris-fosfato pH 8,1 comd
tampbn de gel, polimerizado solamente por fotopolimerizecian.
Las fracciones eluidas se pueden ensayar
entonces con respecto a la actividad de enterotoxina, por
e jemplo por el método descrito, y las fracciones deseadas se |
pueden reunir y concentrarse de nueve por dialisis contra
tampbn tris &»aminocaproato pH 8,9.
Si se desea, se puede efactuar unna_ sepa=
racion isotacoforética adicional para conseguir una pareza
incluso mayor, utilizéndose esta vez una relacidn dife &nte

de las motaikidades de i6n y contra-ion o, preferiblemerte,

-

un electrolito de elucion diferente, por ejemplo ﬁcidq,tria-ﬁ-

(N-morfolino)etanosulfonico de pH 6,2. :

De nuevo, las fracciones activae.éégpue-
den reunir y concentrar, adecuadamente por dialisis como ane
tes se ha descrito. E1 producto final se somete” entonces ad e«
cuadamente a filtracidbm con gel sobre Sephadex G-50 para gee
parar los anfolitos vehiculo de Ampholine de bajo peso molecu-

lar de la proteina isotacoforéticamente fraccionada.

Otro método para aislar la enterotoxina;
del filtrado de células, esteril, inicialmente concentrado, i
o del filtrado dercélulas prepurificado por-filtracibn con i
£el, eonsiste en la promatografia de afinidad. la cromatong

fla de afinidad es una técnica conocida para la separacion l

rh
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de, poc ejemplo.-prdh&inas, que explota la propiedad biolbgiT
ca ¢ ostis racerimles para ligar ligandos espaecificamente ;
y raversiblemente. Una solucibn, que contiene el material .

a purificar, se pasa a travéas de una columna que contiene un

polimaro insoluble o gel al cual se ha unido covalentemente '
i i

un inhibidor especifico u otro ligando. las proteinas que noi

tienen afifiidad apreciable alguna con respecto al ligando

pasaran sin detewerse a través de la columna, mientras aque=
llas que reconozcan al inhibidor se detendrisen una propor- !
cidn con respecto a su afinidad, La proteina especificnmente;
adsorbida se puede eluir entonces alterando la composi:idn )
del disolvente, de modo que se presente la disociacibn,

La separacion seghn la invencibn se puedd

efectuar de forma convencional como yx se conoce en la sepa-

racidén cromatogrhfica por afinidad, por ejemple como describg

Cuatrecasas et al.,, Methods of Enzymology XXIXI, 345- (1971).i
Para les fines de la presente invencibn, ligandass lié;dcres E
adecuados incluyen sustancias anfipaticas, tales como fdsfol%-
pidos o glicolipidos, que tienen grupos carboxilicos libr&s,g
en particular gangliosidos, Estos ligandos pueden ser 11g§do;
a una matriz insoluble, la cual es convenientemente an deri;
vado de agarcsa, tal como un derivado producido por uniSn..}
de un copolimero aminico, por ejemplo poli-L-lisil-DL—&laniné
a agarosa activada con cianobromuro de forma conocida (por !
sjemplo Cuatresasas P,, J, Biol. Chem. 245, 3059 (1470) y ‘
Sica V, et al,, Nature (Londres), New Biology 2ih, 36 (1973))
o agarosa de alblmina, E1 ligando puede ser ligado a la matriz
de forma convencional, En el caso de gangliosidos, por ejempio.

8l grupc carboxilico del &cido sidlico terminal se enlaza i

a los grupos amino de los derivedos de agarosa mencionados
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y el filtrado de células, esteril, liofilizado, inicialmente

12

anteriormente; en presencla de um reactivo carbodiimida solu-
ble en agum, por ejemplo l-etii-3-dimetil-3-(3-dimetilamino
propil)carbodiimida, o diciclohexilcarbodiimida, Para el en-
lace o acoplamiento, los gangliosidos se utilizan conveniene
temente en forma de sus ésteres de N-hidroxisuccinimida o
dﬁ'sus anhidridos mixtos activados, la reaccidn se efectuA
convenientemente én un disolvente o mezcla disolvente, por
ejemplo un &ter ciclico, por ejemplo dioxano o una mezcla de
agua/dioxano,

Otros sistemas ligandoe-matriz adecuados
para utilizarse como resinas de afinidad en lé beparaﬁibn,
incluyen los complejos fcido graso-aminoalquilamino-agarosa,

Estos se pueden preparar de forma convéncional, por ejemplo

como Be describe en la primera referenéia’de Cuhtrecasaé'

;ntea mencionada, Alquilendlaminas adecuadas pars ls~form&ci§n
de 105 derivados aminoalquilaminoagarosa, incluyen hexaaodia#
mina,decanodiamina y etilendiamine, Acidos grasos adecuados :
incluye al Acido palmitico, . :

Lax resinns de afinidad descritas ante-

riormente se colocan mdecuadamente en una columna de mfiqida&

concentrado, se recibe preferiblemente en un tampbn, por
e jemplo bicarbonato Krebs-Ringer pH 7,4, se transfiere a la

columna y se desarrolla, adecuadamente bajo enfriamiento a

43C. La elucidn de las enterotoxinas se puede efectuar por eje%-
plo, con dodecil sulfato de sodio, La ulterior separacidn |
del dodecil sulfiato de sodio y la rematur@lizacibn necesaria
de 1a'entarotoxina.de Coli eluida se pueden efectuar de for-
ma conocida (por ejemplo, K. Weber et sl., J, Biol. Chem.
246, 4504 (1971)).
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Para la produccibn de enterotoxinas sé—
gln 1la invenci6ﬁ, #e pusde emplear cdualquier cepa enteropatos
Qénica de E. Coli o cualquier cgpa no patogbnica que se ha
hgcho patogénica mediante transferencia de plasmoide, Cepas
preferidas incluyen las cepas patogbnicas porcinas de E. Coli
P 863, serotipo 08:K87, KB88ab:iH19; P 155, serotipo OLA49:KO1:
88&,(:“’;. y P 307, s;erotipo 08:K87,kBab; cepas patogénicas
humanas H 10407,. serotipo O78K? y H 19, serotipo OR6:K60{H11

i
asi como una cepa de E., Coli K12 Ent? y Ent™, a la cual se

L T

ha transferido el plasmoide Ent a partir de la ceéa humana {
H 19,

Mediante el proceso de aislamiento de
la invencibn, es posible obtener enterotoxina de E, Coli en
una pureza de por lo menos 99%. El procedimiento permits
)

tambien el aislamiento de formas particulares de enteiétﬁ— ;

xina, es decir la forma termo-labil (LT) y la forma termo-

estable (ST) puesto que, mientras estas formas muestran am- i
bas una HBc¢ividad enteroxigénica en el ensayo descrito, las
mismas difieren en cuanto a propledades fisicas, por eqqmplo!
peso molecular, y ds este modo aparecen en diferentes frac- |
cionea éespués de .1la etapa de separacibdbn, por e jemplo las .
separaciones de filtracidn con gel o cromatografica de afi.
nidad,

