s pantne
e

UNIVERSIDAD DE GUADALAJARA

FACULTAD DE CIENCIAS

1, PURIFICACION DE ANTIGENOS FIMBRIALES DE
’ Escherichia coli ENTEROTOXIGENICA

TESIS PROFESIONAL

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
LICENCIADO EN BIOLOGIA
P R E S E N T A

SERGIO NAVARRO FIERROS
GUADALAJARA, JALISCO. 1993




Al contestar este oficlo citese fecha y ndmero

Boulevard General Marcelino Garcia Barragan v Corregidora, SK., Tels. 19-80-54 y 18.82.92, fax (36) 50-30-08, Guadalajura, Ja! A

UNIVERSIDAD DE GUADALAJARA Seccitn ...
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS Expediente .. . .

Numero

SR. SERGIO NAVARRO FIERROS
PRESENTE. -

Manifestamos a usted que con esta fecha ha sido aprobado
el tema de tesis PURIFICACIONDE ANTIGENOS FIMBRIALES DE Escherichia ---
coli ENTEROTOXIGENICA", para obtener la Licenciatura en Biologia.

Al mismo tiempo le informamos que ha sido aceptado como -

su Director de dicha Tesis el M. en C. Luis Gustavo Villa Manzanares.

ATENTAMENTE
YPIENSA Y TRABAJA "
"ANO LIC. JOSE GUADALUPE ZUNO HERNANDEZ"
Guadalajara, Jal., a 3 de Julio de 1991
EL DIRECTOR

~

FACULTAD DE M. mﬁ BEAS ZARATE

CIENCIAS  BIOLOGICAS

EL SECRETARIO

M. 0 N PEDRO TENA MEZA

c.c.p. El Director de Tesis. M. en C. Luis G. Villa M. Pret.-
c.c.p. El expediente del Alumno. -

'BP8




M.en.C Juan L.Cifuentas Lemus
Director de la Facultad de ciencias Bioltgicas
Universidad de Guadalaiara

Por medio de esté conducto.manifiesto a wusted qué una ve:z
revisada lz tesis "FURIFICACION DE  ANTIGENDS FIMBRIALES DE

4

Escherichia coli ENTEROTOXIGENICA" .Fresentada por el

58]
il

.Z2rgio Navarro Fierros pasante de la Licencistura en Bio-
lbgia v habiendo realizado lés observaciones
pertinentes,considerando gué cumple con los regquisitos esta-—
blecidos por la Facultad de Ciencias Biolbgicas a su digno
Cargo para qué continue con los tramites respectivos para 1la

obtencién de su grado de licenciatura.

Sin otro particular vy agradeciendo las atenciones prestadas -

2 la presente.quedo de usted.

M.en.C. Luis B.¥illa Manzanares.
Director de fesis

Guadalajara Jal.20 de octubre 1992



~

Y™

TITUYLDO

Purificacion de antigenos fimbriales de ESCHERICHIA COLI
enterotoxigénica.

QJBJETI VO GENERAL

Furificar los antigemnos fimbriales(kKB88,K99,787F)de ES-
CHERICHIA COLI enterotoxigénica{ECET).

OBJETIVOS FPARTICULARESTS

i-Obtener antisuerns monoespecificos para los antligenos
fimbriales(K88,K99,987F).

2-Purificar los antigenos fimbriales(kK88,Kk99,987F) de ES-
CHERICHIA COLI.
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Y ira fiens un
relevante paosl en 1a economia a2 nnﬂst o pais.ios far‘ores
gue nan limitado fuertementse =1 aumento de producti

ins relativos a los nproblemas de salud destacan
que afectan a los leschones neonatosiZ).En nuestro pais entre
2]l 20-30 de los cerdites gue nacen mueren antes del deste-

te(l.?).

