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RESUMEN 

HERNANDEZ RODR!GUEZ JOSE FERNANDO RUGO. Diagn6stico de colibacilo-­

sis neonatal porcina, mediante la prueba de contrainmunoelectroforg 

sis. (Bajo la direcci6n de: los Mm. Vv. Zz. Fernando Olguin Romero­

y Angel Retana Reyes). 

El sobrenadante que resu1t6 después de la centrifugaci6n de un cul­

tivo de E. coli* se precipit6 con sulfato de amonio y posteriormen­

te las proteinas precipitadas se pasaron por columna cromatográfica 

de Sepharose.2B a una velocidad de 2.7 ml. por minuto. Se obtuvie-­

ron tres picos, los cuales según su peso molecular se consideraron­

como la enterotoxina LT al pico 1 (peso molecular mnyor de 1 X io7) 

y como el antígeno KBB al pico 3. El pico 2 se descart6 porque su -

peso molecular no correspondia a ninguna molécula de actividad bio-

16gica conocida. Las fracciones fueron inoculadas en conejos para -

producir sueros hiperinmunes. Los antisueros se sometieron a evalu~ 

ci6n mediante pruebas de precipftaci6n, inmunoelectroforesis y con­

trainmunoelectroforesis, confrontándose con cepas conocidas de l!..:_ -

coli enteropat6genas y no enteropat6genas. Los resultados de las -­

pruebas serológicas fueron confirmados con la prueba biológica de -

asa ligada y con la prueba fisicoquímica de electroforesis en gel -

de poliacrilamida. 

En este estudio se purificó la toxina termolábil y se produjo un ªll 

tisuero monoespec!ftco contra esta fracción, mediante el cual se -­

pueden identificar fácilmente las cepas enteropat6genas y estable-­

cer un diagn6stico rápido y específico de colib11cilosis neonatal 

porcina, mediante la técnica de contrainmunoelectroforesis. 

( • l Serotipo 0149• K91• Kas• H10 
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INTRODUCCION 

Se denomina colibacilosis, a un grupo de enfermedades causadas par­

la infecci6n con Escherichia coli; este es un término que designa -

manifestaciones tanto entéricas como sistémicas en niños, lechones, 

becerros, corderos, aves, perros y animales silvestres (3,5,9). En­

los cerdos la colibacilosis se manifiesta principalmente por cuatro 

síndromes: Diarrea del recién nacido; Diarrea a las tres semanas de 

edad, Diarrea al destete y Enfermedad del edema (12, 14, 17). 

La reelevancia económica de la colibacilosis en los cerdos se ha 

puesto de manifiesto en varios estudios en diversos países incluyen 

do el nuestro (12, 17, 20, 21). Todos ellos coinciden en señalar -­

que la colibacilosis del recién nacido es la presentación más fre-­

cuente y de mayor trascendencia económica, por las pérdidas que OCA 

siona. 

El diagnóstico preciso de la colibacilosis requiere de por lo menos 

tres días para obtener resultados confiables y consiste en: 1) ais­

lamiento de bacterias de contenido duodenal, cuando se sacrifican -

los animales o cuando no tengan más de dos horas de muertos; 2) la­

siembra en medio de cultivo para E. coli y 3) la prueba de toxigeni 

cidad en asa ligada da intestino de lechón o conejo y la realizada­

en ratón lactante (4). Todo lo anterior resulta costoso y tardado -

no sólo por los reactivos, sino por el uso de animales de laborato­

rio. Si se quiere hacer un tratamiento específico, se corre el rie~ 

go de sufrir grandes pérdidas por la tardanza en los resultados. En 

nuestro medio no existe un diagnóstico que se ajuste a las condicig 

nes y nec~sidades reales de campo, esto es, que sea confiable, rá?i 

do, económico y fácil de llevar a cabo. 

~cuenta con tres tipos de antígenos; O (somático), K (capsu­

lares) y H (flagelares). El determinante antigénico O está localiz~ 

do en la porción polisacárida de la membrana externa. Los antígenos 

K se encuentran rodeando a las células a manera de envoltura, o 

bien, como cápsula rudimentaria y son polisacáridos, existiendo una 

excepción: el antígeno KBB de naturaleza protéica que existe en fo~ 

ma de pelos o fimbria. Los antígenos H son moléculas de proteina --
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que se encuentran en los flagelos (3, 6, 9, 12). según Howard et.-­

a1. (9) y L6pez Alvarez (12), existen 153 grupos de antígenos o de­

li.:......S.Q.!, 91 antígenos K y 51 grupos de antígenos H reconocidos in-­

ternacionalmente. Se denomina "seroti po" cuando los tres grupos de­
antígenos están presentes en una cepa y "serogrupo" cuando no se ~­

expresan los antígenos K o H (12). 

