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RESUMEN

HERNANDEZ RODRIGUEZ JOSE FERNANDO HUGO. Diagndstico de colibacilo--
sis neonatal porcina, mediante la prueba de contrainmunoelectrofore
sis. (Bajo la direccién de: los Mm. Vv. Zz. Fernando Olguin Romero-
Y Angel Retana Reyes). )

El sobrenadante que resultd después de la centrifugacién de un cul-
tivo de E. coli* se precipité con sulfato de amonioc y posteriormen-
te las protelnas precipitadas se pasaron por columna cromatogréfica
de Sepharose 2B a una velocidad de 2.7 ml. por minuto. Se obtuvie--
ron tres picos, los cuales segfin su peso molecular se consideraron-
como la enterotoxina LT al pico 1 (pesc molecular mayor de 1 X 107)
y como el antfigeno K88 al pico 3. El pico 2 se descartd porque su -
peso molecular no correspondia a ninguna molécula de actividad bio-
16gica conacida. Las fracciones fueron inoculadas en conejos para -
producir sueros hiperinmunes. Los antisueros se sometieron a evalua
cibén mediante pruebas de precipitacidén, inmunoelectroforesis y con-
trainmunoelectroforesis, confronténdose con cepas conocidas de E. -
coli enteropatbgenas y no enteropatfgenas. Los resultados de las --
pruebas seroldgicas fueron confirmados con la prueba bioldgica de -
asa ligada y con la prueba fisicoquimica de electroforesis en gei -~
de poliacrilamida. *

En este estudio se purificd la toxina termoldbil y se produjo un an
tisuero monoespecifico contra esta fraccibén, mediante el cual se --
pueden identificar ficilmente las cepas enteropatdgenas y estable--
cer un diagnéstico répido y especifico de colibacilosis neonatal --
porcina, mediante la técnica de contrainmunoelectroforesis.

( * ) Serotipo O149: Kgi: Kgg: Hip



INTRODUCCION

Se denomina colibacilosis, a un grupo de enfermedades causadas por-
la infeccidn con Escherichia colil; este es un término que designa -
manifestaciones tanto entéricas como sistémicas en nifios, lechones,
becerros, corderos, aves, perros y animales silvestres (3,5,9). En-~
los cerdos la colibacilosis se manifiesta principalmente por cuatro
sindromes: Diarrea del recién nacido; Diarrea a las tres semanas de
edad, Diarrea al destete y Enfermedad del edema (12, 14, 17).

La reelevancia econémica de la colibacilosis en los cerdos se ha --
puesto de manifiesto en varios estudios en diversos pafses incluyen
do el nuestro (12, 17, 20, 21). Todos ellos coinciden en sefialar --
que la colibacilosis del recién nacido es la presentacién mis fre--
cuente y de mayor trascendencia econdémica, por las pérdidas que oca
siona.

El diagndstico preciso de la colibacilosis requiere de por lo menos
tres dias para obtener resultados confiables y consiste en: 1) ais-
lamiento de bacterias de contenido ducdenal, cuando se sacrifican -
1os animales o cuando no tengan mids de dos horas de muertes; 2) la-
siembra en medio de cultivo para E. coli y 3) la prueba de toxigeni
cidad en asa ligada de intestino de lechén o conejo y la realizada-
en ratén lactante (4). Todo lo anterior resulta costoso y tardado -
no 8610 por los reactivos, sino por el uso de animales de laborato-
rio. Si se quiere hacer un tratamiento especifico, se corre el rieg
go de sufrir grandes pérdidas por i1a tardanza en l1os resultados. En
nuestro medio no existe un diagnéstico que se ajuste a las condicig
nes y necesidades reales de campo, esto es, que sea confiable, répi
do, econdmico y fdcil de llevar a cabo.

E. coli cuenta con tres tipos de antigenos; O {somitico), K {capsu-
lares) y H (flagelares). El determinante antigénico O est§ localiza
do en la porcién polisacérida de la membrana externa. Los ant{genos

K se encuentran rodeando a las células a manera de envoltura, o - -
bien, como cépsula rudimentaria y son polisacdridos, existiendo una
excepcidn: el antigeno K88 de naturaleza protdica que existe en for

ma de pelos o fimbria. Los antigenos H son moléculas de proteina —-



que se encuentran en los flagelos (3, 6, 9, 12}. gegin Hovard et.-~
al. (9) y tdpez Alvarez (12), existen 153 grupos de antigenos O de-~
E. coli, 91 antigencs K y 51 grupos de ant{genos H reconocidos in~-~
ternacionalmente. Se denomina "serotipo" cuando los tres grupos de~
antigenos estén presentes en una cepa y "serogrupoc” cuando no se -~
expresan los antigenos K o H (12).