La invencion proﬁorciona también una en-:
terotoxina de E. Coli termo-léabil (LT) que tiene un peso A
molecular de 102,000 % 3.000 que ha sido aislada por el pro-

ceso de la inven€ibn, en particular a partir de cultivos de

cepa de E. Coli P263 ¥y que con anterioridad no habia sido
registrada, ;

|
Se sabe que las cepas de E, Colil promuev%n



10

15

20

25

30

w Xl

Ias snformedades diarreicas en hombres y animales, particulare
mente en animales jovenes tales como marranos, corderos ¥
ternegos. Las infecciones de Coli son en particular responsa~
bles de,la enteritis infantil, de la mayoria dle las formhs
de enfermedades del viajero y de la diarrea tropical aguda.
En animales domésticos, particularmente en animales jovenes,
como se ha indicado, laa infecciones de Coli se éncuantran
entre las enfermedades mas significativas. En los cerdos, la%
infecciones de Coli ocurren principalmente en conexibdbn con
perturbaciones de las paredes del tracto gastrointestinai,
particularmente en cerdos recien nacidos y en cerdos d:steta-
dos, Surge entonces una multiplicacion magslva de cilerts serc-
tipos de Bacterias Colihsmolizantes,
Las enterotoxinas de E. Coli termo-ibis
les (LT) purificadae de la invencibn, en particular aguellas
que tienen un peso molecular de 102,000 ¥ 3,000 son dtiies
en la proteccibn contra infecciones &e‘E. Coli, tal y como
80 iﬁdica por au actividad en el ensayo del lazo intestinal
del conejo y cerdo (W. Burrowms, G.H., Musteikis, J. Infégt,.
Dis., 116, 183 (1966) y H.W. Smith, C.L., Gyles, J. Med. . *°,
Microbiol 3, 403 (1970)), en el ensayo de la piel del céﬁ;io
(J.0, Craig, Proc., Cholera Res. Symp. Honolulu 24, U,S. ‘
Government Printing Office (1965)) y en el ensayo de 1ip§s;
de cblulas grasas (P. Cuatrecasas, Biochem. 12, 3567 (1973))
¥ en el ensayo de estimulacidn con ciclasa de adenfilato de
la invencibn.
Las enterotoxinas termo-libiles (LT)
purificades de la invencidn son también {itiles en la protec-|
cion contra el cdlera -, tal y como se indica por el hecho

de que existe una intima relacidn serolbgica o inmunidad
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transversal entre ls enterotoxina E, Coli (LT) y la enteroto-

xina del cblera, que previamente ha sido producida en forma
!

pura y caracterizada comprensivamente por las caracteristicas

fisicoequimicas.,

Por consiguiente, la invencién se relaciJna
tambien con el empleoc de las enterotoxinas de E. Coli termo=
labiles (LT) purificadas de la invencibn, en vacumas para
la proteccidn activa y en la produccibn de sueros para la
proteccidn pasiva contra infecciones de E. Coli y la inmuno-
profilaxis contra el cblera. A este respecto,se ha encontrad+
que las enterotoxinas de varias cepas E. Coli son inmonold-
gicamente idénticas o estrechamente'reiacionadas con las
existentes de inmunidad transversal, lo- cual es un requisito
para ciertos usos inmunolbgicos, por ejemplo para la cbten=
cion papiva de autisueros, obtenidos en una especie aaimal
diferente.

Para ciertas finalidades, en particular
para su aplicacidn oral y para la produccibdn de suero, 2s
necesario que la enterotoxina de E. Coli termo-labil (L?)
se encuentre en forma de un toxoide eatable, es decir, un- -
preparado que retenga la antigenicidad de lm enterotoxi§;>
pero cuya toxicidad se disminuya o elimine. Dichosftoxoides
se pueden producir'de forma convencional (por ejemplo n.é.'
Rappaport, et sl., Inf. Imm, 9, 304 (1974)), Por ejemplo,

se pueden afiadir agentes roticﬁlanteg convencionales, tal
como formaldehido o, preferiblemente, glut&rnldehido, toman.
dose las debidas precanciones de que las propiedades inmmno-
16gicas se retengan durante el tratamiento. Por ejemplo,
la enterotoxina termo=-labil (LT) purificada de la invencibn

se puede incubar con formaldehido a una temperatura elevada,
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por ejemplo 35 a 402C; durante ﬁn periodo largoe, por edemplo‘
dos a seis semanas, o con glutaraldehido a un@ temperatura
que oscila entre la ambiente y 409C, empleand¢ una concentra-
cibn de glutaraldshido de 0,001 a 0,05 M,

La invencién proporciona en consecuencia
una vacuna que comprende una cantidad inmonulbgicamente efi-
caz de una enterotoxina de E. Coli termo-ldbil (LT) purifi- -
cada de la invencién o un toxoide estable de la misma, asi
como un método de inmunizacidn contra infecciones de E, Coli
o cdlera, que comprende administrar uma cantidad inmunolb-
gicamente eficaz de una enterotoxina de E, Coli termo-labil
(LT) purificada de la invencibn é un toxoide estable de la
misma,

bLa invencidbn proporciona tamhien‘ﬁﬁ‘suera

que comprende anticuerpos inducidos por ia administrasibn de

una enterotoxina de E. Coli termo~labil (LT) purificada de

la invencibn o un toxoide estable de la misma, asl como un |

método de inmunizacibn contra infecciones de E. Coli o célerk,

que comprende administrar una cantidad inmunolagicamentg_afi

caz de dicho suero,

»
et

Para su empbeo en vacunas, la dosisudgi
la enterotoxina de E, Coli termo~labil (LT) purificada degi
la invencibn, o un toxoide estable de la misma, variarh dé;-
‘de luego en funcibn del modo de administracibn, del anfitrién
y del tratamiento deseado. Sin embargo, se obtienen en gene-
fal resultados satisfactorios cuando se emplea una dosis de
6,015 a 10‘pg aproximadamente por Kg de peso corporal del '
animal, Para los mamiferos mayores, la dosis diaria total

es del orden de 1‘pg a 1 ml aproximadamente y las formas de

dosificacibn adecuadas para su aplicacion oral comprenden
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de 100 pg a 1 mg aproximadament‘e‘del toxoide estalbiles La toxina
o toxoide se liofiliza adecuadamerte,

La cantidad de suero a administrar para

la inmunizacion pasiva, serd desde luego la equivalente a la do-

der&, natufalmenta, del contenido en anticuerpos del suero.

Este puede determinarse midiendo la cantidad de suero necesa
rio para neutraliizar las cantidades adesuadas de toxine, de-
termindndose la actividad residual en los ensayos del lazo
intestinal mencionados anteriormente, ensayo Ao estimulacién
con ciclasa de adenilato, microensayo de emoadglutinacibn
pasiva (S,V., Boyden, J. Exp. Med. 93, 107 (1951)) y A.B,
Stavitski, J., Immunol, 72, 368 (1954)) y microensayo de flo-
culacibn de bentonita (H.C. Goodman, J. Boziédvich, Insiono=

chemical Methods, 1964, 43).

Las vacunas de la invencibén se pueden
formular de forma convencional, por ejemplo con o sin adyu-
vantes, Sin embargo, cuando se emplean adyuvantes, estqt
incluyen adecundamente, compuestos de aluminio, por ejempio
hidrdxido de aluwsinio o fosfato o "Alhidrogel"” y §mu1519ﬁéa
de agua-en-aceite, tal como Adjuvant 65 ( una_amﬁlai&n'dQ.f
nceite~agua: de antigeno en aceite de nuexz trifurada, que
esth emulsionado con mono-oleato de manitol y estabilizado
en estearato de aluminio) y, para su empleo en animales,
adyuvante.do Freund ¢ I

‘ las vacunas y sueros de la invencidn se
pueden utilizar para la proteccibn de infoccioﬁes E, Coli
y cbdlera en forma convencional, Por e jemplo, la protqcciﬁn

de nifios y adultos contra la diarrea inducida con Coli, se

puede consegulr, para los nifios, mediante vactnacibn maternﬁl
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i » ;
en combinacibn con un programa de vacuna para los nifios antes
del final de 1la proteccion pasiva, o geﬁeralmente ﬁediante
inmunizacibn activae con toxoide,

La proteccion de animales contra infec-
clones Coll es particularmente importante én los animales
jovenes, Debido a que los animales recien nacidos, agricola-
mente importantes, pueden tomar anticuerpos con el cOlostro
de la madre sblo en las primeras horas o dias despuds del

nacimiento, es importante, para su proteccibn, que este

cQlostro tenga un elevado contenido de;anticuerpos especifice,

v i

Esto se puede conseguir por inmunizacidn repetida de 1la madr
con la enterotoxina adecuada. Inmediatamenté, en las prime-
ras semanas de vida, esta proteccibn pdr anticuerpos materd
nales es necesaria, debido en este momento a gque las ‘infec~
ciones en animales jovenes por cepas de E. Coli produéforas
de enterotoxinas ocurren muy frecuentemente y pueden ser fa«
tales. Otra posibilidad para proteger los animales jovanes,
consiste en la administracibn. de anticuerpooheterologoeLes-
pecificos, por ejemplo en forma de un suero, obtenidos s --
partir de animales inmunizados con enterotoxina de Coli.{;