Mediante exámenes serolÓgicos, se ha determinado que un n6mero pe-­

queño de serogrupos, se encuentran involucrados en las infecciones­

entéricas de los lechones (12, 16). Estos serogrupos poseen un ti-­

po de antígeno K denominado K88, el cual es indicativo de la ente-­

ropatogenicidad (6, 8). Este antígeno, tiene propiedades adhesivas­

en el epitelio intestinal del lechón, que parecen ser esenciales -­

para l.a virulencia de las cep&s que lo poseen ( 6, 12 .· 17, 22). Tam­

bién la habilidad de producir enterotoxina por parte de la bacteria 

parece ser un requisito para la enteropatogenicidad de la misma - -

{12). Las cepas enteropat6genas producen una toxina termoestable -­

(ST) y otrn t~rmoiábil (LT). La producción de ambos tipos de enter2 

toxina está controlada por plásmidos transmisibles (6, 9, 12}. La -

enterotoxina termoestable es básicamente extracelular, tiene un pe­

so molecular bajo de 5000 y no es antigénica: la enterotoxina termg 

lábil es intracelular, posee un elevado peso molecular mayor de - -

1 000 000 y es antigénica. Ambas se obtienan del sobrenadante de -­

cultivos en caldo de cepas enteropatógenas de E. coli (9, 12, 16, -

19, 23}. Según Gaastra y de Graaf (6} las cepas enterotoxigénicas -

de~ del cerdo se han clasificado en dos categorías: a) las -

que producen s6lo la toxina termoestable y b} las productoras de am 
bas toxinas. Guinée y Jansen (6), señalan que 37 de 52 cepas de - -

~ K88 positivas, produjeron sólo la toxina termolábi.l y las -

otras 15 produjeron ambas. Igualmente Renault et. al. (16), confir­

maron la asociación entre la presencia del antígeno RBB y la enterg 

toxina termolábil para la mayoría de las cepas enteropatógenas de 

~ de los cerdos. 

Además del antígeno KBB adherente específico de cerdos, existen - -

otros dos factores de adherencia para esta especie: son los antíge-

nos 987P y el R99 (6). Ambos se presentan menos frecuentemente que-
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el KBB en cepas enteropat6genas y son principalmente producidas por 

cepas productoras de la toxina termoestable (6, e. 13). 

La técnica de contrainmunoelectroforesis permite identificar antíg~ 

nos o anticuerpos específicos en muy corto tiempo, siempre y cuando 

se tengan en el laboratorio los reactivos conocidos. Consiste en -­

aplicar la corriente eléctrica en un medio semis6lido como el agar­

para que se separen los componentes de los reactivos (antígenos y -

anticuerpos) y estos reaccionen específicamente en un corto tiempo­

(10, 15). En esta técnica se coloca el antígeno en los pozos del 1ª 

do izquierdo (cátodo) y el antisuero en los pozos del lado derecho­

(ánodo) en el agar. Los anticuerpos se desplazan hacia el cátodo, -

ya que el agar es recorrido por una corriente de amortiguador en d~ 

recci6n del cátodo. 

Se pueden preparar sueros específicos contra un microorganismo de -

terminado o contra partes de dicho microorganismo, y con él, ident~ 

ficarlo cuando se encuentren en un cultivo, en una suspensi6n tisu­

lar o en excretas como material fecal. Esta identificaci6n puede 

ser realizada en aproximadamente dos a cuatro horas (10, 15). 
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HIPOTESIS 

Mediante la producción de sueros hiperinmunes monoespecíficos con­

tra el antígeno KBB y/o la toxina termolábil (LT) de E. coli, es -

posible diagnosticar la diarrea neonatal en cerdos, empleando la.­
técnica de contrainmunoelectroforesis, dado que ambos antígenos se 

encuentran asociados en la mayoría de los casos a las cepas enter~ 

patógenas de E. coli que afectan al lech6n en esta etapa. 

OBJETIVO 

Elaboración de sueros hiperinmunes monoespecíficos, contra el ~nti 

geno KBB y la enterotoxina termolábil (LT) de E. coli, que serán -
utilizados para la identificación de cepas enteropatógenas, causa~ 

tes de diarrea neonatal en cerdos, mediante la técnica de contraiE 
munoelectroforesis. 
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MATERIAL Y METODOS 

CEPAS BACTERIANAS; Para este trabajo se emplearon distintas cepas-­

de E. coli enteropat5genas y no enteropat6genas. 

Varias cepas de ~ proporcionadas y clasificadas como enterop~ 

tógenas y no enteropatógenas por el Departamento de Producción Ani­

mal: Cerdos de la F.M.V.Z. Estas sirvieron también para hacer ensa­

yos de evaluación, así como 6 cepas más aisladas de casos clínicos­

de diarrea neo11atal en lechones. 

CEPA PROTOTIPO: La cepa de E. coli (Pl55, serotipo 0¡49! Kg¡: Kae=­
H10>* se usó como control positivo para las pruebas de diagnóstico­

así como pci.ra preparar un suero hiporinmune. 
CONSERVACION Y CULTIVO: La E. coli, cepa Pl55, fue almacenada en r~ 

frigeración a 4ªC en un medio de agar triptosa inclinada, y se re-­

sembr6 cada 2 meses (3,**). 

