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Escherichia coli enterohemorragica (ECEH) és una malaltia zoonotica causant de la
colitis hemorragica i del sindrome himeric hemolitic (SUH). Aixo provoca brots on mor
gent. A espanya en el 2010 van haver 37 casos. Fins a l'actualitat, s’han provat vacunes
per als bovins pero sense els resultats que s’esperaven per aixo no han sortit vacunes.
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Fig.1. Procés de contaminacio i intoxicacié de ECEH

ECEH té varis factors de viruléncia com les Shigella toxin (Stx) i la intimina, que seran les
dues dianes que atacaran les vacunes. De Stx hi ha dues: la Stx-1 i la Stx-2 que son les
que provoquen la intoxicacié de ECEH. En aquest cas, per la vacuna es treballara ambla
Stx-2. La intimina és una adhesina que ajuda a la adhesié del bacteri en el sistema
digestiu. L'estrategia de la vacunacio sera la neutralitzacié amb anticossos especifics. El
fet de voler atacar a dues dianes és perqué es vol potenciar els resultats de les dues
que s’havien fet per separat i d’atacar a diferents nivells per evitar tant la adhesio
mitjangant la intimina com la intoxicacié amb les Stxs.

Obtencié de la vacuna vers la Stx-2:

1. Insert del gen de E.coli 0157:H7 que codifica per la Stx-2 a un primer plasmid.

2. Afegir una cua de 6-histidines al gen i insertar-lo en el plasmid pCR2.1 i es transforma en
la soca de E.coli TOP10FO.

3. Per confirmar las seqiiéncia, el DNA clonat s’extreu mitjangant enzims de restriccid i es
subclona en el plasmid pBSK.

4. Obtenci6 del gen en el plasmid anomenant-se pBSK-Stx2-His que es generara el gen
atenuat mtStx2-His.

5. Mutacié del gen Stx2-His - mStx2-His: Canvi de I'acid glutamic en la posicié 167 i la
arginina en la posicié 170 de la subunitat A. (Mutacié dirigida pel Kit QuicChange Il i dos
conjunts de cebadors.

Fig.2 Plasmid que obtenim finalment per produir la mStx2-His.

6. El plasmid pBSK-mStx2-His es transforma en la soca E.coli MV1184.

7. Incubacié de la soca durant 3 dies per la produccié de la mStx2-His.

8. Centrifugacié i separacié mitjancant una columna d’afinitat per la obtencié de la
proteina.

9. Utilitzacié de I'adjuvant: hidroxid d’alumini.

10. Assajos tant in vitro com in vivo.

Obtenci6 de la vacuna vers la proteina intimina:
1. Amplificacié del gen eaeA des del plasmid pEB310.
2. Clonaci6 del gen dins del plasmid pRB3.
3. Transformacié en la soca de Salmonella enterica Dublin aroA::tet per electroporacio.
4. Per la comprovacié: introduccié del gen amb una cua d’histidines al plasmid pET16B.
S’expressa i es purifica la intimina amb la cua d’histidines en una cromatografia.
5. Per aquesta vacuna no s’utilitza adjuvant.
6. La seva preparacio és amb:
- 950 ml de llet.
- 50 ml de buffer, que conté una suspensio6 de:
- 5% de trisilicat de magnesi.
- 5% de bicarbonat sodic.
- 5% carbonat de magnesi.
- 10°-10'° CFU de S.enterica Dublin atenuada i expressant la intimina de|
E.coli 0157:H7.

7. Assajos in vivo.

Els resultats s6n esperancadors, ja que per la vacuna oral (la de la llet) s’espera una bona
resposta, és a dir, que redueixi la colonitzacié de ECEH al sistema digestiu. | per la vacuna
vers la Stx-2 també s’esperen resultats positius. En aquest cas, el que es vol dur a terme és
que dues vacunes que no havien donat resultats negatius per separat al posar-les en comu,
els seus resultats siguin millors per als humans i com ataquen a dues dianes diferents que es
troben a diferents nivells del procediment d’infeccié del bacteri poguin funcionar millor.
D’aquesta manera es podrien evitar brots i morts en la poblacié.
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