Los siguientes e jemplos ilustran 1a'ip;

vencibn,

EJEMPLO 1: Produccidén de enterotoxina de Col

——

a) Medio

Como medio se utiliza "caldo de soja

de tripticasa". El medio de peptona-agua contiene, por litro

—

17 g de peptona de tripticasa, 3 g de peptona de fiton, 5 &

de cloruro sodico, 2,5 g de dex rosa y 2,5 g de K2HP04.3320

y tiene un pH de 7,3,

Alternativamente, un "“caldo de soja de
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tipo 08:K87, K88abiHl9, se recibe en agua, se raya sobre

19~

tripticasa modificada" que tiene la misma composicion qu&
la descrita anteriormente, pero habiend; sido previamente
ultrafiltrada la peptona a través de membranas Diaflo PM-10
(Amicon), se puede utilizar como medio, Una solucibn al 30%
(peso/volumen) del "caldo de soja de tripticasa" se ultrafili
tra, se desecha el residuo y el filtradb se utiliza adiclo~
nalmente, Es conveniente emplear estas moléculas de peptona
relativamente pequefias en lugar del producto sih tratar,
para facilitar la ulterior separacidon del medio sin alterar
de los productos bacteriales en la parte sobrenadante en
bruto de los cultivos de E. Coli.‘
b) Cultivo,

La cepa E, Coli liofilizada P.263, sero-

platas de agar sanguineo y se cultiva a137lc durante_iz ho-
ras, las células del crecimiento superficial se @raqﬂfibren,
por medio de un lazo de platino, a matfaces Erlenmeyer a8
un litro gque contienen 200 ml del medio, “caldo de soja da
tripticasa modificado o sin modificar" en un sacudidor rota-
tivo.

Las bacterias se cultivan a 37¢9C durante
4 horas y se utilizan entonces ;omo inbculeo para un cultivo
en sacudidor de 2 litros. Cuando este cultivo alcanza la
mitad de la fase logaritmica, se utiliza como inoculo para
un fermentador - de 20 litros en el cual el medio se agita a
500 revolucioneb/b?nuto y se airea (10 litro/minuto), Para
$vitar el espumado, se aflade un ml de una solucibn al és%
(peso/volumen) de -un agente ant;eapumanto (Glinapon 2000,
Gross-Busetti, Viena), El fermentador se incuba a.37¢C du-

rante 2 horas y las células se recogen por centrifugacibn
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- (& partir de cualquiera de las cepas mencionadas) se reciﬁe_
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en una ultracentrifuga enfriada a 42C, El fluido sobrenadante
se Filtra a través de uk filtro &e membrana de 0,45 ﬁm ¥ se
comprueba con respecto a la esterilidad (mediante rayado
sobre placas de agar sanguineo). El filtrado estegil se desa-
lifica por tratamiento con una res%na intercambiadora de io=-
nes en lecho mezclado (por ejemplo AG-501-X8), se liofiliza
y se almacena pa;a sﬁ uso posterior a una temperatura de 420
a =708C, -
e forma analoga a la deacrita ant arior-
mente, se obtienen filtrados de cultivo libres de célulgs
de otras cepas E., Coli, por ejemplo cepas patoéénicas porci-
n&s P,155, serotipo 0149:K91l:88a,c y P307, serotipo 08: K87
K88a, b, asi como las cepas patogénicas humanas H 10407,

serotipo 078K? y H19, serotipo 026 :K60 :1H1l; y taembién uma
4

cepa de E. Coli K12 Ent” y Ent”, que ha recibido el plaamoid?

Ent desde la cepa patogénica humana H19, o

[ A R

”

tr n_co el . ‘f

El liofilizado obtenido en el ejemploe'l

en tampbn NH,HCO, 0,1 M (pH 7,9) (eluyente) y se ofeetuaslé
separacibn cromatogr&fica sobre una columna Bio Gel A-5m
(gama de separacidn 5.000,000 - 80,000), Mediante el emple;
de esta columna (2,5 x 100 cm) con un volumen total de.
500 ml1 ¥y un volumen aproximado en vacio de 190 ml, una_cres;
ta de sustancia se .eluye en aproximadamente 220 ml, lo cual
corregsponde & un peso molecular ted%ico.de aproximadémente
106 daltons sobre la base de Ev/Eo = 1415. Otra cresta de

sustancia con un hombro distinto, se eluye en 420-480 mil,

lo cual corresponde, sobre la misma base, a un peso moleculﬁr
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aproximado de 9 x 10u - 1,2 x 105 daltons. lLa activ}dad termo-
1labil puede encontrarse clarsmente, por ejemplo meéianto el
ensayo de ciclasa de adelinato, en el hombro de esta crasta.
Las fracciones activas liofilizadas se
pueden’ reunir y recibir en tampbn NH,‘HCO3 0,1 M (pH 7,9)
y efecguarse una filtracidbn con gel adicional utilizando una
columna Sphadex G-75 (gamg de separacidn 70,000 - 3,000). El
material eluido en el volumen vacio se separa claramente de
las otras proteinas y muestra actividad bioldgica, Las frac-
ciones activas (identificadas, por ejemplo, por el ensayo
con ciclasa de adelinato) se reunen y liofilizan.

EJEMPLO 3 i Purificacién de la enterotoxina de Coli por

isetacoforesis

El filtrado de células ( del eJemplé’l )
o el preparado de ente;otoxina de Coli (LT) obtenido e; el
éSemplo 2, Be puede someter ant&nces a isotacoforesis prepa-~
rwtiva., Para la seperacibdn isotacoferética, se puede empisar
como medio soporte un aparato de electroforesis vertical
con 3,3% de gel de poliacrilamida (por ejemplo seghn P,J,
Svendson y Cersten Rose, Science Tools 17 (1), 13 (1970));
Se utiliza adecuadamente una sola columna de gel=-tampbn,
mezclandose los anfolitos de vehiculo Ampholine con 1a
muestra de proteina asl como con el electrolito de termina-
cion (tampbn tris-éjaminocaproato, pH 8,9). El1 electrolito
de terminacidon, que conecta el sistema con el electrodo su-

perior (chtodo), se deposita en capa por encima del gel, En

¥

el compartimiento inferior del electrodo de la columna (Sno
do), se utiliza como electrolito de elucibdn ed tampbn tris~
sulfato (pH 7,1), la soluciébn tampbn se incluye en un reci-

piente externo y se mantiene en circulacidn con una bomba
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" prepara a partir de una solucion stock segim el método de

=22

diferencial eldctrica. la muestré, mezclada con el tampﬁg

tris»ffaminocaproato, se introdu?e en la colwuna por encima
del gel con ayuda dé un capilar que penetra a travéas de la
capa superior de taypﬁn tr15¢E:-aminocaproato. Con el fin de
facilitar la introduccién de la muestra, la viscosidad de 1la

misma se incrementa por adicidén de 3% de sucrosa. El gel se

B.J. Davies (Ann, N.Y, Acad. Sci, 121, 404 (1964)) utiiizaﬁdu
tris-fosfato (pH 8,1) como tampbn de gel, y se polimeriza
solo mediante fotopolimerizacion, El material 9ctiVO se
eluye en el sistema anfolito vehiculo Ampholyte, poco tiems
po antes, o con el electrolito de terminacion.

El eluado se transfiere, por via de un
absorptionometro UV, a un recogedor de fracciones, para pro-
porcionar una estimacibén inicial de la separacién ( frac-
éiones que contienen proteinas). Las fracciones activas se
determinan finelmente por el ensayo co; ciclasa de adgébﬂhwo.
EJEMPLO 4 : Purificacidbn de enterotoxina de Coli por érqggf

tografia de afinidad. sy

La columna (10 ml de gel en uma columnsa
de cristal /"1 x 20 cm_/) se lava a temperatura ambiente,

primeramente durante 2 dias con metanol al 50% (V/V),Vlueéo'
durante 6 horasgon 200 ml de hidrocloruro de guanidina 6'M
y a continuacion durante 3 horas con 100 ml de tampon bicer-

bonato Krebs<Ringer pH 7,4, Se reciben 50 g de filtrado de
cultivo liofilizado en 150 ml de tampdn bicarbonato Krebs-
Ringer y se dializa exhaustivamente a 48C contra el ﬁampﬁn.