OBTENCION DE TOXINA Y FACTOR DE ADHERENCIA: Se usó la técnica de S& 

derlind et. al. (19) que consiste en que una vez transcurrido 18 a-

24 horas de incubaci6n de la bacteria en caldo triptosa, el cultivo 

se centrifuga a 8000 g. durante 20 minutos. Recuperándose posterio~ 

mente el sobrenadante que contiene tanto el antígeno KBB como la t2 

xina LT. 

PRECIPITACION DE PROTEINA BACTERIANA: El sobrenadante se precipit6-

con sulfato de amonio (NH4)2S04 al 100% de saturación a volúmenes -

iguales, durante 30 minutos en agitación constante y a 4°C. El pre­

cipitado fué centrifugado a 8000 g. durante 20'. 

DIALISIS: El precipitado fue resuspendido en 5 ml. de solución sal! 

na fisiológica estéril y se sometió a diálisis utilizando una mem-­

brana de celofán*** con poro uniforme que permite el paso de moléc,!! 

(.) 
( .. ) 
(***) 

Gentilmente donada por Laboratorios SERVA, S.A. 
Q.F.B. Beatriz B. de Unzueta, comunicación personal. 
Spectrapor, Spectrum Medica! Industries, Inc. 
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las menores de 10 a 12 mil Daltons de peso molecular. La diálisis-­

se llevó a cabo contra so1ución salina fisiológica al 0.85% a pH --

7.o que se ajustó con HCl lN o NaOH lN. El líquido se cambió cada -

24 h, 6 veces y el proceso se mantuvo a 4°C. Una vez eliminado el -

exceso de sulfato de amonio la muestra se sometió a cromatograf{~. 

CROMATOGRAFIA: Se utilizó una columna de Sepharose 2a• de 60 X 2.5-

cm equilibrada con una so1uci6n amortiguadora de fosfatos (PBS) a -

pH 7.2. La muestra se hizo correr por la columna a una velocidad de 

2.7 ml por minuto (90 gotas por minuto) (19). 

PRODUCCION DE SUEROS HIPERINMUNES CONTRA PROTEINAS DE ~ (Taxi 

NA Y K88): Este paso se hizo nuevamente apoyándose en la técnica de 

SOderlind et. al. (19) con las siguientes modificaciones: se inocu­

laron conejos con los dos picos de importancia de la fracci6n pro-­

téica obtenidos por cromatografía. 

Las fracciones se inocularon separadamente en conejos adultos sanos 

a la d6sis de 1 ml de proteina mezclada con 1 ml de adyuvante com-­

pleto de Freund. La inoculaci~n se repiti6 por vía intramuscular ca 

da 3 días hasta completar 6 inoculaciones; pero en este caso el ing 

culo no contenía adyuvante. Después de la 6a. aplicaci6n se espera­

ron 14 días para hacer un sangrado de prueba, el cual se consider6-

adecuado y se procedi6 a hacer el sangrado en blanco de los anima-­

les. 

CALOSTRO DE CERDAS INMUNIZADAS DURANTE LA GESTACION: se obtuvo ca-­

lastro de cerdas adultas inmunizadas con una bacterina comercia1**­

de E· coli durante el Último tercio de la gestación. Las muestras -

de calostro se centrifugaron a 800 g durante 15' en centrífuga re-­

frigerada a fin de separar la grasa. Esta parte fue eliminada y el­

resto fue tratado can renina; 1 gota de so1uci6n de renina al 10% -

(0.3) por 1 ml de calostro desgrasado a 37°C durante 2 h. Una vez -

formado el coágulo de caseína, fue centrifugado nuevamente a 800 g-

{*) Sepharose, Pharmacia, Uppsala, Suecia. 
( **) Novi-vac lt K88 (Laboratorios SERVJ\ S.A.) 



- B -

durante 15' para la obtenci6n del suero que quedó como sobrenadan-­

te. 
~ El suero de calostro se sometió a una evaluación mediante las mis-­

mas pruebas a que se sometieron los sueros preparados en conejo. 

EVALUACION DE LOS ANTISUEROS: Para la evaluación de los sueros hi-­

perinmunes¡ se hicieron los siguientes ensayos: Prueba de precipit~ 

ción (de Ouchterlony o de doble difusión), prueba de inmunoelectro­

foresis y de contrainmunoelectroforesis. Las pruebas se basaron en­

las técnicas empleadas por Guinée y Jansen, Hudson et. al. y Poli -

et. al. (7, 10, 15} y con las cuales se confrontaron los sueros hi­

perinmunes frente a diferentes cepas de E. coli, tanto enteropat6g~ 

nas y no enteropat6qenas (las cepas usadas fueron mencionadas ante­

riormente).* Cada prueba se corrió por duplicado. Para la técnica -

de doble difusi6n se utilizaron Agar Noble 1%, Cloruro de Sodio - -

0.85%, Acido B6rico 0.90% e Hidróxido de Sodio 0.20%. La prueba se­

dej6 incubar durante 24 h. Para la técnica de inmunoelectroforesis­

se emp1e6 Agar Noble 1% en 100 ml de Buffer Tris-Barbital con pH --

8.6. Este se us6 como soluci6n amortiguadora durante la prueba para 

el paso de corriente. El amperaje y el voltaje fueron constantes -­

(SmA y 200 volts) durante dos horas, después de lo cual se dejaron­

las muestras en cámara húmeda durante 24 h. 