Mediante eximenes seroldgivos, se ha determinado que un nimero pe~-
quefio de serogrupos, se encuentran involucrados en las infecciones-
entéricas de los lechones (12, 16). Estos serogrupos poseen un ti--
po de antigeno K denominado K88, el cual es indicativo de la ente--
ropatogenicidad (6, 8). Este antfgeno, tiene propiedades adhesivas-
en el epitelio intestinal del lechén, gque parecen ser esenciales --
para la virulencia de las cepas que lo poseen (&, 12. 17, 22). Tam-
bién la habilidad de producir enterctoxina por parte de la bacteria
parece ser un requisito para la enteropatogenicidad de la misma - -
{12). Las cepas enteropatégenas producen una toxina termoestable --
(8T) y otra termolibil (LT}. La produccidén de ambos tipos de enterg
toxina esté controlada por plésmidos transmisibles (6, 9, 12). La -
enterotoxina termoestable es bésicamente extracelular, tiene un pe-
80 molecular bajo de 5000 y no es antigénica; la enterotoxina termg
18bil es intracelular, posee un elevado peso molecular mayor de - -~
1 000 000 y es antigénica. Ambas se obtienen del sobrenadante de --
cultivos en caldo de cepas enteropatdgenas de E. coli (9, 12, 16, -
19, 23). Segln Gaastra y de Graaf (6) las cepas enterotoxigénicas -
de E. coli del cerdo se han clasificado en dos categorfas: a) las -
que producen sdlo la toxina termoestable y b) las productoras de am
bas toxinas. Guinée y Jansen (6), sefiatan que 37 de 52 cepas de - -
E. coli K88 positivas, produjeron sélo la toxina termoldbil y las -
otras 15 produjeron ambas. Igualmente Renault et. al. (16), confir-
maron la asociacidn entre la presencia del antigeno K88 y la entero
toxina termoldbil para la mayorfa de las cepas enteraopatdgenas de -
E._coli de los cerdos.

Ademés del antigeno KBB adherente especifico de cerdos, existen - -~
otros dos factores de adherencia para esta especie; son los antige-

nos 9877 y el K99 (6). Ambos se presentan menos frecuentemente que-



el K88 en cepas enteropatfgenas y son principalmente producidas por
cepas productoras de la toxina termoestable (6, 8, 13).

La técnica de contrainmunoelectroforesis permite identificar antige
nos o anticuerpos especificos en muy corto tiempo, siempre y cuando
se tengan en el laboratorio los reactivos conocidos. Consiste en --
aplicar la corriente eléctrica en un medio semisédlido como el agar-
para que se separen los componentes de los reactivos (antigenos y -
anticuerpos) y estos reaccionen espec{ficamente en un corto tiempo-
(10, 15). En esta técnica se coloca el antigeno en los pozos del 1la
do izquierdo (c&todo) y el antisuero en los pozos del lado derecho-
(dnodo) en el agar. Los anticuerpos se desplazan hacia el citodo, -
ya que el agar es recorrido por una corriente de amortiguador en di
reccién del cdtodo.

Se pueden preparar sueros especfficos contra un microorganismo de -
terminado o contra partes de dicho microorganismo, y con &1, identi
ficarlo cuando se encuentren en un cultivo, en una suspensién tisu-
lar © en excretas como material fecal. Esta identificacién puede -~
ser realizada en aproximadamente dos a cuatro horas (10, 15}.



HIPOTESIS

Mediante la produccién de sueros hiperinmunes monoespec{ficos con-
tra el antigeno K88 y/o la toxina termoldbil (LT) de E. coli, es -
posible diagnosticar la diarrea neonatal en cerdos, empleando la .-
téenica de contrainmunoelectroforesis, dado que ambos antigenos se
encuentran asociados en la mayoria de los casos a las cepas enterg
patégenas de E. coli que afectan al lechdén en esta etapa.