La muestra se aplica a la columna la cual se desarrolla con

una velocidad de flujo de 5 ml/hora a 49C. Se lava con

500 ml de tampbn NH HCO, 0,1 M, ‘pH 8. Lla elucibn de la actividac
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bioldgica se efectfia a temperaturs ambiente con tampén
NH,HCO, 0,1 M, pH 8, 0,1% de dodecil sulfato sddico (SDS), Kl
material eluildo con SDS se somete por separado al siguiente
tratamiento, para la separacibn del SDS y la renaturélizaci6n
con una solucidn de urea (K, Weber, D.J. Kuter, J. Biol.Chem.
246 4504 /[T1971 7).

La solucion de proteina se pone en con-
tacto_;on urea 6 h por adicidon de urea solida, se incuba 30
minut&a'y se dializa contra la solucion tampbdn A (tris~aéétaw
to 0,05 M, pH 7,8, urea 6 M), El SDS se separa en una columna
Dowex 1 x 2, equilibrada con tampon A. El desarrollo de la
columna se efectua luego con el mismo taﬁpén. La recuperacibn
de la proteina de la solucidon de urea se efectua a temperatu-
ra ambiente ﬁor dilucidn gota a gota en un tampbdn tris<aceta-
to 0,05 M, pH 7,8, de modo que la dilucion final sea al menos
de 10 veces, La solucidon se concentra luego sobre un filtro
Diaflo UM 10 a 49C en una célula Amicon y se dializa a #2C
contra tampon tri;-acotato 0,05 M pH 7,8, para separar e;‘
resto de la urea. El gel de la columna se puede obtener del
siguiente modo:

A) Acoplamiento de gangliosido.

Se lava agarosa de albumina (25 ml) son
agua y se suspende en una solucidn acuosa al 50% (V/V) de .
dioxano, A esta suspension se ariaden 50 mg del gangliosido
deseado, por ejemplo monosialosil-gangliosido GM1 (GGNSLC)

[4

o GGtetB ['SGGNSbLC_7, y la mezcla se-sacude durante 15 minue

de l-etil-3-dimetil-3-(3j-dbmetilamino-propil)carboddimida,

la suspension se sacude durante 6 horas a temperatura ambienk

te, tras lo cual se afladen 100 mg de la carbodiimida, Deapuéf
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_ perado, es de forma grosera 0,5 mg/ml de gel, El acoplamientq

-2 g

de sacudir durante 12 horas, el gel se lava con 500 ml de
agus, 500 ml de metanol acuoso al 75% (V/V), 550 ml de hidro=
cloruro de guanidina 6 M y 500 ml mar de agua. El contenido
en ganglicsido, determinado a partir de la diferencia entre

el gangliosido afiadido y el gangliosido sin reaccionar recu-

ge puede efectuar también haciendo reaceionar 20 ﬁg de gangli
a;do Y 5 mg de diciclohexilcarboddim?da en 10 ml de dioxano,
durante 30 minutps a 15 9&. La mezclé se attade luego a 20 ml
de agarosa de albﬁmiﬁa suspendido eh dioxane a un volumen
total de 40 ml. Después de 15 horas a teﬁperatura ambiente,
@l gel se lava con 500 ml ae dioxano, 500 ml de metanol al

, .
90% (V/V) y, finalmente, 'con 250 ml de hidrocloruro de guani+

dina 6M,

B) Acoplamiento de éster de N-hidroxisuccinimida de ganglio-

sido.

Se hacen reaccionar 20 mg de gengliosido

por ejemplo como el de A), anterior, con 2,5 mg de N-hidroxi
succinimida y 2,5 mg de diciclohexil carbodiimida, en 10 m1
de djioxano, durante 30 minutos a temperaturs‘ambiente..Lg’.
solucibn se afiade luego a 20 ml de agarosa de albimina sﬁé—
pendidos en dioxano a un volumen final de 40 ml. Despuég’dé
15 horas de sacudir a 42C, el gel se lava con.500 ml de
diexano, 500 ml de metanol al 90% (V/V) y con 250 ml de hi-~
drocloruro de guanidina 6 M,

C) Empleando anhidrido mixto de gangliosido.

Se @iaden 100 pl de Nemetilmorfiolina 0,1 M

en tetrahidrofurano a una solucion de 20 mg del gengliosido,

por ejemplo como én A) anterior, en tetrahidrofurano anhidrd

O

La mezcla se agita durante 10 minutos a 109C y se afiaden
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100 ul de cloroformato de isobutile O;1 M en tetrahidrofurano,
La mezcla se mantiene a 02C durante 20 minutos y se ahade
luego a 20 ml de agarosa de albimina sux%endidos en dioxfno
a un volumen final de 40 ml, La mezclha se mantiene entonces
a8 temperstura ambiente durante 15 horas y el gel resultante
se lava en la forma descrita en A) anterior,
De forme endloga a los ejemplos A), B) y

c) anteriores, se pueden preparar geles utilizando un copolif
mero de poli~L-lisil-DL-alanina y agarosa activada con ciano+
bromuro en lugar de la agarosa de alblmina.

D) Preparscion de un complejo de Acido graso-derivado de

agarosa, ) ,
Se pueden producir derivados de amino-

etilamino-, aminohexilamino- y aminodecilaminoagarosa’ de

acuerdo con el método de Cuatrecasas y Anfinsen en
Enzymology 22, 345 /71971_7, mediante activacion de Sepharos?
4B con 200 mg de CNBr/ml de resina a pH 11-11,5, y agitando

ar pH 10ky 3eC durante 15 horas con la correspondiente diamin

—5—

La prOporcién molar de hexano- o decano-diamina a CNBx es. 1,
mientras que la de etilendiamina a CNBr es de 5. El derivado
de aminoalquilamino-agarosa se enve jece durante 5 dias y.

se¢ hace reaccionar con 2-aminoetanol 1 M a temperatura am- '

biente, con el fin de saturar cualquier grupo activo remaneﬁ
te de Sepharose, E1 derivado resultante contiene aproximada
mente 20 moles de grupos amino libres por ml de agarosa,

El Acido graso deseado (por ejemplo, &oido palmitico), se
acopla, mediante agitacion, durante 3 dias, de una nezcla
del derivado de'agArosa en 1,5 veces su volumen de una solu-
cién 0,1 M del jabdn sbddico del Acido graso a pH 10 y a 37e(,

en presencia de 50 mg de etilaj—(3-dimet1laminopropil)carbo-
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1a solubilidad del jabdn. Ei producfo se lava a 37%2C con eta-

w6

diimida por ml de Sepharose., Se afiade etanol al 25% para elevar

nol al 50% (V/V), etanol-fosfato sbdico 0,075 M (1:1), pH 2,
Yy con etanol-NaOH 0,05 N, Los grupos sin reaccionar resultand

tes son saturados por acetilacidn con anhidrido acétice.

EJEMPLO 5: Determinacibn del_peso molecular por filtracion
con gel' .
Para la determinacion del peso molecular
de enterotoxina de E, Coli P263 (LT), se puede utilizar el
método de filtracion con gel, Se calibra una columna Sephadex
G 150 por el método de P, Andrews (Biocheﬁ._i. 96, 595
/71965_7) utilizando citocromo C de corazbdn de caballo (
peso molecular 1,3 x 10 ), quimotripsinogeno A de pancreas
bovino (2,4 x 10 ), alblmina de pollo (4,5 x 10“). alblw.ina
de suero bovino (6,8 x 10 ), adolasa de mlisculo de consjo
(p,47 x 105) ¥ catalass de higado bovino (2,2 x 105) como
proteines comparativas (marcadores), las proteinas son moni-

torizadas por su transmisibon a 280 mH,

: '
D

Por otra parte, y para la'preparaciay.
de la curva standard, se monitoriza agua tritiada (1,11leh
dpm) por escintilacidén liquida y se utiliza una soluciéqhégr
turada de dextrano azul, empledndose su densidad 6ptica g‘

620 mp en su deteccldn,

La columna Sephadex se equibibra con 50 LM

de tris-cloruro, pH 7,5, 100 mM de KCl y 2-mercaptoetanol
0,01 M, Todos estos materiales, en un volumen total de 0,7
ml,raa transfieren a la columna y se eluyen en fracciones
de 0,9 ml. El experimento se efectua a LeC, El1 peso molecu~
lar de la enterotoxina de E. Coli P26) (LT) se determina

como 102,000 4 3,000 (los limites de error experimental).