Las enfermedades diarrdicas son una de las causas mas i1mpor-—
tantes de pérdidas scondmicss =n el ganado porcinn.En los le-
chones estos problemas se presentan principalmente durante la
lactancia v despu®s del destet2.las causas g C: d
rrea en lechones son numerosas pudiendo ser e
ter infeccipso(Z).Entre los agentes etiolo f
tes que provozan diarresa se sncuentiran diversns
virus {RCTAVIRUS, CORONAVIRUS) % bacterias{ESCHERICHIA
COLI,CLOSTRIDIUM FERFRINGENS,CAMFYLOBACTER COLI ) .Algunos pa-
rasitos tambi estan relacidnados con procesos diatrr2icos

en lechonas(
En los cerdos, comno en  muchas otras sspecies =25 axiremada—
mente peligrosc la presencia  de spfzrmedades inmediataments
on 1a siltuacidn de los
an completamente vacios
nta

despuds del nacimisnto,=n contraste

humanos.Los lechones al nacimiento =
de inmunoglobulinas maternas porgué no trasfiere la plac
macromoieculas(4).El calostro constituye la unica fuente de
anticuerpos maternos para el cerditc r=cién nacido {(53,58).E1
calostro de la cerda contiens 15grs.de proteina por 100ml.E1l
&B-70% de las proteinas son inmunoglobulinas fbi.Estas inmu
naglaobulinas del calostro pasan intactas a la cirguliacion

atraves del intestino 21 cudl permanece permeable durante las
primeras 34 hrs despusgs del nacimiento gue 2s cusndo sucede
2l cierre intestinal ,por lo tanto el cerditn recién nacido
depende de su madre para sSobrevivir a los multiples retos
infectocontagiosns gue s2 ve esvpuestol(7,5).

ESCHERICHIA COLI se ha reconocidg cHmo un microrganismo po-—
tencialmente enteropastdgeno 2n animales y humanos desde 1a
década de 1978 al asociar ciertos erptipos con la diarrea
intestinal (%).Aungue ESCHERICHIA FD" as parte de la micro
binta normal del intestino de mamifsraos cierta= cenas que
causan diarrea han sido agrupadas dentro de tres difersntes
clases dz aru=rdD a sus mecanismos patogénicos.
1)ESCHERICHIA COLI enterotoxiganica{ECET)

Alenterotoxine termolabil LT ,parecida a colera (a3
ecstimulacion de adenilatociclasal

Blenterotoxina termoestable STalactda por sstimula
guanilatociclasa)
‘Clenterntorina termoestable STB(nuclieotido no ciclico rela-
cionadn & secresibdn de anién )

TESCHERICHIA COLI enterninvasival(ECEI)

DIESCHERICHIA COLI invasiva

T)YESCHERICHIA COLI enteropatogena (ECEFR)

E)ECEF{clase 1)

FIYECEF citotorigénica parecida a la toxina de
shigaf{asociada con colitis hemarragica y sindrome hamali-
tico urédmica).
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£80H Hia £oL 12 famiiia
de l1la terobact [=S indamenta en
ciertas caracter ca k3 ! . Son baci-
los Gram negativos, mo a anaerobios facultati-
vos, catalasa positivos, oxidasa negativos atacan a los azl-
cares fermentativamente 568 produce gas normalmente, citrato
negativo, kcn negativo (11), Ademas de lz demostracion serh
logica de aigunos de sus componentes antigenicos, la tipifi
cacion completa de ESCHERICHIA COLI incluve ia determinacidn
de los antigenos :0 somatico,h . flagelar v capsular (12,13).

La colonizacidn de la mucosa epitelial del intestino esta
mediada por adhesinas especificas v =5 madiante 4stas gue las
c&lulas bacte nas pusden resistir la accion del geristal
tismo vy la secresion de fluidoz en =21 lamen intestinal
(18).Los antigenos de superficie del glucocllix también 1la-
‘madas adhesinas son las responsabhles de la unién sntre las ceé
lulas de la mucosa intestinal y la bacterial(l4). Algunos de
lns antigenos de superficie gque confieren propiedades Rdl"':”:‘:i
vags a lsas s de ESCHERICHIA COLI (ECET), son de natural

¥ =st an cndlflcaﬂos por un plasmidoi{l4). Se 1dnht1*
filamentosos cortos. rectos v menos ri-
gidos.que los flagelos teniendo un range de 7 a 25nm. De di
tro vy de 200 a 1202nm de longitud, a diferencia de los flage-
los que son apéndicss filamentosos de aproximadaments de
12@nm.le dilmetro y son  los  drganos de locomociédn para las
bacterias que los pose#n(l4). La existencia de =2sts tipo de

&

antigenos suparficiales en difesrentes bacterias ha sido re
portade por Anderson y  Hovwink en 19493 y Van Iterson =n
1950 ,Briton v col 1994 introduieron el termino pili a estos
apéndices:2n 1939 Duguid y Wright sugirig&ron =1 nombre a es-—
tos apéndices como fimbrias(Z@).