OBJETIVO

Elaboracién de sueros hiperinmunes monoespecificos, contra el qnti
geno K88 y la enterotoxina termoldbil (LT) de E. coli, que serdn -
utilizados para la identificacién de cepas enteropatégenas, causan
tes de diarrea neonatal en cerdos, mediante la técnica de contrain
munoelectroforesis.



MATERIAL Y METODOS

CEPAS BACTERIANAS: Para este trabajo se emplearon distintas cepas--
de E. coli enteropat5genas y no enteropatfgenas.

Varias cepas de E. coli proporcionadas y clasificadas como enteropa
tégenas y no enteropatégenas por el Departamento de Produccidn Ani-
mal: Cerdos de la F.M.V.2Z. Estas sirvieron también para hacer ensa-
yos de evaluacién, as{ como 6 cepas mis aisladas de casos clinicos-
de diarrea neonatal en lechones.

CEPA PROTOTIPO: La cepa de E. coli (P155, serotipo O149® Kgy: Kgg:-
Hip)* se usé como control positivo para las pruebas de diagndstico-
as{ como para preparar un suero hiperinmune.

CONSERVACION Y CULTIVO: La E. coll, cepa P155, fue almacenada en re
frigeracidén a 4°C en un medio de agar triptosa inclinada, y se re--
sembr6é cada 2 meses (3,%*).

OBTENCION DE TOXINA Y FACTOR DE ADHERENCIA: Se usd la técnica de Sp
derlind et. al. (19) que consiste en que una vez transcurrido 18 a-
24 horas de incubacién de la bacteria en caldo triptosa, el cultive
se centrifuga a 8000 g. durante 20 minutos. Recuperédndose posterior
mente el sobrenadante que contiene tanto el antigeno KBB como la tgo
xina LT.

PRECIPITACION DE PROTEINA BACTERIANA: El sobrenadante se precipité-
con sulfato de amonio (NH4)2S504 al 100% de saturacién a volimenes -
iguales, durante 30 minutos en agitacién constante y a 4°C. El pre-
cipitado fué centrifugado a 8000 g. durante 20°'.

DIALISIS: El precipitado fue resuspendido en 5 ml. de solucidn sali
na fisioldgica estéril y se sometié a didlisis utiiizando una mem--
brana de celofan™**

con poro uniforme que permite el paso de molécg

(*) Gentilmente donada por Laboratorios SERVA, S.A.
(**) Q.F.B. Beatriz B. de Unzueta, comunicacidn personal.
(***) Spectrapor, Spectrum Medical Industries, Inc.



las menores de 10 a 12 mil Daltons de peso molecular. La diflisis--
se llevd a cabo contra solucidn salina fisioldgica al 0.85% a pH —-
7.0 que se ajustd con HCL 1IN o NaOH 1N. El 1iquido se cambid 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 sometid a cromatografia.
CROMATOGRAFJA: Se utilizd una columna de Sepharose 2B* de 60 X 2.5-
cm equilibrada con una solucién 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 E. coli (TOXL
NA Y K88): Este paso se hizo nuevamente apoyAndose en la técnica de
Ssderlind et. al. (19) con las siguientes modificaciones: se inocu-
laron conejos con los dos picos de importancia de la fraccién pro--
téica obtenidos por cromatografia. ’

las fracciones se inocularon separadamente en conejos adultos sanos
a 1a dbsis de 1 ml de proteina mezclada con 1 ml de adyuvante com--
pleto de Freund. La inoculacién se repitid por via intramuscular ca
da 3 dfas hasta completar 6 inoculaciones; pero en este casc el ind
culo no contenia adyuvante. Después de la 6a. aplicacidén se espera-
ron 14 df{as para hacer un sangrado de prueba, el cual se considerd-
adecuado y se procedié a hacer el sangrado en blanco de los anima--
les.

CALOSTRO DE CERDAS INMUNIZADAS DURANTE LA GESTACION: Se obtuve ca--
lostro de cerdas adultas inmunizadas con una bacterina comercial®*-
de E. coll durante el dltimo tercio de la gestacidén. Las muestras -
de calostro se centrifugaron a 800 g durante 15' en centrifuga re--
frigerada a fin de separar la grasa. Esta parte fue eliminada y el-
resto fue tratado con renina; 1 gota de solucién de renina al 10% -
{0.3) por 1 ml de calostro desgrasado a 37°C durante 2 h. Una vez -
formado el cofgulo de caseina, fue centrifugade nuevamente a 800 g-

{(*) Sepharose, Pharmacia, Uppsala, Suecia.
(**) Novi-vac 1t K88 (Laboratorios SERVA S.A.)



durante 15' para la obtencién del suero que guedd como sobrenadan--
te.