Al terminar el paso de corriente la prueba fue loÍda e interpreta-­

da. 

La lncubaci6n posterior sólo sirvió para una mejor coloraci6n de -­

los precipitados. En la prueba de contrainmur.oelectroforesis se ut~ 

!izaron los mismos reactivos que en la prueba de inmunoelectrofore­

sis pero la toxina termolábil fue colocada en pozos cerca del cáto­

do y en la serie de pozos del ánodo se colocaron los sueros a pro-­

bar, aplicándosele un paso de corriente de lOmA y 290 volts durante 

1 hora y 30 minutos. 

(•) Proporcionadas y clasificadas como enteropatógenas por el Depar 
tamento de Producción Animal: Cerdos de la F.M.v.z. -
El serotipo 0¡49: K91: Ke9: H¡o: fungió como control positivo. 
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ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA-SODIO DUODECIL SULFATO -

(EGPA-SDS): Esta prueba se llevó a cabo basándose en la técnica -­

descrita por Dafni y Robbins, y aplicándose a la muestra ya diali­

zada (2). 

Los geles se prepararon por duplicado, teniendo como medida~ apro­

ximadamente 13X o.e cm. Fue empleado un patr6n electroforético* P2.. 
ra la determinaci6n de protetnas de elevado y bajo peso molecular. 

La electroforesis se realizó usando una solución amortiguadora de­

Tris-Glicina, pH 6.3, bajo condiciones de amperaje y voltaje cons­

tante (40 mA X 150 volts). Una vez que el colorante azul de bromo­

fenol indic6 que la muestra estaba por salir del gel, se interrum­

pi6 el paso de corriente, para luego proceder a teñir el gel en -­

azul de Comassie al 1% durante 24 h, después de lo cual se destiñó 

sumergiéndolo en un~ soluci6n lavadora de Acido Acético al 10%, -­

cambiándose esta cada 12 h, hasta que las distintas bandas fueron­

identificables en el gel. 

PRUEBA DEL ASA LIGADA: Todas las cepas de E. coli aisladas de 6 C.!. 

sos clínicos•• y las previamente clasificadas como enteropat6genas 

y no enteropat6genas, que se identificaron por medio de la contra­

inmunoelectroforesis, fueron probadas para confirmaci6n mediante -

la prueba del asa ligada en conejo (19). 

(•) Patr6n electroforesis (calibraci6n KIT) 
Pharmacia Fine Chemicals AB. 

(**) Proporcionadas por el Departamento de Virología e Inmunología 
de la F.M.v.z. 
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RESULTADOS 

1.- OBTENCION DE TOXINA Y FACTOR DE ADHERENCIA: 

La gráfica 1 muestra el registro de las diferentes fracciones que -

se obtuvieron después de pasar el dializado del cultivo de E. coll­
por la columna cromatográfica. 

Se observaron tres picos que corresponden al paso de proteína de -­

E. coli (cepa prototipo). Según SOderlind et. al. el primer pico c2 

rresponde a moléculas de 1 X to7 a 2 X 107, el segundo corresponde­

ª proteínas de menor peso molecular (mayor a 500 000) y el tercero­

ª moléculas con peso molecular de 500 000 (19). Los pesos molecula­

res reportados para la toxina LT y el antígeno KBB corresponden a -

los de las sustancias recolectadas en los picos 1 y 3 Lespectivameg 

te. 

De acuerdo a los resultados obtenidos por S~derlind et. al. el pri­

mer pico recolectado de la columna, correspondi6 a la toxina termo­

lábil (LT) de ~, por su elevado peso molecular (mayor a - - -

1 000 000). Los otros dos picos obtenidos en este trabajo correspon 

der!an tanto a la toxina termoestable (ST, peso molecular 5000), CQ 

mo a otras proteínas de menor peso molecular, entre ellas, posible­

mente el antígeno K88 de naturaleza protéica. 

2.- EVALUACION DE ANTISUEROS Y ANTIGENOS: 

a) Prueba de precipitaci6n en agar: Los resultados se aprecian en -

las figuras 1, 2, y J. En la primera de ellas se confrontan los pi­

cos 1 y 3 contra el antisuero específico p.t'oducido en conejo. Se -­

puede apreciar que hay una banda muy clara, contra el pico t y con­

tra la cepa prototipo (bacteria completa). No hubo reacción ante el 

pico 3 ni contra el control de solución salina. 

En la figura 2 se aprecian los resultados de la confrontación del -

antisuero específico, contra el pico l ante varios serogrupos de -­

~ apatógenos, según la prueba del asa ligada, y un serogrupo-· 

enteropatógeno (020>· No hubo precipitación en ningún caso. 