El primﬁr antigeno de superficie fud por primera vex dﬁ=rri—

to en 17&61 procsdentes de un nuamsro de cepas de ESCHERICHIA
COLI, aisladas en zuinos con la enfzrmedad de s2dema v enteri-
tig{l13). 3 #poca se  reconecia gue la diarrea neonatal
porcina Bstaba caracterizada porr la colonizacidn de cisrtos
seraotipos de EECHF ICHIA COLI en =21 intestino delgado y cue
pos=ian anti que denominaron €88.

Fasteria t& ,agy v [Col,.Representardn la calonizacidn
intestino delgado del cerdn pDr cepas de ESCHERICHIA COLI
carecian del antigeno kK28, p2ro gue pos2ian una adhesina dis-
tinta a la gue llamaron 287F (13} . Fooo despuées Schnsider vy
Sam reportardn  cezpas  de  ESCHERICHIA COLI enterotoxigénicas
q vpresaban amhos antigenos F87F v EBB{14).

En 1972.8mith v Lingood repartaron un  trabajo hecho
por Sojka que cepas de e vy Ccarnern pessian diferenites
antigenos o,pero gue tenian = cha r=lacidn con =21 antigeno
k. gue denominardn antigeno cor E "koce"jposteriormentz2 Drs
kow v col.lLo llamerHn  anti de gsuperficis K?9.Moon vy
cal.Reportaron el aislamisnto del antigeno kK99 =2n cepas de
ESCHERICHIA COLI entesrotoxig®nicas aisladas en cerdos{17).

La colpnizacion v adhesion del  intestino delgadeo e un pra-—
reguisito nesesaric de ESCHERICHIA COLI =nterotoxigénica para
causar enfermedad.Este procsso es mediado por fimbrias (adhe-—
sinas) que forman un  puente 2ntre bacterias y enterocitos.la

expreciin  de la fimbria {(k?P9,k88,787p) ocaciona viru
lenciafl?). lLLas fimbrias Aparscen baJD el microscopio elec-
tronico coma filamentos radiando alrededor de la bacteria -
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__La PDmpuesta por una Dun1d~c DFDtél”
lar de 17.184 daltonsiz ).K88 es una orotelina polis
puesta par dos subunidades aprovimadas de
daltons(4).K9¢ esté compuesta par dos _Jbunidadesfla mayar
con un peso malecular de 29,580 daltons y la menor con un pa~
sa molecular de EEFEQB daltons (Z3). )

l.a inmunidad contra la rolibarilc=is de lechones proviens
del calopstro de 1la madre(5.46,21):;Es  por esté motivo gue 5@
inmuniza a las cerdas geatantes con bacterinas preparadas con
difersntss cepas de ESCHERICHIA COLI,aue contienen general-
mente algunos de leos factores de Adhernncl_if mhtias}) como
son (KB88.,K9.987F)(21).

Las bhacterias que mas se han utilizado seon las preparadas
con la bacteria inactivada Y mezcladas con un
advuvante.genaralmenta de hidroxideo de alumunio v reciente-
mente con adyuvantes oleosos y sintéticos(2l).Estas bacteri-
8% se inyechtan por via iptramuascular a las cerdas gestan-
s ,entre lps 79 y B& dias de gestaciéan vy una segunda apli-
macifn entre los 93 v 128 dias.lLos resultadeos gue se han ob-
tenido en la reducciébn del numsero de lechones diarr=2icos O 2n
la mortalidad ,son variables (Z1}.

Balisr (1983)inmunizo a cardas con ESCHERICHIA COLI 28:KK88
inactivadas con calor.obtaniendo poca efectividad (22},

En un estudio hecho con 2790 cerdas,Boyadzhizu(1983) reduio
la mortalidad de lechones de B.S% =n el grupo control a 1.8%
an =21 grupo inmunizado(21}.

En otro experimento Awad{1984) logro disminuir la mortalidad
de los lechonses del 8% en el grupo control a 5.5% en el grupo
inmunizado(2T).

For otra parte,Baars{1984}en ] cen oun Com-
puesto formado nor LT{toxoide} antigenos
KBBah, kR3Bac ,K9?,987F obtenidos a base de ingenieria genetica
y =mulslflgados con aceite mineral como adyuvante raduciendo

n.18% la mortalidad de los lechones{24).