El suero de calostro se sometid a una evaluacidén mediante las mis--
mas pruebas a que se sometieron los sueros preparados en conejo.
EVALUACION DE LOS ANTISUEROS: Para la evaluacién de los sueros hi--
perinmunes, se hicieron los siguientes ensayos: Prueba de precipita
cidén (de Ouchterlony o de doble difusién), prueba de inmunoelectro-
foresis y de contrainmuncelectroforesis. Las pruebas se basaron en-
las técnicas empleadas por Guinde y Jansen, Hudson et. al. y Poli -
et. ai. (7, 10, 15) y con las cuales se confrontaron los sueros hi-
perinmunes frente a diferentes cepas de E. coli, tanto enteropatége
nas Y no enteropatégenas (las cepas usadas fueron mencionadas ante-
riormente).* Cada prueba se corrid por duplicado. Para la técnica -
de doble difusidén se utilizaron Agar Noble 1%, Cloruro de Sodio - -
0.85%, Acido Bérico 0.90% e Hidréxido de Sodio 0.20%. La prueba se-
dejd incubar durante 24 h. Para la técnica de inmuncelectroforesis-
se empleS Agar Noble 1% en 100 mi de Buffer Tris-Barbital con pH --
8.6. Este se usd como solucidn 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 cdmara hiimeda durante 24 h.

Al terminar el paso de corriente la prueba fue leida e interpreta--
da.

La incubacién posterior sélo sirvié para una mejor coloracién de --
los precipitados. En la prueba de contrainmuroelectroforesis se uti
lizaron los mismos reactivos que en la prueba de inmunoelectrofore-
sis pero la toxina termoldbil fue colocada en pozos cerca del cdto-
do y en la serie de pozos del &nodo se colocaron 1los SUEros a pro--
bar, aplicéndosele un paso de corriente de 10mA y 290 volts durante
1 hora y 30 minutos.

{*) Proporcionadas y clasificadas como enteropatdgenas por el Depar
tamento de Produccién Animal: Cerdos de la F.M.V.Z.
El serotipo Oj49: Kgi1: Kgg: Hjp: fungid como control positivo.



ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA-SODIO DUODECIL SULFATO -
(EGPA-SDS): Esta prueba se llevd a cabo basaindose en la técnica --
descrita por Dagnl y Robbins, y aplicéndose a la muestra ya diaili-
zada (2).

Los geles se prepararon por duplicado, teniendo como medidaé apro-
ximadamente 13X 0.8 cm. Fue empleado un patrén electroforético® pa
ra la determinacién de protefnas de elevado y bajo peso molecular.
La electroforesis se realizd usando una solucidén amortiguadora de-
Tris-Glicina, pH 8.3, bajo condiciones de amperaje y voltaje cons-
tante (40 mA X 150 volts). Una vez que el colorante azul de bromo-
fenol indicé que la muestra estaba por salir del gel, se interrum-—
pibé el paso de corriente, para luego proceder a teflir el gel en -—
azul de Comassie al 1% durante 24 h, después de 1o cual se destifidé
sumergiéndolo en una solucién lavadora de Acido Acético al 10%, —-
cambiindose 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 ca
sos clinicos®  y las previamente clasificadas como enteropatdgenas
¥y no enteropatbgenas, que se identificaron por medio de la contra-
inmunoelectroforesis, fueron probadas para confirmacién mediante -
la prueba del asa ligada en conejo (19).

(*) Patrén electroforesis {(calibracién KIT)
Pharmacia Fine Chemicals AB.

(**) Proporcionadas por el Departamento de Virologia e Inmunologia
de la F.M.V.Z.
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RESULTADOS

1.- OBTENCION DE TOXINA Y FACTOR DE ADHERENCIA:

La gréfica 1 muestra el registro de las diferentes fracciones gue -
se obtuvieron después de pasar el dializado del cultivo de E. coll-
por la columna cromatogrifica.