La figura 3 señala la confrontación del antisuero antipico l frente 

a varias cepas consideradas como enteropatógenas y frente al pico -
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3. Hubo precipitaci6n únicamente con la cepa prototipo y con otra-­

de las cepas, pero no con las otras dos ni con el pico 3. Estas ce­

pas se habían considerado anteriormente como enteropat6genas en el­

Departamento de Producción Animal: Cerdos y en otro laboratorio. 

Con esta prueba también se ensayaron once muestras de calostro de -

cerdas inmunizadas* contra colibacilosis neonatal porcina, durante­

la gestaci6n. En este caso, se coloc6 el dializado del cultivo de -

la bacteria prototipo (que contenía LT y KOB) al centro, para que -

actuara como antígeno, y en los pozos del rededor las muestras de -

calostro. Los resultados se aprecian en la figura 4. En todos los -

casos hubo una precipitación bien clara que se exp1ica en la discu­

si6n. Las muestras de calostro se diluyeron a diluciones dobles con 

SSF y se confrontaron ante un cultivo de 18 a 24 h, de l.a bacteria­

prototipo para obtener una titulaci6n mediante aglutinaci6n en.tubo 

Los títulos fueron los siguientes: 

CALOSTRO 

N' 1 

N' 2 

N' 

Nº 4 

Nº 

Nº 

Nº 

Nº 

N• 9 

N° 10 

N° 11 

N° 12 

TITULO 

1/40 

1/80 

1/80 

1/160 

1/160 

1/160 

1/320 

1/320 

1/320 

1/640 

1/1280 

Control negativo 

Se prob6 el antisuero obtenido en conejo después de la inoculaci6n­

con el pico 3 que supuestamente contenía el antígeno KBB, confron-­

tándolo ante los mismos antígenos anteriores, y el pico 3 ante las­

muestras de calostro. En ningún caso hubo precipitación. 

(*) Vacunadas con novi-vac lt KBS (Laboratorios SERVA, S.A.). 
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b) Inmunoelectroforesis: En la figura 5 se muestran los resultados­

de esta prueba. La inmunoelectroforesis evidenció la presencia de -

una banda, que corresponde a la confrontación del antisuero elaborA 

do contra el pico 1 de la columna cromatográfica, frente a esta mi~ 

ma fracción. Con las fracciones 2 y 3 no hubo reacción. 

e) Contrainmunoelectroforesis: La figura 6 muestra la lectura obte­

nida con esta prueba. Nuevamente las bandas muestran la positividad 

específica de la prueba entre la muestra y el antisuero. 

se probaron las mismas cepas de cultivo de E. coli ya descritas an­

teriormente. Algunas eran enteropatógenas según la prueba del asa -

ligada y algunas otras apatógenas. Se puede observar que hubo rea-­

cci6n con la cepa prototipo (0¡49: K91: Kas: H10), el pico 1 de la­

columna y sólo una de las cepas enteropatógenas consideradas así an 

teriormente en otro la'ooratario. En el capítulo de discusión está -

la posible explicación del resultado. 

3. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA-SODIO DUODECIL SULFA-­

TO: Los resultados se observan en la figura 7. El patrón electrofo­

rético empleado comprendió un rango de peso molecular entre 14 400-

( lactoalbúmina) y 94 000 (Fosforilasa b). Los otros pesos molecula­

res de las proteínas del patrón electroforético fueron en orden de~ 

cendente: 

- SeroalbÚmina bovina ------------------- 63 000 
- ovoalbúmina --------------------------- 43 aoo 

- Anhidrasa carbónica ------------------- 30 000 
- Inhibidor de tripsina -----------·------ 20 000 
Se observaron cuatro bandas en el caso del dializado de E. coli (e~ 

pa prototipo) que corresponden a cuatro tipos distintos de proteína 

bacteriana. Los pesos moleculares como evidencia la figura ; fueron 

aproximadamente de 14 000, 30 000, 43 000 y uno mayar de 94 000. 

4.- PRUEBA DEL ASA LIGADA: 

Después de 24 horas de efectuada esta prueba, se le practicó la ne­

cropsia al conejo empleado, siendo &acrificado con una sobredósis -

de anestésico volátil*. Los resultados recabados a la lectura se --

(*) Halotane Mallinckrodt Chemical Works. 
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apreciar en el cuadro 1 y las figuras e, 9 y 10. La dosis adminis-­

trada en cada asa ligada fue de 1 ml de cada una de las muestras e§ 
tudiadas. Cada ligadura fue realizada cuidadosamente para evitar el 

posible paso de muestras de un asa ligada a otra; además de que la­

disposición en la aplicación de cada dosis, comprendió la separa--­

ción de muestras que pudieran dar resultados falsos positivos. 
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DISCUSION 

Los resultados obtenidos en el presente estudio difieren de los de­

SOderlind et. al. (19). Estos autores emplearon Sepharose 2B y obt~ 

vieron un solo pico en la columna cromatográfica, mientras que en -

este caso utilizando la misma resina se obtuvieron tres fracciones. 