En México Izetall988) utiiizd una bacterina autdloga prepa-
rada apartir ds ESCHERICHIA COLI aislada del estomage de le-
chones anfermos de la granja,obteniendo una reduccion en el
porcentaie de cerdos diarreicos duarante  la lactancia en un
nromedio de 1B.3%4{21).Todos esstos experimentos gqus sa han
mencionado anteriaormente tiendem a lagrar una disminucidn de
la mortzlided d=2 los lechones d= wuna u otra forma =1 logro
obternido 25 meriiorio. De esta manera lo poco gue s2 ha hecho

=2n nuestro pais recientemente al administrar la bacteria com-
pleta a los lechones tiene suwus carencias de efectividad es
decir par una parta2 1a bactieria administrada pudie carecer
de uno u atro antigeno fimbrial,2std reduce la posibilidad
de eficacia,por otra parte el admin15tr;r la bacteria comple-
ta podria desencadenar en el lechdn reaciones adversas con

posibilidad & ser consideradas touicas.



FLANTEAMIENTO DEL. FROBLEMA

Lz colibacilosis es una =nfermedad infecciosa con una
morbi-mortalidad aouy alta en nuestro madio que afecta princi-
palmentse a los lechones recién nacidos,ocasionando pérdidas
econbnicas  considerables.Fara combatirla se  han utilizado
bacterinas para inimunizar cerdas gestantes inactivando & la
bacteria completa por medios fisico-quimicos,resulta toxi
co,por 1o que wutilizar sploc los antigenos fimbriales purifi

- cados @35 mas efectivo.



causanies de diarrea en porcinos

(K88,K?9,9877). Existen
las antigenos

pero consideramos que

fimbriales con un eguipo

factores

20

mas sencilla v mds escondmica.

menas

I

Ul

son
nuestro medio, farmacoas contaniendo
fimbriales obtenidos npor ingenieria genética,
posible

sofisticado

los antigenos fimbriales

purificar los antigenos

v de una manera



For 21 alto indice de marislidad de las lechones nzonatos
desde =1 nacimientm hasta &l destets en nuesstro pais por cau— |
sa de la colibacilosis.se sfectuara la presente investigacion |
con el oropHsito de dar una aliernativa a todas aquellas
pErsonas gue se dediguen a esta actividad pecuaris tan impor-

tsnte =2n nuestro pais.



mMATERIAL h METODGOGS
Las cepas de ESCHERICHIA COLI de refzrencia K8B8,K79,937F v
K12C sa obtuvierdn de la Escusla Nacional de Jiencias RBiole-
gicas del I.F.N.
La purificacién de logs antigenos fimbriales se realizd por

21 metodo de IsaacsdHn @
Ezsquema de purificaciéon de antiaenos fimbriales
E.COLI K12 kB88ac
E.COLI Ki2 K99b4r
E.COLI 287p
v
calde casoy &6 lts 18-24hrs.37°c
v
centrifugacion 17 ,888g/1@0min

%
resuspencion phs pH 7.2

1}
¥
v
agitacidn =n vortex Z@min.
;
Y

centr?fuaa- idn 1/,Emﬁgflﬂm1n 1
Y v
sobrenadante= . sadi
{fracciétn con fimbrias: (=

[
'

1
4

iemento
elulas pacterianas)

precipitacidn can sulfato
de amornic 10.40/100ml ad’ =/24n.

\ H
) v
centrifugacion 20,000c/10min
1] 1
v V]
sohrenadante precipitado

) {fraccidn con fimbrias) otras fraccicnes

Y
resuspencién pbs pH 7.2 y pre ipi+arién
con sulfato de amonio 11.39/1@8Bml a 4°

v

centrifugacion Z20,2080c/1@min
; i
Y v
sobrenadante precipitado
({otras fracciones) (fraccion con fTimbrias?