-
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EJEMPLO 6: Determinacidn del peso moleculaxr por electrofore-

[ d d olia lamida en sulf

sodio.

La electroforesis de gel de poliacrilamidL

en 0,1% de dodecil sulfato de sodio, se efectua a un pH
de 7,2 en 7,5% de acrilamida, por el método de A.L, Shapiro,
E. Vinuela, J. Maizel (Biochem, Biophys. Res. Cammun, 28,
215 /71967_7), v J. Weber, M, Osborn (J.B.C. 24k, 4006 /19637
Como standards se utilizan las siguientes proteinaaz
tripsinogeno de phncreas bovino (peso molecular de la cadena
pdipeptida = 2,ux10h), dehidrogenasa de lactato de corazon
bovino (3,6x10h), alblmina de suero bovino (6,8x10h), f05f0m
rikasa de mlsculo de conejo (9,4:104) y f-galactosidasa de

o

E. Coli (1,3x10%),

e

- Para eliminar la posibilidad de una de- :
gradacion proteolitica, se hierve durante 3 minutos una solu4
cibn al 1% de la muestra (enterotoxina de E. Coli P263 (EE))!
en dodecil sulfato de sodio y 2-mercaptoetanol. lLa muestira s
dializa entonces contra una solucibn que consiste en 0,1% .
de dodecil sulfato de sodio y 2-mercaptoetanol, fosfato_s@din
co 0,01 M, pH 7,1, Del mismo modo, se tratan las proteinas
comparativas,

‘ Segln este método, el peso molecular de

la enterotoxina E, Coli (LT) es de 102,000 4 3.000 (1imites

de error experimental).

EJEMPLO 7 t Determinacibn del pynto isocelécirico por focalit
zacién isoeléctrica en gradiente de densidad_de
sucrosa.

Para determinar el punto isoceléctrico

de la enterotoxina purificada, la focalizacién isoeléctrica
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se efectwa en une columna de cristel (tipo 8,100, 110 ml)
seghn el método de O, Vesterberg y. . H. Svensson (Chem. Scand
20, 820 /71966_7). El electrolito anddico (hcido foafbrico)
se localiza en el fondo del apara;o. Los anfolitos vehicule
Amﬁholine cubren una gama pH de 3 Q 10, La densidad sptica
se mide en 280 mm vaciando la columna a través de la cdlula
de medicién de un absortiometro UV Uvicord II., E)l punto iso-
elédctrico de la proteina se determina a 42C midiendo el pH
de las fracciones eluidas con un microelectrodo combinado.

Seg{in este método, el punto 1soeléctrico

de la enterotoxina E, Coli P263 (LT) es de 6,95.

EJEMPLO 8 : Determinacibn del punto.isoeléctrico por focali-
" zacibn ;sao;éctricn en gel de poliacrilamida
de capaldelggdg.

La enterotoxina se isofocaliza soﬁge
una place de gel de poliacrilamida al 5% seghn Z,L, Av&eh
et.al. (Nature /"London_7 219, 66 / 1966_7 y modificado por
J. Bours y W.J. van Doorenmaalen (Science Tools 17, 36"1ﬂ
/71970_7 Se produce un gel de poliacrilamida de 26 x 12;5:cm
Y 1 mm de esbesor con una concentracian extrema de 2% é;.
*anfolitos vehiculos Ampholine" con una gama pH de 3,5,;;
5«7 y 7-10, en la proporcién de lilil, El gel se polimeriéh:
durante 2 horas con riboflavina como fotocatalizador. De
10 a 25 ml de una solucidn al 0,1% de la muestra en 2% de
Ampholine, pH 3-10, se colocan sobre tirss de papel Whatman
3 MM de 10 x 5 mm que se encuentran depositadas sobre el
gel, La fotocalizacion isoceléctrica se efectua a 102C en un
aparato de electroforesis, Antes de‘fijgrylas placas de gel

a los electrodos, estos (iltimos se cubren con tiraé de papel

de filtro de 0,5 x 25 cm, las cuales estan humedecidas con
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6,95,
EJEMPLO 9 : Influencia del pH .

"dades de 6 mg de enterotoxina Coli (en particular enterctéxina

_ El contenido de cada tubo se ensaya a continuacioén segln

-29-

una solucidn de etilendiamina al 0,1% (V/¥) (chtodo). La po-
tencia inicial es de 50 mA ( y se disminuye a 28 MA) durante
2,5 horas, a 210 voltios (cuya tensidn se eleva a 1080 vol-
tios)., El gradiente de pH se establece con un electrodoc de

microsuperficie comﬁinado. Después de la isofocalizacibn,

las proteinas se precipitan con fcido tricloroacético al 14%

a 602C, El gel se lava luego a temperatura ambiente con Acideé
tricloroacético al ;O%, 5% y 3% durente 24 horas, con el fin
de separar los anfolitos vehiculos Kl gel se mancha entonces
con una solucibn al 0,05% de Coomassie Brilliant Blue R-250
(disuelto en metanol/adcido acético/agua=45/9/46), en 2 horas
seguido por lavado en el mismo disolvente, Para el re-hinchas
miento, el gel se coloca en Acido acético/agua (9:191) y se

fotografia a continuacibn. Segln este método, el puntb’iadw

eléctrico de la enterotoxina de E. Coli P263 (LT) es do

En 6 tubos de ernsayo, se colocan canti-

de E., Coli P263 (L'r)) en 24 ml de solucidn tiroidea. Fl -con-
tenido de los tubos se lleva a pH 1, 3, 5, 6, 7 ¥ 9 respec-
tivamente, con HCl concentrado o NaOH 6N, Los tubos de en-

sayo se incuban a 42C y cada tubo se lleva entonces a pH 7,

los ensayos del lazo intestinal del conejo y cerdo en 2 ml
(0;05 mg) por lazo intéstinalo
La actividad enterotoxigénica de '1a
ontero&oxinn E. Coli P263 (LT) es altamente labil a los

Acidos, la actividad se destruye totalmente a pH 4 o menos

Y ya es influenciada a pH 6,
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 BEJEMPLO 11% Evidencia de identidad inmunolbgica o inmunidad

‘de células como anteriormente se ha descrito para la cepa

EJEMPLO 10: Influencia de la temperatura

~Cantidades de 5 mg de la enterotoxina
purificada (en particular enterotoxina P263 (Lt)), se reciben
cada una, en 20 ml de solucibn tiroidea y se calienta a L0,
50, 60, 65, 70 y 1009C raspectivamentb,'dﬁrante 30 minutos,
Las soluciones calentadas son ensayadas e;gﬁn ;oa ensayos
del lazo intestinal en el conejo y cerdo con una solucibn
sin tratar como control. Se administratan 2 ml (0,05 mg)
por lazo intestinal. '

Lw actividad biol&g}ca’de la enterotoxing
se destruye totalmente por calentamiénto durante 30 minutos
a 659C, E1 termo-labilidad es ya evid#nte a 50°C y la destruch
cién completa de la actividad se presenta principalmentes ya

a unos 609C, o ‘,,,5

i

transversal.
La cepa E. Coli liefilizada P. 155,
serotipo 0149:K01, K88a, ¢ o cepa patogénica humana E. Gold

+

H 10407 o 1la cepa E, Coli K 12 Ent” y la cepa E, Coli K 12

Ent", se emplean para producir un filtrado de cultivo libre
P263. El filtrado de célulae sirve éomo'muestra con una‘goﬁ-
posicibn desconocida de antigéno Ag-X. -

La identificacibn y eﬁantificaéibn.se
efectuan empleando un antigéno de referencia, Ref-ig (la
enterotoxina Coli pura de la cepa P 263 o H 19) y un antie
suero de referencia Ref-Ab (antisuero monovalente contra
enterotoxina Coli),

Las dos cuestiones, si Ag-X contiene o

no un antigeno que es "idéntico" a Ref-Ag, ¥y, sl es asi,
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'1a8_enterotoxinaa de cepas patogénices E, Coli,
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como comparar la concentracion de este antigéno con la cone
centracibén conocida de antigeno Ref-Ag, pueden resolverse
mediante "crossed immunoelectrophoferis / H.G.M, Clarke y

T, Freeman, Clin. Sci. 33, 403 (1968)_7 y "tamdem crossed

electrophoresis” / Xroll J., A manuél de Quantitative Inmuno- -

electrophoresis, edt. N.H., Axelsen et.al. Universitetsforla=

get, Oslo, pag. 57 (1973), Suppl. 1/1973, Scandinavian J.
Immun_7.