Sin embargo, la purificaci6n hecha dados los resultados obtenidos -

en pruebas de precipitaci6n y sobre todo en inmunoe1ectroforesis -­

fue confiable, ya que solamente se obtuvo una banda de precipita--­

ci6n para el pico 1. Es decir que sólo había un antígeno para dicha 

fracci6n, lo que demuestra que el antisuero era realmente monoespe­

cífico. 

Los mismos autores mencionados (19), empleando Bio-Gel A-0.5 regis­

traron tres picos con el mismo cultivo. Posiblemente en este trab~­

jo el registro de los tres picos se debi6 a que el sulfato de amo-­

nio es más eficiente que el cloruro de manganeso para la precipita­

ci6n de proteína, aunque los dos picos secundarios no resultaran -­

inmunogénicos. 

En la inmunoelectroforesis se encontró la presencia de un solo anti 

geno para el pico 1. Esta prueba se emple6 para probar hasta qué -­

punto el contenido del pico 1 se encontraba realmente purificado, -

es decir, sin la presencia de dos o más antígenos. Se demostró que­

el antisuero era realmente monoespecífico. Las otras dos fracciones 

al no reaccionar se consideraron como no inmunogénicas. 

Con la prueba de contrainmunoelectroforesis, se confirmaron los re­

sultados de las pruebas de precipitación en agar, aglutinaci6n, in­

munoelectroforesis y asa ligada. Se ha dejado sin lugar a dudas que 

en la contr.ainmunoelectroforesis la reacción es específica y que se 

pueden detectar antígenos a pequeñas cantidades aun cuando estén -­

mezclados con otras sustancias (10, 15). La detección se lleva a c~ 

bo en dos horas, lo cual le confiere a la prueba l 1na gran ventaja -

sobre otras. Es muy fácil de llevar a cabo y sus principios son de­

gran sencillez, sin embargo se requiere el uso del equipo capaz de­

separar y hacer migrar las moléculas de antígeno y anticuerpo en el 
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campo eléctrico en medio de soporte. 

En la prueba de precipitaci6n, se pudo observar que el conejo inoc~ 

lado con el pico 3 que supuestamente correspondía al antígeno KBB -

de la bacteria, no reaccion6 formando anticuerpos, lo cual indica -

que esa fracci6n no es inmunogénica y que por tanto no correspondía 

al antígeno KBB sino a otra proteína de E. coli. Por el contrario -

se observaron reacciones bien claras, cuando el suero del conejo -­

inoculado con el pico 1 reaccion6 específicamente con el antígeno -

hom6logo, con el cultivo completo de la cepa prototipo y con otros­

serotipos reportados como enteropat6genos. 

Los calostros mostraron títulos que variaron desde 1/40 a 1/1280 en 

aglutinaci6n. El suero de conejo anti-pico 1 se comport6 en forma -

semejante mostrando t!tulos altos también (1/2560), lo que pudiera 

aprovecharse para detectar la presencia del antígeno, en una susPen. 

si6n bacteriana, ya sea en cultivo o en una muestra fecal. 

La prueba del asa ligada se llev6 a cabo, con el objeto de corrobo­

rar la capacidad enteropat6gena de algunos s~rotipos, y relacionar­

la con la posesión de la toxina LT. Dos cepas positivas al asa ligA 

da, mostraron mediante las pruebas de contrainmunoelectroforesis y­
precipitaci6n en agar que poseían toxina LT, identificable con el -

pico 1 de la columna cromatográfica. Los cultivos de E. coli que an. 

teriormente fueron considerados en otro ldboratorio como entcropat§. 

genes no provocaron cambios observables en el intestino de conejo -

cuando se hizo la prueba del asa ligada, ni reaccionaron ~ -

con las pruebas de precipitaci6n y contrainmunoel~ctroforesis, El -

pico 1 produjo en asa ligada una reacci6n inflamatoria con infiltr!!_ 

ci6n moderada de linfocitos en mucosa y submucosa, con necrosis Pª!:. 

cial de las vellosidades: en la submucosa, presencia de microtrom-­

bos y congestión moderada difusa, lo cual es típico de la reacción­

provo~ada por la presencia de la toxina LT de E. coli* (11). 

con lo anterior se puede concluir, que si se posee un antisuero es­

pecífico contra LT, se puede detectar esta toxina característica de 

(*) Diagn6stico histopato16gico del Departamento de patología de la 
F.M.v.z. 
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1as cepas enteropat6genas de ~ en las pruebas de contrainmung 

electroforesis, precipitación en agar e inmunoelectroforesis, sin -

necesidad del empleo de la prueba bio16gica del asa ligada. 

