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T I T U L O 

PurificaciOn de antlgenos fimbriales de ESCHERICHIA COLI 
enterctoxig~nica. 

OBJETIVO GENERAL 

Purificar los antigenos fimbriales(KBB,K99,987P)de ES
CHERICHIA COLI enterotoxig~nica(ECET). 

O B J E T I V O S P A R T I C U L A R E S 

1-0btene~ antisueros monoespecificos para los antigenos 
fimbriales(KBB,K99,987P). 

2-Purificar los antigenos fimbriales(K88,K99,987P) de ES
CHERICHIA COLI. 
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N T R O D U C C O N 

¡;NTECEDENTES 
Dentro oe las actividades oecuarias la oorcicLtltura tiene un 

relevante paoel" en la. economía ele nue·s·t¡.-o oais,.Los f.:?.\ctares 
que han limitado fuertemente el aumenta de productividad sen 
los relativos a los oroblemas de salud destacando aquellos 
que afectan a los lechones neonatos(2J.En nuestro oais entre 
el 20-30% de los cerditos que nacen mueren antes del deste-
te f ~L ;· 2), 
Las enfermedades diarréicas son una de las causas más impor

tantes de pérdidas económicas en el ganado porcino.En los le
chones estos problemas se presentan princioalmente durante la 
lactancia v después del destete.Las causas que provocan dia
rrea en lechones son numerosas pudiendo ser algunas de carác
ter infeccioso(3).Entre los agentes etiologicos más frecuen-
tes que provocan diarrea se encuentran diversos 
virus(ROTAVIRUS,CORONAVIRUS) y bacteriasCESCHERICHIA 
COLI,CLOSTRIDIUM PERFRINGENS,CAMPYLOBACTER COLI ).Algunos pa-
rásitos también estan 
en lechon•:s ( 31 . 

relaciOnados con procesos diarréicas 

En los cerdos, como en muchas atr3s especies es extremada
mente peligroso la presencia de enfermedades inmediatamente 
después del nacimiento,en contraste con la situeción de los 
humanos.Los lechones al nacimiento estan comoletamente vacios 
de inmunoglobulinas maternas porqu~ no trasfiere la placenta 
macramoleculas(4).El calostro constituye la unica fuente de 
anticuerpos maternos para el cerdito recién nacida (5,6).El 
calostro de la cerda contiene 15grs.de proteina por 100ml.El 
60-70% de las proteínas son inmunoglobulinas (6).Estas inmu 
noglobulinas del calostro pasan intactas a la circulacibn 
atraves del intestino el cuál permanece permeable durante las 
primeras 36 hrs después del nacimiento que es cuando sucede 
el cierre intestinal ,por lo tanto el cerdito recién nacido 
depende de su madre para sobrevivir a los multiples retos 
infectocontagiosos que se ve e:<puesto(7~8) ~ 

ESCHERICH!A COLI se ha reconocido cbmo un microrganismo po
tencialmente enteropatógeno en animales y humanos desde la 
década de 1930 al asociar ciertos serotipos con la diarrea 
intestinal (9).Aunaue ESCHERICHIA COLI es parte de la micro 
biota normal del intestino de mamiferos ciertas cepas que 
causan diarrea han sido agrupadas dentro de tres diferentes 
clases de acuerdo a sus mecanismos patogénicos. 
l)ESCHERICHIA COLI enterotoxig~nica(ECET) 

A)enterataxina termolabil LT,parecida a cólera (actaa par 
estimulacibn de adenilatociclasa) 

B)enterotoxina termoestable STA!act6a por estimulación de 
guanilatociclasal 

C)enterotcxina termoestable STB(nucleotido no ciclico rela
cionado a secre:ión de anión ) 

2lESCHERICHIA CDLI enteroinvasiva(ECEI) 
DlESCHERICHIA COLI invasiva 

3)ESCHERICHIA COL! enteropat6gena (ECEPI 
El ECEP (e la. se 1) 

FJECEP citotoxigénica parecida a la toxina de 
shiga(asociada con colitis hemorrágica y sindrome hemóli
tico urémico) . 
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ESCHERICHIA CDLI es una bacteria aerteneciente a 1~ familia 
de las entercbacteria~. ~u cla~ificaciOn se fundamenta en 
cierta.s ca.racteristi.c~.~ bioauim.icas v :=e-!-Oloaicas,.. Sc.in baci
los Gram neoativos. moviles aerobios v anaer;bios facultati
vos, catala;a posi~ivos, oxidasa nega~ivos atacan a los az0-
cares fermentativamente se produce gas normalmente, citrato 
negativo, kcn negativo (11). Además de la demostración serO 
logica de algunos de sus componentes antigenicos, la tipifi 
caciOn completa de ESCHERICHIA COLI incluve la determinación 
de los antigenos :o somatico,h flagelar y ~apsular (12,13). 