Con referencia a los dibujos adjuntos,

el dibujo Abb, 1 muestra un esquema de "inmunoelectrofbresis}

cruzada; de Ref-Ag, desarrollado contra Ref-Ab. Sclamente
ocurre un precipitado,

En el dibujo Abb, 2, se utiliza Ag-X
en lugar de Ref-Ag., Sobre la base de la posicibn del- precipi;
tado en Abb, 2, puede decirse que Ag-X contiene un antigeno
que es idéntico a Ref-Ag, Esta conclusion se puede reforzar
por la reaccion de la "identidad" utilizando "precipit¢¢qs
fuuibles", Este experimento se puede efectuar con la ayuda
de la "inmunoelectroforesis cruzada en tandem" (Abb. 3). -
Comparando Abb, 3 con Abb. 1, puede observarse que Ag-X

contiene Ref-Ag y que la concentracidn de este ltimo 45;;
Ag-X es inferior que en Ref-Ag. La cuantificacibn de las i
creastas fusionadas se pueden efectuar por mbétodos standardi
(J. Kroll, J. Clin. lLab, Invest 22, 112 [’1968~j.

$1i en este ensayo se utiliza la cepa
E. Coli K 12 Ent” de filtrado  de cultivo en lugar Ag-X,
no se presenta ningfin precipitado en Abb, 2., Esto confirma

que ‘el precipitado que se presents en Abb. 2 esth asociado con

La misma experimentacibn se puede llevar
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Coli P 263 se utiliza como Ref-Ab y la toxina pura V, cholerTe

=32e

a cabq para establecer la identidad inmunolégica o inmunidad
cruzada de enterdtoxine E, Coli patogénicas, humanas y por-
cinas; En este eﬁaayo, la enterotoxina E. Coli P 263 (nr}
pura sirve como Ref-Ag y el antisuero monovalente contra la
enterotoxina P 263 sirve como Ref-Ah, la enterotéxina pstogéu
nicé humang H 19 sirve como muestra con composicibn descono-
cida de Ag~X. Como se ha descrito pam Abb, 2, ocurre también
un sbdlo precipitado en el eaquema de "inmunoelectrofbdresis
cruzada® de Ag-X desarrollada contra Ref-Ap en la misma posis
cion que en Abb, 1, Sobre la bas¢ He lu posicion de ﬁrocipi—
tédo, puede eztablecerse que Age~X contiene un antigeno que
es identico a Ref-Ag, La reaccidn de la “identidad™ utilizan!
do precipitados fusibles en la "inmunoelectroforesis cruza-
da en tandem" muestra (como en Abb, 3) que Ag-X y Ref-Ag son
serologicamente idénticos. B

A la vista de estos hallajgos, se buedem

utilizar las entorotoxinas Coli patogénicas, humanas o

porcinas, como antigencs para la inmunizacion o para preopa-

rar toxoildes, -'-E

Empleando la misma experimentacibn, se '
puede investigar la cuestidn de si existe o no entre enteroﬁoe
xina E. Coli y enterotoxina V. cholerae, una: identidad ..

inmunolodgica parcial o completa. La enterotoxina E. Coli

P 263 (LT) sirve como Ref-Ag, mientras que la antitoxina E.

sirve como muestra de antigeno Ag-x;

Los resultados se muestran en los dibujos

Abb, 4, 5 y 6, En la figura Abb, 4, ocurre, igual que antes,
un solo precipitado. En Abb, 5 ocurre de nueve un solo pre-

cipitado,paroen We posicidn diferente y con una forma difere+te
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‘bentonita (ensqyo SBF). Se obtienen los siguientes resulta-
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a 1la del precipitado de Abb, 4,
A partir de Abb, 6 ("inmunoelectrofore-
sis cruzada en tandem") es évidente que existe una identidad
distinta y al menos parcial entre Ref-Ag y Ag-X {enterotoxina
de E, Coli y enterotoxina de V, Cholerae).

EJEMPLO 12 : Inmunjizacidn activa.

Cerdas de crianza son inseminadas artifi%

i

cialmente e inmunizadas por primera vez un mes antes del !

momento de parir estimado: Se administra i.m. 0,95 mg de
enterotoxina de E. Coli purificada {en particular enterotoe
xina P 263 (LT))'Junto con 15 ml de adyuvante completo de
Freund (7,5 ﬁl de adyuvante 4 7,5 sl de tampbn NaCl 0,05 M
f~—mercaptoetanol 10'2M). Después de 2 semanas, se suminiatrL
i.v. 0,35 mg mas de enterotoxina en 5 ml de solucidn de
cloruro sodico al 0,9%. -h

Debido a la identidad serolbgica enire

las enterotoxinas Coli patogénicas, porcinas y humanas,’ la

enterotoxina (LT) purificada de la cepa H 19 puede, porvéjemi

plo,utilizarse alternativamente, L

Trascurridas 6, 12 y 24 horas del par&é

de las cerdas de crianza, se extrae el co®lostro y se reune,f

Tfanscurridas 56 horas desde el parto, se toma sangre par@.'
la obtencion de suero.

La determinacibdn del titulo de anticuer-

pos puede efectuarse por el microensayo de floculacidbn con

dost
1
Tiempo . Titulo |
Colostro 6 h 1:512
12 h l1:512
24 h 13 64
Suero ls Gk
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En los estudios de neutralizacibn en el
ensayo del lazo intestinal en el conejo, se puede usar suera

de cerdo diluido 1:2, Tras el uso de una doéis de toxina de

0,25 mg/lazo (es decir, 3 unidades de toxina), se obtiene

)

una Inhivicidn ée mas del 6Q$. Los correspondientes ensayos
H {

con cplostro. (6'hora§ post-parto) demuestran, en el modelo

del conejo, una neutralizmcidon completa de la actividad de

toxina.

(Una unidad de toxina se define como el
valor ED50 en el ensayo del lazo intestinal o en el sistema

de ciclasa de adenilato).
EJEMPLO 17 : Preggracionga de toxoide

Con el fin de co;eeguir laa_condiciones'
optimes para la inactivacién, sobre la base de un peso m&le-
char de 102,000 para la molécula de toxina, las cénceéﬁra-
ciones de glutaraldehido se varian inicialmente desde SQ &
1,000 moles/mol de toxina., La reaccion se Qfectﬁa usandq-
una gama de concentracidon de toxina de 100 a l.OOOng/mli‘&

302C, en un tampon PBS 0,065M pH 7,8 y durante varios tiem-

pos. de incubacion. Las reacciénes se detienen por dialisis - i

»an

dos veces contra 100 veces el volumen de tampdbn PBS pH 7;8, -

A una concentracién de toxina superidr a 600 ng/ml, el pro- |

- ducto de reemccibdn, al incrementar la concentracién de gluta=-

rﬁldeh}do, comienza a ser insoluble, Si la concentracibn de
tgxina'sp mentiene entre 100 y 600‘pg/m1 y la concentfaci&n
de glutaraldehido varia entre 50 y 400 moles/mol de toxina,
el pfoduéto de reaccidn permanece en forma soluble.