Aunque las pruebas del asa ligada, la prueba del efecto esteroidog! 

nico de células adrenales Yl de origen de rat6n, la prueba en célU­

las de ovario de Hamster chino (11, 16) y el aislamiento, son muy -

sensibles dado que utilizan indicadores biológicos, son costosas y­

complicadas, además que en el mejor de los casos requieren de 24 hg 

ras para tener resultados, y de toda una infraestructura muy costo­

sa para la cr{a y manutención de los animales experimentales así 

como para el establecimiento del cultivo celular. 

A todo lo mencionado hay que añadir, que el personal que efectúe 

estas pruebas debe ser al.tamente especializado. Para nuestro medio­

una o más pruebas realizadas in vitro con reactivos sencillos y me­

nos delicados, como suero, muestras fecales que supuestamente con-­

tengan la bacteria a identificar, resulta mucho más conveniente. Ya 

se mcncion6 que la prueba de contrainmunoelectroforesis que se ·basa 

en los mismos principios de la precipitaci6n es la más sensible, y­
con la cual se pueden obtener resultados más rápidos y confiables,­

pero que requiere del equipo de electroforesis. Las otras pruebas -

podrían aplicarse con la desventaja de una menor sensibilidad. 

Con la electroforesis en poliacril.amida, no fue posible determinar­

el peso molecular de la sustancia contenida en el pico 1, aunque -­

en las pruebas sero16gicas y biológicas se demostr6 una actividad -

bio16gica cl~ramente identificable con dicha toxina. 

Dado que se ha demostrado que la toxina y el factor de adherencia -

están regulados por plásmidos en ~· coli, cabría la posibilidad de­

que un serogrupo que produzca problemas in vivo, al cultivarse in. -
~perdiera l.a capacidad enteropat6gena (9). En este trabajo, -­

tres cepas que habían sido clasificadas como enteropat6genas, no dg 

mostraron esa capacidad tanto en las pruebas serol6gicas (ausencia­

de toxina LT), como en la prueba del asa ligada. Sería por lo tanto 

conveniente, aplicar estas pruebas en la suspensi6n bacteriana de -

muestras fecales o en su caso, de cultivos frescos. 
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FIGURA Ne. 1 

Prueba de ¡nc:ipitoci&~ dCllde ,. coofronla el crdlsuero elabolOdo 
81 calljo crii-plco 1 de CIOUmo aoma1ogróliaJ. Se ldladaiQ1 
la ClpCI prototipo (a, e, • ), el pico 1 ( b ), el pico 3 ( d) y la -
IOb:i6I\ "*'° fisiolóljca ( f ) • . 

a) E.col~ o,.,: l<a1: l<u: H10 (Prototipo) 
b) Pico 1 
e) E.cal~ 0 149 : 1<.,: 1<18 : H10 (~ l 
el) Pico 3 
e) E.cal~ o,.,: l<g1: ~1111: H10 (""*"1>o) 
f l SSF ( Control MgQlivo l 
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FIGURA No. 2 

Pnlabo de piq,¡tación, dende se oonfrcnta el mtisuero ebborado 
en conejo <l'lli-pico 1 de oobma ati1110!ocJáfica, frente a varias 
cepos ~IOgenas y WlD el11eropot6gena de E. coli ( f) . 

·o0 o· 
·oºo· o 

al E. coll Ml'OQl'upo 08 
b) 11 11 o,. 
e) 011 
d) 0101 

el 0 143 

t) 11 020 

En el pozo de 8f1llledio .. ll1a81lra el anlisliero elaborodo CCllllra el pico 1 • 
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FIGURA No. 3 

Pruebo de predpitaci6n, donde 911 coofronkl el mlisuero eki>orodo 
en conejo aiti-pico 1 de ~ Cl'Omakqófico, frente o 3 cepos 
•lleiopal69e11os de E. coli (o, b, el, lo proto~ ( d, f l y el pico 
3(e). --

o)~ MllJ!ipo 0.,7 : K,,,,: Kee 
b}~~021 
cl~~034 
d) E.cdl 9Sllllipo o,..: K91 : K88 : H., (Prototipo l 
el Pico 3 
f) E.call .-ol1po 0.,9 : 1<91 : K88 :H., (Prototipo) 

En el pozo de enmedlo se encuentra el anttsuero dabclrado contra el pico 1. 
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FIGURA No. 4 

La figwa llUIStra kl lectll'll de kl prueba de ~. donde se confronm 
los cdostros de las cerdas iYruizodas con1ro colibacilosis neonata porcino con 
bacterila comercial dlnrlte kl gestoción~ ante el dializado del WtNo de kl bac­
teria prototipo. 

(1) ( 11 J 

( 1) Pozo central : Dializado de E. coll • 
Pozos al al f ) : Muesfras de calostros de cerdas. 

(ll) Pozo central : Dializado de E. coll . 
Pozos al al el : Muestras di calostros ele cerdas. 
Pozo fl : Colastro ne9QfNo 1 control negativo l . 
Lm miestras de colastra f.-on las rrismos que se titularon por aglutilaclón. 