Se observaron tres picos que corresponden al paso de proteina de --
E. coli (cepa prototipo). Seglin Stderlind et. al. el primer pico co
rresponde a moléculas de 1 X 107 a 2 X 107, el segundo corresponde-
a proteinas 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 antf{geno K88 corresponden a -
los de las sustancias recolectadas en los picos 1 y 3 respectivamen
te.

De acuerdo a los resultados obtenidos por S8derlind et. al. el pri-
mer pico recolectado de la columna, correspondié a la toxina termo-
14bil (LT) de E. coli, por su elevado peso molecular (mayor a - -~ -
1 000 000). Los otros dos plcos obtenidos en este trabajo correspon
derf{an tanto a la toxina termoestable (ST, peso molecular 5000), co
mo a otras proteinas de menor peso molecular, entre ellas, posible-
mente el antigeno K88 de naturaleza protéica.

2.- EVALUACION DE ANTISUEROS Y ANTIGENOS:

a) Prueba de precipitacidn en agar: Los resultados se aprecian en -
las figuras 1, 2, y 3. En la primera de ellas se confrontan los pi-
cos 1 y 3 contra el antisuero especifico producido en conejo. Se --
puede apreciar que hay una banda muy clara, contra el pico 1 y con-
tra la cepa prototipo (bacteria completa). No hubo reaccién ante el
pico 3 ni contra el control de solucién salina.

En la figura 2 se aprecian los resultados de la confrontacién del -
antisuero especifico, contra el pico 1 ante varios serogrupos de -~
E. coli apatbgenos, seglin la prueba del asa ligada., y un serogrupo-
enteropatégeno (03p). No hubo precipitacidén en ningdn caso.

La figura 3 sefiala la confrontacidn del antisuero antipico ! frente

a varias cepas consideradas como enteropatdgenas y frente al pico -
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3. Hubo precipitacidédn Gnicamente 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 habfan considerado anteriormente como enteropatégenas en el-
Departamento de Producciédn Animal: Cerdos y en otro laboratorio.
Con esta prueba también se ensayaron once muestras de calostro de -
cerdas inmunizadas* contra colibacilosis neonatal poreina, durante-
la gestacibén. En este caso, se colocd el dializado del cultivo de -
la bacteria prototipo (que contenia LT y K88) al centro, para que -
actuara como antigeno, y en los pozos del rededor las muestras de -
calostro. Los resultados se aprecian en la fiqura 4. En todos los -
casos hubo una precipitacidén bien clara que se explica en la discu-
sién. Las muestras de calostro se diluyeron a diluciones dobles con
SSF y se confrontaron ante un cultivo de 18 a 24 h, de la bacteria-
prototipo para obtener una titulacién mediante aglutinacién en tubo
Los tftulos fueron los siguientes:

CALOSTRO TITULO
N°e 1
Ne 2
Ne 3
Ne 4
Ne 5
N°e 6
Ne 7
Ne 8
N°e 9
Ne 10
N° 11 1/1280
Ne 12 ——meme Control negativo

Se probdé el antisuero obtenido en conejo después de la inoculacidbn-
con el pico 3 que supuestamente contenia el ant{geno KB8, confron--
tindolo ante los mismos antigenos anteriores, y el pico 3 ante las-
muestras de calostro. En ningdn caso hubo precipitacién.

{*) Vacunadas con novi-vac 1t K88 (Laboratorios SERVA, S.A.).
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b) Inmunoelectroforesis: En la figura 5 se muestran los resultados-
de esta prueba. La inmuncelectroforesis evidencié 1a presencia de -
una banda, que corresponde a la confrontacién del antisuero elahora
do contra el pice 1 de la columna cromatogrdfica, frente a esta mig
ma fraccién. Con las fracciones 2 y 3 no hubo reaccidn. ’
c¢) Contrainmunoelectroforesis: La figura 6 muestra la lectura obte-
nida con esta prueba. Nuevamente las bandas muestran la positividad
especifica 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 enteropatégenas segin la prueba del asa -
ligada y algunas otras apatbgenas. Se puede observar que hubo rea--
ccibén con la cepa prototipo (0j49: Kgi: Kgg: Hyg), el pico 1 de la-
columna y sblo una de las cepas enteropatdgenas consideradas as{ an
teriormente en otro laporatorio. En el capitulo de discusidn estd -
la posible explicacidén del resultado.

3. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA-SODIO DUODECIL SULFA--
TO: Los resultados se observan en la figura 7. El patrén electrofo-
rético empleado comprendid un rango de peso molecular entre 14 400~
{lactoalbiimina) y 94 000 (Fosforilasa b). Los otros pesos molecula-
res de las proteinas del patrdn electroforético fueron en orden deg
cendente:

- Seroalbiimina bovina —-~-e-c-coeeaocomoo

- Ovoalbfimina —----

- Anhidrasa carbénica —--
- Inhibidor de tripsina -

Se observaron cuatro bandas en el caso del dializado de E. coli (ce
pa prototipo) que corresponden a cuatro tipos distintos de proteina
bacteriana. Los pesos moleculares como evidencia la figura 7 fueron
aproximadamente de 14 000, 30 000, 43 000 y uno mayor de 94 000.
4.- PRUEBA DEL ASA LIGADA:

Después de 24 horas de efectuada esta prueba, se le practicd la ne-
cropsia al conejo empleado, siendo sacrificado con una sobreddsis -
de anestésico voldtil*. Los resultados recabados a la lectura se --

(*) Halotane Mallinckrodt Chemical Works.



apreciar en el cuadro 1 y las figuras 8, 9 y 10. La dosgis adminis-~
trada en cada asa ligada fue de 1 ml de cada una de las muestras es
tudiadas. Cada ligadura fue realizada cuidadosamente para evitar el
posible paso de muestras de un asa ligada a otra; ademis de que la-
disposicién en la aplicacidén de cada dosis, comprendid la separa~--
cién de muestras que pudieran dar resultados falsos positivos.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente estudio difieren de los de-
Ssderlind et. al. (19). Estos autores emplearon Sepharose 2B y obtu
vieron un solo pico en la columna cromatogrdfica, mientras que en -
este caso utilizando la misma resina se obtuvieron tres fracciones.
Sin embargo. la purificacidén hecha dados los resultados obtenidos -
en pruebas de precipitacidn y sobre todo en inmunoelectroforesis -—
fue confiable, ya que solamente se obtuvo una banda de precipita---
cién para el pico 1. Es decir que sdlo habia un antigeno para dicha
fraccidn, 10 que demuestra que el antisuero era realmente monocespe-
cifico.

Los mismos autores mencionados (19), empleando Bio-Gel A-0.5 regis-
traron tres picos con el mismo cultivo. Posiblemente en este trabu-
jo el registro de los tres picos se debid a que el sulfato de amo--—
nio es més eficliente que el cloruro de manganeso para la precipita-
cibén de proteina, aunque los dos picos secundarios no resultaran —-
inmunogénicos.

En la inmunoelectroforesis se encontrd la presencia de un solo antf
geno para el pico 1. Esta prueba se empled para probar hasta qué --
punto el contenido del pico 1 se encontraba realmente purificado, -
es decir, sin la presencia de dos o més antigenoe. Se demostré que-
el antisuero era realmente monoespecifico. Las otras dos fracciones
al no reaccionar se consideraron como no inmunogénicas.

Con 1la prueba de contrainmunoelectroforesis, se confirmaron los re-
sultados de las pruebas de precipitacién en agar, aglutinacién, in-
munoelectroforesis y asa ligada. Se ha dejado sin lugar a dudas que
en la contrainmunoelectroforesis ia reaccidn es especifica y que se
pueden detectar antigenos a pequefias cantidades aun cuando estén --
mezclados con otras sustancias (10, 15). La deteccidn se lieva a ca
bo en dos horas, lo cual le confiere a la prueba vna gran ventaja -
sobre otras. Es muy facil 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 antf{geno y anticuerpo en el



campo eléctrico en medio de soporte.

En la prueba de precipitacidén, se pudo ohservar que el conejo inocu
lado con el pico 3 que supuestamente correspondia al antigeno K88 -
de la bacteria, no reaccioné formando anticuerpos, lo cual indica -
que esa fraccidn no es inmunogénica y que por tanto no correspondia
al antigeno K88 sino a otra protefna de E. coli. Por el contrario -
se observaron reacciones bien claras, cuando el suerc del conejo --
inoculado con el pico 1 reacciond especificamente con el antigeno -
homélogo, con el cultivo completo de la cepa prototipo y con otros-
serotipos reportados como enteropatégencs.