v
resuspendido 12ml pbs pH 7.2
y dializado

7



Se sambraron las cepas de ESCHERICHIA CDOLI de refersncia en
caldo n-y y se incubo a 37 grados centigrados por 24 horas,
se Cen a i17,2009g durantz2 10 minutos v se resuspendid
el SEdl Pn+u z2n buffer de fosfatos, pH 7.2(FBES) . Daspues se

homogenizd con =1 vortex por un  periodo no mayor de 30 minu-
tos, luego se centrifugs a 17,2@88g durants 1@ minutos. Se
utilizé solamente 21 sobrenadante y se precipitd con sulfaio
de amanicl(1@.40M108ml) lentamente, voldmen 2 volamen a 4 gra-
dos centigrados con constants agitacidon después s mantuvo en
refrigeracion por 24 horas. S2 centrifugd 120,200 g por 1@ mi-
nutos utlilizando solo el scohrenadante. Egsté se precipito con
Sulfato de fAmonio (11.7gM\i20 ml) de . la forma descrita con
antzrioridad, después se centrifugd a 20,0009 por 20 minutaos,
se obtuvo el sedimiento y se resuspendid con FBRS, después se
congeld por un periodo de 24 horas y luego se d1axl 4 por 24
noras{(25;.

La proteina obtenida se cuantifico por el método de Lowry
wtilizando suero de albumina como control {28).

Fara la deteccidn de antigenos fimbriales se whilizo la téc-
nica de doble difucidn de Ducnterlony.

Frusba de aglutinecién con antisuesros

Farz la produccion de antisusrcs se utilizaron cepas de ES—
CHERICHIA COLI de refersncia KB8,K99,987F. Los antisueros se
obtuvieron mediante el métodeo de Evans vy Col , se inmunizaron
cangjas con las c2pas de ESCHERICHIA COLI de eferenc'a, s
inbcularon en caldo Casoy & incubaron a 37 grados centigrados
g2 casecharcn & las 24 heoras =n sclucion reguladora de Fosfa—
tos (FBES). Se inactivaron con formol al @.@05% y se ajustaron
2 aprodimadaments 198’ Q00,008 bacterias Voml v ose continud
con el siguiete calendario de inmunizacidn con aplicacidn en-
dovenosa (27

Dosis dia
@.5 1
2.9 3z
1.8 &
1.9 12
1.0 15

FPostariormente se procedid a obtensr un voldmen minimo de

sangre para verificar el titulo del antisuero por medio de
agiutinacion en tubo(28}).,

En caso de gue resulitaran baios 1os titulos de anticusrpos
se procedio aplicar 2 dosis de 1.D ml despufs de la Gltima
aplicacion. Después de una szmana s2  sangrd para obtener =21
SUBI T,

El suero s2 absorbid con un pagquete bacteriano d= la cepa
KiZC ESCHERICHIA COLLI de refsrencia gque se2 inoculd en caldo
cCascy para 1ncub=r=e a 37 grados centingrados por 18 horas, se
cosechs e activd 21 paguete con formol al 2.85%4 dicho pa

Lsts S2 mﬂ*c¢b a razon de 1 voldmen por 5 volimenes de suero
e incub&ndnse a IV grados por 2 horas posteriormente de 12 a
18 horas permanecic sn refrigeracion a 4 grados y después se
centrifugbd para separar dicho paguetes bacteriano del suero.
Sz probaron los sueros una vez adsorbidos con las cepas de
refarencia kK88,K99.

0
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adsorher =
a una ZaEpa

Tandola =0
centioradosi 19,
ncionada .

técnica gque s=2 atilizo pa ctar antigenns timbriales

la de doble difusion de O v. Oue consistid =n di-
var 2n solucidon reguladora ] tos (FES) agar nobls 1Y%

y 1% de arzida sédica una vear & zplidificd dicho zagar se
procwd 9 a perforarlo. Los ori no =2xedisron de 7mm de

ametro la distancia no fué 19 mm de un orificio a
4

ntron El orificio del centro con antisuero mDnoEspe-
i cdel al con antigenos f‘mbr*
ados = los usco lin=zas de pre
tacidn 2n =21 sspacio del orif czntro y- los Dr*f_
de alradedor siendo =sta una de i nositiva(2B,29}



Los antisueros se2 obhtuviarsn mediante el matodeo de Evans v
col.Se inmunizaron varios coneiogs  con las cepas de referen-—
Cia{k?9,K38,.987Fcon =21 fin de obtemer el antisuere de cada
cepa con los méas altos  titulos v la mavor monoespeacificidad
posible.

ios resultados de los  titulos obtenidos de leos antisueros
seleccionados se presentan en la tabla numero 1. La cepa mas
inmunogenica fué la K9 al producir 21 antisuero con los mas
altos titulos. de anticuerpos .Contrasta en estos resultados
2l titulo producido por  la cepa 987F,arrojande el antisusrao
can menor titulo de anticusrpos.La cepa KBE produjo una can—
tidad r=gular de anticuerpos.

