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noma de la cepa E. coli 0157:H7 (125/99). El producto de PCR fue clonado en el vector de expresidn pet28ay su
correcta insercion fue confirmada por secuenciacion. La construccion pet28a-Stx2B fue transformada en la cepa
de expresion E. coli BL21. Para la expresion, se cultivé BL21-pet28a-Stx2B en medio Luria-Bertani suplementado
con kanamicina e inducido con IPTG 1mM por 3 o 24h. El cultivo bacteriano inducido por 3h obtuvo mejor ren-
dimiento. Este se centrifugd y el pellet se lisd y sonicé en buffer PBS. El sobrenadante se filtré por 0,22um. Para la
purificacion se inyectaron 4 ml del sobrenadante en una columna Q HP (5 ml) pre equilibrada con Tris 20 mM pH 8
conectada a un AKTA Purifier. La elucion se realizd con un gradiente lineal con Tris 20mM NaCl 1 M pH 8. Se cuan-
tificaron las proteinas de cada fraccidn con el espectrofotémetro NanoDrop Lite y se chequed la pureza e identi-
dad de las fracciones por SDS-PAGE 15% y western blot. Se optimizd lainduccion de la proteinay se obtuvo un ren-
dimiento de 5,5 mg de Stx2B de un cultivo de 1L con una pureza estimada de 65%. Proponemos continuar con la
optimizacidon para que esta proteina pueda ser utilizada como reactivo para el diagndstico y/o tratamiento del SUH.

P6 EFECTO DEL NAF SOBRE LA INFECCION DEL FAGO STX2 ARGO145
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Las toxinas Shiga (Stxs) son consideradas el principal factor de virulencia de STEC y responsables de las car-
acteristicas patoldgicas como también de las complicaciones severas de la infeccidn. Estan codificadas por bac-
teridfagos (fagos Stx), los cuales juegan un rol importante en la regulacién de la produccién de toxina, en la
diseminacion de los genes stx y en la emergencia de nuevas cepas STEC. Analisis bioinformaticos de genomas
de fagos Stx2a mostraron que la region donde se encuentra localizado el gen stx es muy conservada y codifica,
adyacente a stx2a, una sialato O-acetil esterasa denominada NanS-p. Ensayos previos en nuestro laboratorio
mostraron que la expresion de nanS-p se incrementa en respuesta a la induccidn con mitomicina C, de manera
similar a stx2a. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del NaF, inhibidor de algunas esterasas, en la
infeccion de los fagos Stx2a. Se selecciond el fago Arg0145, el cual fue aislado a partir de una cepa STEC 0145,
secuenciado y caracterizado en estudios previos. Se generd un liségeno utilizando la cepa E. coli WG5 como
hospedadora y se evaluaron concentraciones de NaF que no tuvieran efecto negativo sobre el crecimiento de
E. coli WG5. Se cultivé la cepa liségena en caldo LB con mitomicina C. Los sobrenadantes filtrados (poro de
0,22 um) del cultivo se incubaron 1:1 con NaF 1M (o agua como control negativo) y se titularon los fagos medi-
ante el ensayo de doble capa de agar. Los resultados mostraron una marcada disminucion en el titulo de fagos
incubados con NaF. El efecto del NaF podria estar asociado a la inhibicién de la actividad de NanS-p, por lo
cual se requieren estudios especificos que determinen si NanS-p cumple un rol en la infeccién de fagos Stx2a.
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La isla LAA es uno de los factores de adhesidn de Escherichia coli Shigatoxigénico. Caenorhabditis elegans es
un modelo versatil para el estudio de patdgenos.

El objetivo del estudio fue comparar la expresion de virulencia de cepas STEC 0174 LAA-positivas, LAA-
incompletas o LAA-negativas, con cepas del big six, utilizando C. elegans como modelo experimental.

Se analizaron 14 cepas STEC 0174, clasificadas mediante PCR como: LAA-positivas (4 madu-
los), LAA-incompletas (1 a 3 moddulos) y LAA-negativas (sin moddulos). Se determind la presencia del
gen hes. Se compararon con 6 cepas de referencia (SSI, Dinamarca), y una cepa control de la Facultad
de Ciencias Veterinarias, UBA. Se utilizo la cepa E. coli OP50 como control negativo.