El ensayo con ciclasa de adenilato de-~
muestra que la destoxificacidn 6ptima se consigue en la gama

PH de 7,8 a 8,2, Si se elige una concentracién de toxina de
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"lizacibn de una cantidad conocida de antitoxina, deapués de

- igunles de una dilucidén en serie 0,15 log de l1la toxina y

-35«

400 a 600 mg/ml, la toxicidad residual (medida después de la
incubacibdn durante 72 horas a 309C) disminuye 10 veces por
cada incremento de 2 veces de la concentracion de glutaral-
dehido entre 50 y 200 moles/mol de toxina. Si la concentra-

cion de glutaraldehido se eleva de 200 a 400 moles/mol de

toxina, la actividad residual no es detectable intluso con
los métodos mas ﬁensibles (ensayo de ciclasa;de adenilatoj.
Al objeto de detectar prbparaciones de
enterotoxina colili inactivada (toxoide) cuantitativamente, i
se determinan las unidades de toxina por el método de Craig
(J.P. Craig, 1971, Cholera toxins, phginas 1894254 en S. )
Kadis et.al (edit), Mierobial Toxins 2, Academic Press Inc.
New York). Esta determinacibn estl basada en la capacidad
de las toxinas pﬁra reaccionar in vitro con la antitoxiﬁé.

El ensayo determina la disminucién en la capacidad de nsutrad

la incubacidon con toxoide, Una serie de tubos de ensayoj - |
conteniendo cada uno de ellos la misma cantidad de antitéxiné
(2AU/ml1) y una dilucidn correspondiente de toxoide, se incu-
ban cada uno a 37%C durante 30 minutos, Otra serie de tubb@ i
& ensay; sirve como control, conteniendo cada tubo la mi;qaf
cantidad de antitoxina (2AU/ml) a 1la cual se ha aﬁadido ggmé
pon, e incubdndose bajo las mismas condicionés;rneapués de N

laxincubaci6n, se afladen, a los tubos de ensayo, volumenes

se lleva a cabo la determinacion con el ensayo de ciclasa dei
f

adenilato,
El desplazamiento de los valores del 50%
en la curva dosis~-actividad, se emplea entonces para deter-

|
minar la cantidad de antitoxinas libres y ligadas en 1la mez-i
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cla antitoxina.toxoide. Un TU es la cantidad de toxoide que
liga un AU de la antitoxina (AU = unidad de antihtoxina),
EJEMPLO 14: Ensayvo de ciclasa de Egeﬁilatg

La' produccibdn de la preparaqi&n de ciclaw
sa de adenilato en forma particulada se efectua por el méto-
do de Levey / G.S. Levey y E. Epstein, Biochem, Biopﬁys. Res.,
Commun, 33, 990-995 (1968) y 38, 86~92 (1970)_7 usando teji-
dosmiocardial del gato. La activacidbn de la ciclasa de adeni-
lato por la enterotoxina coli, se determina por el ensayo de
dilucidn con radiesotopos (A.G. Gilman, Proc. Nat. Acad. Sic,
67, 305-312 (1970)) usando 5-adenilimidodifosfato (AMP-PNP)
como sustrato en lugar de ATP, El AMP-PNP se purifica antes
de su uso mediante su paso a través de una columna de Dowex
50 x 2 en la forma H,

El medio de reaccidn comprende 50 wM de
teampbn tris-HC1 (pH 7,4), 5 mM de MgCl,, 10 mM de teoriiinm,
0,1% de a1bﬁm1n; de suero bovino y 2 mM de AMPJPNP, El volu=
men de incubacion asciende a 0,1 ml en total y la concenﬁra-!

cion de enzima es de 0,15 mg de proteina por ensayo, La in--

cubacibn se inicia por adicibn de la enzima y se efectua .

durante 30 minutos a. 372C, Para determinar la reaccibn, se

‘afladen 500 mi-de Acido tricloroacético al 7,5% v la mezcla»s?

: . ' i
mantiene a 42C durante 10 minutos. El1l precipitado se separe

por centrifugacidn y la parte sobrenadante se afimde a 5 ml de
éter dietilico saturado con agua, Las capas sé separan por
centrifugacidn y se retira la fase &ter. lespués de un total]
de 3 extracciones con &ter, la solucidbn acudsa se redice has-
ta sequedad a 60-702C en un bafio de agua con una corriente
de aire, El residuo se disuelve en 1 ml de tampon 0,2M (pH 4]

La cantidad formada de cAMP, una medida directa del grado de
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gama neutra de pH a partir de pH 6 (Jugo§ duodenales), mien-
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activacidén de ciclasa de adecilato por enterotoxina coli, se
determina por medio del ensayo antes citado (gisponible como
un kit a partir de Boehringer Mannheim, Alemenia Occidenta1)1
|

EJEMPLO 15: Produccién de_ una_vacuna

Una solucidon de enterotoxoide (en parti-

cular enterotoxoide de E, Coli P 263 (LT) (1 mg/ml) se dia- |

liza exhaustivamente contra una solucildn de Na HPO, (o,07M)

y se filtra sobre un filtro Seitz de esterilizacién, Se aiia-
de entonces el mismo volumen de una solucidn esteril de
CaCl 0,07M, para producir una vacuna absorbida sobre fosfa-
to chlcico con un pH de 6,8 a 7. Para la inoculacion, la Va-
cuna se diluye y se administra en una dosis de 1 a 100 18
poxr ejemplo,
EJEMPLO 16: Formp de aplicacibn oral e
Cantidades liofilizadas de enterotoxoidei
(en particular, enterotoxoide P 263 (LT)) (por ejemplo, 100 j
pe-1 mg), se prensan en un niicleo de gragea con un filtro . i
adecuado (que puede servir también como adyuvante) y Qe,rs- :
viste con un polimero anibnico de &cido metacrilico .y 68§@TeL
de acido metacrilico (por ejemplo, Eudragit L y $), con, el

cual se ha mezclado un agente de reblandecimiento. Los reves

.._’_4

timientos de este tipo, protegen contra la accibn de los Jug?s
ghstricos a causa de que los mismos son insolubles en la gam&
hcida de pH e impermeables al agua; de este modo, los reves-
timientos son resistgntes a los jugos ghstricos, Después de
pasar a través del estomago, los revestimientos se disuelven,

Por ejemplo, las peliculas de Eudragit 6 se disuelven a la

tras que las peliculas de Eudragit S son primeramente solu- '

bles en las regiones mas bajes del intestino pequefio (& par-

tir de pH 7).,
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caracterizindose por lo siguiente: ’ v

filtrado de cultivo a separacién isotacoforética,

| eibn 28, caracterizedo porque el electrolito de terminacidn es

-38~
NOTA .-

Descrita suficientemente la naturaleza
del invento; asi como la manera de realizarlo en la practica,
debe hacerse eons;ar que las disposiciones anteriormente indi+¢
cadas, son ausceﬁtibleu de modificaciéndh de detalle én cuan-
to no ilterenAau-principio fundamental; también se hace cons-
taf, que el invento corresponde a solicitudes de pﬁtentes,
presentadas en Suizs, bajo los nos. 14671/74, de 1 de noviem-
bre de 1.97h; 16458/74, de 11 de diciembie de 1.974} 16459/7h
de 11 de diciembre de 1.974 ¥ 060140/‘}5. de 12 de mayo de 1975,
acogiéndose por lo tanto a 165 beneficios que coriceden los
Convenios Internacionales en vigor, sieqdo lo que constituye
la esencia del referido invento y por lo que se solicita paten
te de Invencidn por 20 afios en Espefia, sobre: PROCEDIMISNTO

PARA EL AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE ENTEROTOXINA DE E;lCOLI;

1%,« Procedimiento para el aislﬁmientq y
purificacién de enterotoxina de E, Coli; a partir de un rii-
trado de cultivo, libre de células, en bruto o pre-purifica-
dp. de un cultivo de fermentador de una cepa enterotopatogGJ;

nica de E. Coli, caracterizado porque comprende someter dicho

2% .. Procedimiento segln lda reivindica-
cidn 1%, caracterizado porque comprende someter el filtrado
de cultivo a separacidn isotacoféretica empleando gel de poli-
acrilamida como medio soporte y anfolitos vehiculos ampholine

como sustancias tampbén y separadora.,

38%,~ Procedimiento segin. la reivindica-

tampon tris- E-aminocaproato de pH 8,9 y el electrolito de
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" las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque laa

'filtran con gel para separar los anfolitos vehiculo Amphsoline,

‘gel sobre Sephadex G-50,

. trado de cﬁltivo, libreide células, en bruto o pre-purificado)

de un. cultivo de fermentador de una cepa enteropatogénica de

3G
elucidn es tampbn trisesulfato de pH 7,1.