LLa monoespecificidad de los antisueros fué comprobada gra-
H

cias a la tecnica de doble difusion de Ouchierlony.comé se
observa =n las fotografias 1,.3,5 respactivamente .S5e confirmo
la monoespecificidad de cada wunn de 1ns  ant I2eros que s
utilizaron para detechar antigenns fimbriales.Se aprecia comé
2l antisuero reacciona sspeacificamente con =21 antigeno fim-
brial correspondiente.En la fotografia num=2ro 1 tenemos en el
orificio de el centro 21 antisuero K79 y en los orificios de
alrededor los antigenos fimbriales K99,K8E8,987F notese las
lingas de precipitacidn qué ze forman en el espacio gué com-
prende el orificio de el centro al orificio qué esta lle=no
con el antigeno fimbrial K22.En la fotografia numero I tene-
moz en el orificio de el czntro =21 antisuero KBEB nbtese que
er los orificicos L corresponden  a  las fimbrias K99.987F
existen vestigios de reaccidn pero en el orificin gud corres-
ponde a k8B se forma una gran linea de precipitacion.En la
fotografia numero 5 el orificio de el centro fue llenado con
el antisu=sro 987F por 1o cual ocasiona una débil linsa de
precipitacidn en =1 orificio gué coresponde & la fimbiria 98B7F
v obzervandose negativo en los otros dos orificios.

Proceso de purificacion

Se cuantifich el rendimiento de=  proteina con la técnica de
Lowry en las principales etapss de =21 proceso de purificacid
de cads una de las cenas de refersncia. Comd 3
var en la tabla numeroc 2 el rendimiento de protsina obtenida
en el proceso de purificascibn,es muy similar al inicin de el
proceso de las T cepas es decir hasta la primera precipita-
cidn,pero 2n la segunda precipitacison el rendimiento discr=pa
a favor de K99 obteni=ndo la mayor cantidad de proteina de
los % procesos de purificacion.BEn  la tabla numero I observa-
mos 1a cantidad final de protzins obienids,al finalizar cada
uno de log procasos de purificacion siendo la cepa con mavor

cantidad de proteina K9%9.

For otra parte con la técnica de doble difusidn de Ouchter—
lony se detectaron Antije o0s f1mb iales =2n las principales
etapas de cada uno de los procesos de purificacibon siendo =s-

c
tas las siguisntes etapas de el procesn:Sobrenadante de la
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itado de 1z
oracipitacic

lera arecipitacisn(sh

(FPLll.sobrenadante de la
de la 2nda pecipitaci stigo posit
tivo«En la fotogr: ten=mos el
cacidn correspondiente a la cepa K97 vy podemos
neas de precipitacian muy marcadas =n ios orificios llenados
con el sobrenadantes de la lera precipitaciédn v con 2] preci-

ubservar

pitado de la 2nda precipitacion estd significa la deteccion
de fimbrias en estas dos [ de 21 proceso.For otro lado
an la fotografia numers 4 podemos observar en el proceso de

=

purif
nues

icacidn de la cegpa KBB lineas de pracipilisacisn mis fe-
pero totslments claras v con asto determinamos i
de fimbrias tamb 2n 2n estd  Aroceso.For

= A4

s 2l proceso de puri

muy similar si hacemos refcren—

1a

ci 99,K88)de estéd mansra confirmamos
la las mismas etapas de purif
Tidn o nteriores.En resumen 2n lns 5
Procesos de purificacisan s2 pueden ohssrvar lineas de praci-
pitacion sn las siquintes ztapas de cada proceso:Sobrenadante
de la primera pr2cipitacion v pre2cipitado de la segunda pre-
Cipitacidn.
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Cepa Titulo del antisuero