Los calostros mostraron titulos que variaron desde 1/40 a 1/1280 en
aglutinacién. El suero de conejo anti-pico 1 se comportd en forma -
semejante mostrando tftulos altos también (1/2560), 1o que pudiera
aprovecharse para detectar la presencia del antfgeno, en una suspen
sién bacteriana, ya sea en cultivo o en una muestra fecal.

La prueba del asa ligada se 1levd a cabo, con el objeto de corrobo-
rar la capacidad enteropatfgena de algunos serotipos, y relacionar-
la con la posesiédn de la toxina LT. Dos cepas positivas al asa liga
da, mostraron mediante las pruebas de contrainmunoelectroforesis y-
precipitacién en agar que posefan toxina LT, identificable con el -
pico 1 de la columna cromatogrifica. Los cultivos de E. coli que an
teriormente fueron considerados en otro laboratorio como enteropatd
genos no provocaron cambios observables en el intestino de conejo -
cuando se hizo la prueba del asa ligada, ni reaccionaron in_vitro -
con las pruebas de precipitacién y contrainmunoelectroforesis, EL -

pico 1 produjo en asa ligada una reaccién inflamatoria con infiltra
cién moderada de linfocitos en mucosa y submucosa, con necrosls par
cial de las vellosidades; en la submucosa, presencia de microtrom--—
bos y congestién moderada difusa, lo cual es tipico de la reaccidn-
provogada por la presencia de la toxina LT de E. coli* (11).

Con lo anterior se puede concluir, que si se posee un antisuero es-
pecifico contra LT, se puede detectar esta toxina caracteristica de

(*) piagnéstico histopatolfgico del Departamento de patologfia de 1la
F.M.V.Z.
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las cepas enteropatégenas de E. coli en las pruebas de contrainmung
electroforesis, precipitacidn en agar e inmunoelectroforesis, sin -
necesidad del empleo de la prueba bioldgica del asa ligada.

Aunque las pruebas del asa 11gaéa, la prueba del efecto esteroidogé
nico de células adrenales Y1 de origen de ratfn, 1la prueba en célu-
las de ovario de Hamster chino (11, 16) y el aislamiento, son muy -
sensibles dado que utilizan indicadores biolégicos, son costosas y-
complicadas, ademds 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 crfa y manutencién de los animales experimentales asi --
como para el establecimiento del cultive celular.

A todo lo mencionado hay que afiadir, que el personal que efectfie --
estas pruebas debe ser altamente especlalizado. Para nuestro medio-
una o mis pruehas realizadas in vitro con reactivos sencillos y me-
nos delicados, como suero, muestras fecales que supuestamente con--
tengan la bacteria a identificar, resulta mucho mis conveniente. Ya
se menciond que la prueba de contrainmunoelectroforesis que se basa
en 1os mismos principios de 1a precipitacién es 1a mis sensible, y-
con la cual se pueden obtener resultados m&s rdpldos y confiables,-
pero que requiere del equipo de electroforesis. Las otras pruebas -
podrfian aplicarse con la desventaja de una menor sensibilidad.

Con la electroforesis en poliacrilamida, no fue posible determinar-
el peso molecular de la sustancia contenida en el pico 1, aunque -~
en las pruebas serolbfgicas y bioldgicas se demostrd una actividad -
biolégica claramente identificable con dicha toxina.

Dado que se ha demostrado que la toxina y el factor de adherencia -
estén regulados por plasmidos en E. coli, cabrfa la posibilidad de-
que un serodrupo que produzca problemas in vive, al cultivarse in -
vitro perdiera la capacidad enteropatégena (9). En este trabajo, --
tres cepas gque habian sido clasificadas como enteropatégenas, no de
mostraron esa capacidad tanto en las pruebas serolégicas (ausencia-
de toxina LT), como en ia prueba del asa ligada. Serfa por lo tanto

conveniente, aplicar estas pruebas en la suspensidn bacteriana de -
muestras fecales o en su caso, de cultivos frescos.
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FIGURA N..|

Prueba de precipifacidn, donde se confronta el antisuero elaborado
en consjo anti—pico | de columna cromatogriticn. Se enfrentaron
o cspa profotipo (q, ¢, ¢ ), o pml(b).dpbo3(d)ylu-
solucidn salina fisioldgica ().
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FIGURA No. 2

Pruaba de precipitacin, donde se confronta el antisuero elaborado
en conejo anti~pico | de columna cromatogréifica, fresvte a varias
cepos apakigenas y UNa enteropatdgenc de £.coli {£) .
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FIGURA No. 3