( * J NobHIOC 1 t K68 ( Lobomtorios SERVA S. A. ) 
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FIGURA No. 5 

Prueba de i"rnunoelEJc:tr, en la que se enfren1on los tres fracciones 
recoleciodas de columna, frente al mtisuero específico anti - pico 1 • 

1 

11 

Oª l o: _ _, 
e 

cS: cS: 
Oª lll Oª 

e 

ob ob 

I l o) Pico 1 de c:oUnna cromatcorófico 
b) 11 11 11 

ll Oª 
e 

ob 
-m Oª 

e 

ob 

el Antlsuem especifico anti-pico 1 de colurMo cromatogrdfico. 

IIl o) Pico2clecolu!ma~ico 
b) 11 11 11 

el Anttlulro lllP8Cffioo CS\fi-pico 1 clecolwmo ~. 

llI l o) Pico~ de colulmo ~ 
b) 11 11 11 u 

el Anlisuen> especifico 111ti-pioo 1 ele cciurma cromatogrdflca. 

e 

e 
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FIGURA No. 6 

Cootroirmmelectrofolesis : Se esquematiza la lecturo que diera la con-­
fron1ación del mtisuero contro el pico 1, frente a los cultivos de diferentes 
cepos de E. coli incluidas en es1e trabajo • 

Antlr¡eno Antisuero Antígeno tllltiSl.80 

ºº ) o go ) o bo ) o ho o 
cQ o 'º o do o 1Q o 
•O o ko o 
'º o 'º o 

Para correr todas las tnllS1ras se empleó sólo el sobrenodmte 
de los cistirrtas bacterias. 

a) ~ serotipo 
b)Plcol 

el ~ !MllOl7UPO 
d)~-~ 
e)Plco3 
f)E.coli ser~ 
c:i) E. coll serotipo 
h)E.coll ~ 

i l E. coli 9llrOQl'upo 
) ) E. coll saogrupo 
k ) E. coll serogrupo 
1 ) E. co1i ser0<7Upo 

0149: 1<01: Kae: H10 (Prototipo) 

021 

034 

020 
0141 : l<g9: Kee 

º• o,. 
o, 

º"' 
0143 

+ 
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FIGURA No. 7 

Pruebo de electroforesis en oeles de poliacrilamlda donde se rniestran las 
distintas baoclos de pratei1a del dializada formadas en este medio. 

PM 
?? 

94000 

63 ººº 43 000 

30000 
20 roo 

14400 

+ 

Gel-A Gel-B 

Gel-A : Patrón elacfrofcr6tico 

Gll-C Gel-O 

Gii -B: Dializado de E. coli ( Cepa prototipo) 
Gel -e : Pico 1 
6'1-0: Pico 2 
Gel-E Pico 3 

G•-E 

Los pclc9 mostrados en •ta figwo Indican el sentido en que lmigro la pro1eilo, 
• deci', del polo negativo al poettlvo. La proteina de menor pllO molecuklr se 
deSplazo m6s rdpido que lo de mayor pe90 moleaJlor . 
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FIGURA No.9 

Prueba biológica del asa ligada en intestino 

delgado de conejo. Se aprecia en el segmento­

correspondiente a la inoculación con la cepa­

prototipo la presencia de líquido y dilata--­

ción característica de la actividad de la en­

terotoxina "LT" de ~· Los picos 2 y 3 -

no provocaron reacción, las otras cepas su--­

puestamente enteropat.ógenas (~ 020 Y --

0147: K59: Kas) tampoco provocaron cambios. 
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FIGURA No.9 

Prueba biol6gica del asa ligada en la que 

se observa la presencia de hemorragia pro­

vocada por el pico 1 de columna cromatogr! 

fica; se aprecia la diferencia que existe­
con el intestino normal. 
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FIGURA No.10 

Prueba biológica del asa ligada en la 

que se observa la presencia de líquido 

y dilatación en el sitio de inocula--­

ci6n de la cepa Pl55 de E. coli (protg 

tipo) así como hemorr.agia ligera. 
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CUADRO Ne I 

E• ••t• t:uotll'O •• ,,,... lo IHI•"º #tenltlo ft lo /Wll•H ni oao 
lt(/Otlo •n t:on•Jo, 14 ltoroa d••Pfl,. • ,,,_., •itlo 1not:11/otlo •I -
0•1110/. 

,_ESTRA ... ORDEN DE PRESENC/ A DE '.PRESENCIA DE 
APL/CAC/ON LIQUIDO Y 

HEMORRAGIA ILATACION 

r <. t:oll .. r,,,r11po 
º'º 11/0 11/o 

1• Pico I 11/o 11/o 

r L..mJi ••rotipo Sl 11/otl•rotlo o,.,:K.1."K_.'H.o (Prolollpo} 

•• Pleo s No "" 
!J·~-"po No No 

OH,.X-~. 

t1• LH!!i _,,,,po ~ lllo No 

r Pitio 1 No Si 
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GRAFICA No. 1 

Rl!9islro de las fracciones obtenidos del dializado del Cllltiva de E. coli 
en columna aomatogrófica de Seplmrose 2 B . --
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