b#,. Procedimiento seghn la reivindica-
cibdn 1%, 2% § 3%, caracterizado porque las fracclones sepa-

radas resultantes se ensayan con respecto a la actividad de

enterotoxina de E, Coli, sometiéndose entonces una o mas -
fracc%ones que tienen la actividad dea;ada a una aeparacibn
isotacoforética adicional. |

58%,~ Procedimiento seghn la reivindica-
cién 4%, caracterizeado porque la separacion isotacoforética
adic;onal se efectua utilizando gel de poliacrilamida como
medio soporte, anfolitos vehiculos Ampholine como sustancias
tampon y separadora,,tﬁmGn tris=t-aminocaproato de pH 8,9
como electrolito de terminacidén y acido tris-2-{N-morfolino)
etano=sulfonico de pH 6,2 como electrolito de elucibn. - -~

6%,~ Procedimiento seglhn cualquiera de

fracciones resultantes que contienen enterotoxina E. Coli se

7%.~ Procedimiento segln la reivindica-.

cién 6%, caracterizado porque las fracciones se filtran con’

8¢.~ Procedimiento para el aislamiento

y purifichciﬁn de enterotoxina de E. Coli a partir de un fii-

E, Coli, caracterizado porque comprende someter. dicho filtrat
do de cultivo a separacidén cromatografica de afinidad.’
9%, = Procedimiento segﬁn la reivindica-

cibn 8%, caracterizado porqué el 1igando de afinidad es un

fosfolipido o glicolipido que contiene grupos carboxilico
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libres,
10%, - Procedimiento seglhn la reivindica-
cidn 9%, carmacterizado porgue el ligando.de afinidad es u;

gangliosido,

11%, - Procedimiento seghn la reivindica-
cién 10%, caracteri;ado porque el ggn;%ioqido es gangliosido
GM, [TGGNSLC_T o Gg cot 3L SGENSSLC_7,

12%,- Procedimiénto seghn cuslquiera de
las reivindicaciones 8% a 11%, caracterizado porque 1; matriz
insoluble a la cqal se liga el ligando de afinidad, pera -
formar 1& resina de afinidad, es agarosa de albﬁminm, o un
derivado d : agarosa producido por acoplamiento de una poli-L-
lisil-Dl-alaniné a agarosa activada éon cianobromuro,

13%,- Procedimiento segin la reivindica-
cibn 8%, caracterizado poréue la resina de afinidad es un
complejo de Acido graso-aminoalquilaninoagarosae

lhi.--Procedimiento seghn la reivindica=
cibn 13%, caracterizado porque la resina de afinidad es-in
complejo de Acido palmitico y un derivado de aminocalquilami=-
no agarosa formado a partir de Sepharose y etilendiamina,} :
hexanodiamina o decanodiamina. '

158, Procedimiento segln cualquiera de ~
las'rei;indindicacionea 8% a 14, caracterizado porque la
elucidn se efectﬁA con dodecil sulfato de aodio, renaturalie-
zhndose a continuacidn la enterctoxina eluida resultante.

o 16%.- Procedimiento segin cualquiera de
las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque ei

filtrado de cultivo, libre de células, en bruto, se pre-puri-

fica por filtracibén con gel.

17%, = Procedimiento segin la reivindica-
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‘en un caldo de so0ja de tripticasa ultrafiltrado como medio.

wlile
cibn 16%, caracterizado porque el filtrado libre de células,
en bruto, se pre-purifica mediante filtracidn con gel sobre
Bio-Gel A-5m, '
- 184, - Procedimiontorgogﬁn la reivindica-
e¢ibn 17%, caracterizado porque la filtraéibn con gel‘sobrb
Bio-Gel A-5m se efectua utilizando un tamp6n7a16;lino.

' 19%, - Procedimieﬁto segin la reivindica-
cibn 18%, earacteri;ado porque el tampén es bicarbonato amb-
nico de pH 7,9 a 8.

204, - Procedimiento segln cualquiera Ao
las reivindicaciones 17% a 19%; caracfarizado porqu; las ;
fracciones resultantes se ensayan con respecto a la activie
dad de en'terotoxina. sometiéndose una o mas fracciones que
contienen la actividad deseada a una pre-purificacidn adicio+
nal mediante filtracién con gel.

21%*,.~ Procedimiento segln la reivirdica-
cion 20¢, caracterizado poﬁque ia pfe-purificacibn adicicnal
por filtracidn con gel se efectua spére Sephadex G~75 utili-
zando un tampon alcalino. 7 '

| ~ézﬁ.- Procedimiento segln la reivindica-
cion 21%, caraéterizado porque el tampon alcalino es taméﬁéf
tris~-HCl de pH 8, ‘ _

23%.- Procedimiento seghn cualquiera dé
las reivindicaciones anteriores, carscterizado porque el
filtrado de cultivo, libre de células, éue conti;ne enteroto-
xina, se obtiene cultivando durante tres generaciones la ceps
entefopatogénica E, Colli en un caldo de soja tripticasa o

RECHTLNETAL 3 g e

e el il Proced imient o seghn la reivindica-

cion 23%, cartharizgdp“porque'la primera etapa del cultivo
- ' -y - ']

O PP L D A L
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se efectua durante 4 a 6 horas, la segunda hasta que el cule
tivo alcanza la mitad de la fase logarltmica y la tercera .
durante 8 a 10 horas,

'25%,~ Procedimiento segﬂn la reivindica-
cidn 23% 5 248, caracterizado porque el filtrado de caldo en
bréto, resﬁltante, ase ultrafiltra;en presencia de isotionato
de pentamidina y a continuacion se desalifica.

26%,- Procedimiento seglin cualquiera de
las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque las’
fracciones separadas se ensayan con respecto a la actividad
de enterotoxina &e E. Coli mediante incubacidn de un prepa-
rado de ciclasa de adénilato miodaréial de gatd d;rante an
tiempo predeterminado, en presencia de la muestra a ensayar,
y midiendo el incremeﬁto en la actividad de ciclasa de adeni-

lato en el producto resultante con respecto a un control,

27%,- Procedimiento seghn la reivindica-

cidbn 268, carscterizado porque la incubacibn se efectua en
presencia de un sustrato cuya conversidn a monofosfato cicli-
co de 3', 5'-adenosina se cataliza por ciclasa de adenilstn,
determinAndose el incremento en actividad de ciclasa de aqepi
lato midiendo el incremento en la cantidad de monofosfato
ciclico de 3',5f-adenosina en el producto resultante, con =
respecto a un control,

28%,- Procedimiento segin la reivindica-
cidn 27%, caracterizado porque el sustrato es trisfosfato de

adenosina o 5'—adenilimidodifosfato.

29%,~ Procedimiento segln la reivindica-
cidon 27%, 6 28%, caracterizado porque la incubacidn se efecw
tua en un medio de reaccion que comprende tampon tris-HC1 de

pH 7,4, cloruro de magnesio, alblimina de suero bovina y teo~-
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30¢%,- Procedimiento seghn cﬁaléuiera de
las reilvindicaciones 26% a 29%, caracterizado porgue la in=
cubacidn se efectua a 37¢C y duranée 5 a 30 minutos

31%,~ Procedimiento seghn cualquiera de
las reivindicaciones 26% a 30%, caracterizado porque la pre-
paracién de ciclasa de adenilato miocardial de gato, se ob-

tiene en forma particulada a partir del tejide miocardial

del gato,

32s, . Procedimienté seglin cualquiera de
las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque la ce-
pa enteropatogénica E, Coli es P 263, P 155, P 307, H 10407,

H 19 o Ent*

o Ent'K12, hablendo sido transferido el plasmoi-
de Ent a partir de H 19, .

33%,- Procedimiento seglin cualquiers de
las reivindicaciones. anteriores, caracterizado porque la ce~
pa enteropatogénica E. Coli es P263, _

34%,- Procedigiento para el aislamientv y
purificacidn de enterotoxina de E, Colij tal y como quedé{
sustancialnente-deicrito en la présente.uemoria. ‘

Esta Memoria consta :de 43 hojas escritéé
a mAquina por una sola cara. ‘
1% Q%R‘ﬁWY
Madrid,
SANDOZ, A.G.,

5 M. GO ACEBO Y POMS0
p po Firipédoy L. Guefs Forndndez
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