Prusba de predpitacidn, donde se confronki el antisuero alaborado
en consjo anti-pico | de columna cromatogrifico, frente a 3 cepas
erferopatigenas de E. coli (o, b, ), la prototipo {d, ) y e ploo
3(e). :

d

o) E.coll serotipo O’ Kogl Koy

b} E.coli sarogrupo Oy

c) E.coll serogrupo Os,

d) E.ol serolipo  Oug: Kyg@ Kpa: Hyo {Prototipa )
) Pko 3

) E.coil serotipo  Oug’ Kot Kgg: Hyo ( Prototipa)

En el pozo da enmedio se tra et ontt doborado contra & pico i,
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FIGURA N.. 4

La figura muestra la lectura de la prueba de precipitocién, donde se confrontan
los calostros de ks cerdas #wnunizadas confra colibacilosis neonatal porcina con
bacterina comercial durante ko gestacion, ante el dializado del cultivo de io bac-
teria prototipo.

w ' Qu . (n ' Oa vb
O=0 O=0
o, 0

50, 050

d d

(1) Pozo central : Didlizodo de E. coli .
Pozos @) ol ) : Muestras de calostros de cerdas.

(I1) Pozo central : Dializodo de E. coli .
Pozos a) ol @) : Muestras de colostros de cerdas.
Pozo f) : Calostro negativo { control negativo ).
Los muestras de calostro fueron las mismes que sa titularon por oglutinacion.

() Nobi~voc {t Kgg { Labomatorios SERVA S. A.)
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FIGURA No. 5

Prueba de inmuncelectroforesis, en la que se enfrentan los tres fracciones
recolectadas de columna, frente ol antisuero especifico onti—pico |.
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FIGURA No. 6

Contrainmunoelectroforesis : Se esquematiza lo lectura que diera la con—~
fronfacion del antisuero contra & pico |, frente a los cultivos de diferentes
cepas de E. coli incluidas en este frabajo.
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FIGURA No. 7

Pruaeba de electroforesis en geles de poliacrilomida donde se muestran las
distintas bandas de profeina del dializado formadas en este medio.
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Gel—A: Patron electroforético

Get —B : Diolizado de E. coli { Cepa prototipo )
Gel—-C: Pico |

Gel~D: Pico 2

Gel—E Pico 3

Los polcs mostrados en esta figurs indicon ef sentido en que emigra ki proteina,
es decir, del pok negative al positivo. Lo profeina de menor peso moleculor se
desplaza mds répido que la de mayor peso moleculor .
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FIGURA No. 8

Prueba biolégica del asa ligada en intestino

delgado de conejo. Se aprecia en el segmento-
correspondiente a la inoculacién con la cepa-
prototipo 1la presencia de liquido y dilata---
cién caracteristica de la actividad de la en-
terotoxina "LT" de E. coli. Los plcos 2 y 3 -
no provocaron reaccifn, las otras cepas su---
puestamente enteropahégenas (E,_coli O30 ¥ ~-
0147: Kgg: Kgg) tampoco provocaron cambios.




FIGURA No. ©

Prueba bioldégica del asa ligada en la que

se observa la presencia de hemorragia pro-
vocada por el pico 1 de columna cromatogri
fica; se aprecia la diferencia que existe-
con el intestino normal.
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FIGURA Ne..lO

Prueba bioldgica del asa ligada en 1la

que se observa la presencia de l{quido
y dilatacién en el sitio de inocula---
cibén de la cepa P155 de E. coli (protgo
tipo) asi como hemorragia ligera.
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CUADRO N !

£a este cuodro se indica [0 lecturo obtenida de ko pruebo del osa
hgoda en conejo, 24 Aoraos despues de hober sido inocslado el -
ammal.

ESTRA r ORDEN DE{PRESENCIA DElpproppycia DE

APLICACION L) 20! B0 o N nEMORRAG 14
1° £ coll serogripo O,, No No
2° Pico 2 . No No
3° £ coli serotipo .
T e s - 8 Moderado

0,y K, Koy ¥y, (Prototipo) 4 4
4° Pco 3 Mo No
8° £ coli serofipo

No No

GarPor"es :

&° £ opli sesogrupe 0’ No No

?® Pico / No Sr
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