Ko 10242
k88 312
Pa7F 2960
tabla#l titulos de antisue seleccionados con la tec—
nica de aglutipacion en
ETAFA DE PURIFICALCTION
agitacidn lera pracipitacidn 2nda precipitacion
CERPS YIZ@) 3E{1) 5022} SE(12) S0(10@)
K 2035, 506 4,250 174,000 24,750 14%,020
K88 201,500 2,350 124,000 28, 640 86,00
287F 200,400 2.880 1ig,000 18.840 7%,00G
cantidad total de proteina en microgramos
tabla #2 rendimienta de prateina an las tras

procesos:observese gué al iniciarse el proceso de purifica-
cion las cantidades de prot2ina son muy similares ,perog apar—
tir de ia primera precipitacion las cantidades
difierzn,obteniendo la mas alta cantidad de proteina el piro-
ceso de purificacién de la cepa K?9.E1 numere entre parente-
sis indicea la cantidad en mililitros.nomeclaturatvortexiv)
sedimento!{s2! ,sobrenadante(so) .

Cepa Microgramos \Mililitro
K39 22T
K82 1720

F87F 1578

Tabla # I Cantidad obtenida de proteina al final de= el
procesc de purificacion.
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FOTOGRAFIA No antigenns fimbriales de la capa
K97 en el pr ficacibn.Dbhservese las linsas muy
marcadas en los orificios qué corresponden al sobrenadante de
la primera precipitacién y al precipitado de la sequnda pre-—

cipitacion.




nriiaha

demcs!

- K b ~ars la monoespecificidad de
el antisuero KEE.Noitess qu los orificios qué corrasponden a
K99, 987F existen vestigios de =3 ; al orificio qus&
corresponde al antigeno K8B la linea de precipitacion es muy

notabie.

i
o]
e}

FIa No 4 deteccidn de  antigenos fimbriales de la cena
n el pyorﬂ o de purificacidn.notese las lineas de preci—
i6n qué se forman =2n los orificions ll=nados con =21 so-
ante2 de la primera precipitacion v =1 precipitado de 1la
unda precipitacion.
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No S arushba  paca
iero PB7F.0bse
tigios de resccion

FOTOGRAFIA No &
F87F =n las prin




D i 3CU51IaON

Fara =1 diarrea porcinma se utilizan diversas
bactarin : aue contienen los factores de adheran-
Cia.gus < 16 fieren a la bacteria junto con la pro-

03 posibilidad de ser patdgenas.FPoir
netica se ha logrado conformar un
imbrias de las tres cenas.
catdn  los antigenos fimbriales de
Yy BT con un matodo
ultando esta metodolaogia economica v acse-—

o fu=ra posible se inmunizardn conejns con

(K9%,r86,987F) para poder obtener
para cads una de las cepas,=std se lo-
isueros fueron absorvidos con cepas
ntigenos.Al contar con los antisus-
igenons  fimbriales con la técnica de

3
gro girac wé los 3
gque no eupr=snr:n dichos
ros =2 pudo detact
rionvi{iZg.2%).
0s tres procesos de purificacion de los anti Qs i
brialss se obtuvieron caracteristicas 1
diferentes.Los antigenos fimbriales K?9,K88,987F fueron obt
nidos con la misma técnira(2k¥=L s resultados obienides nos
indican que el antigeno fimbrial K99 arrojo un rendimiento
mayor de proteina en el procaeso de purificacibdn,en compara
cion de los otros dos procesos de purificacién de los antige—
nos fimbriales KB88,987F.La purificacion de antigenos fimbria-—
les con la técnica de Issacson solo ha sido reportada on la
cepa K99,en esté sentido los resultados obiernidos a compara
cion de 1o Db+=nidD por  Issacson{1977) difieren =n lo qué
respecis a ntidad de prot=ina obtanida =n la cena K99 sisn-—
o menor el rmndimlen L0 proteina.For otra lado con ra2specto a
as c=pgs K88,987F no existen reportes de la purifi
stas cepas con 2stéd misma técnica.en consecuencia 21 rendi
ie to d2 proteina de estas cepas es mucho menor si se compa—
ra con lo obtenido en la cepa KF9.Creemos qué ests difarencia
s consecuencia de las conc2ntraciones de sulfato de amonio

os fim—
nera

n
II] 3

n
2

in} lu
m

[u]

M o= L

=

=
an pectivas precipitaciones.

Con rm:DEF+D 4 1os resultados obtenidos son la técnica de
Sucherlony se comprobo la eficacia de esta misma para la de-—
teccion de antigenos fimbriales,.por otro  lado tambien euxist
2n difarsncias & lo que se refisre grosor y tamafo de las
lineas de precipitacidn.
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