La colonizaciOn de la mucosa epitelial del intestino está 
mediada por adhe~inas especificas v es mediante éstas que las 
c~lulas bacterianas pueden resistir la acción del ceristal 
tismo y la secresi6n de fluidos en el lúmen intestinal 
110).Los antigenos de superficie del glucocálix también lla
madas adhesinas son las responsables de la unión entre las cé 
lulas de la mucosa intestinal y la bacteria(14~. Algunos de 
los antígenos de superficie que confieren propiedades adhesi 
vas a las cepas de ESCHERICHIA COLI (ECETl, san de naturaleza 
protéica y están codificados por un plásmidoC14). Se identi
fican como apéndices filamentosos cortos, rectos y menos ri
gidos que los flagelos teniendo un rango de 3 a 25nm. De diá
tro y de 200 a 1000nm de longitud, a diferencia de los flage
los que son apéndices filamentosas de aproximadamente de 
100nm.De diámetro y son los órganos de locomoción para las 
bacterias que los poseén(14). La existencia de este tipo de 
antigenos superficiales en diferentes bacterias ha sida re 
portada por Anderson y Hovw~nk en 1949; y Van Iterson en 
1950,Briton y col 1954 introdujerOn el término pili a estos 
apéndices;en 1959 Duguid y Wright sugiriéron el nombre a es
tos apéndices como fimbrias(201. 
El primer antigeno de superficie fué por primera vez descri

to en 1961 procedentes de un n0mero de cepas de ESCHERICHIA 
COLI, aisladas en suinos con la enfermedad de edema y enteri
tis(15). En esta época se reconocia que la diarrea neanatal 
porcina estaba caracterizada por la colonización de ciertos 
serotipos de ESCHERICHIA COLI en el intestino delgado y que 
pcseian un antigeno de superficie al que denominaron K88. 
Posteriormente Nagy v Col.Representar6n la colonización del 

intestino delgado del cerdo po~ cepas de ESCHERICHIA COLI ~ue 
carecian del antigeno K88, pera que poseian una adhesina dis
tinta a la que lla~ar6n 987P(18! • Poco después Schneider y 
Sam reportarOn cepas de ESCHERICHIA COLI enterotaxigénicas 
que expresaban ambos antigenos 987P y K88(16). 

En 1972,5mith y Lingood reportaron un trabajo hecho 
por Sajka que cepas de ternero y carnero pcseian diferentes 
antigenos o,perc que tenian estrecha relación con el antigeno 
~;: que denominaxón anti•;¡eno com>:m K "kco" ;pasteri•ormente Ors 
kou y col.Lo llamarán antigeno de superficie K99.Moon y 
col.Repartaron el aislamiento del antigeno K99 en cepas de 
ESCHERICHIA COLI enterotoxigénicas aisladas en cerdos(17). 

La colonización y adhesión del intestino delgado es un pre
requisito nesesario de ESCHERICHIA COLI ~nterotoxigénica para 
causar enfermedad.Este proceso es mediado par fimbrias (adhe
sinas) que forman un puente entre bacterias y enterocitos.La 
expreción de la fimbria (k99,k88,987p) ocaciona viru 
lencia(19). Las fimbrias aparecen bajo el microscopio elec
tronico coma filamentos radiando alrededor de la bacteria -
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estos filamentos varian en longitud v ceso molecular(41.987~ 
está compuesta por una subunidad proté1ca con un peso molecu
lar de 17.184 daltons(26).K88 es una proteina polimerica com 
puesta por dos subunidades aproximadas de 23,000 
daltons!4).K99 está compuesta por dos subunidades,la mayar 
con un peso molecular de 29,500 daltons y la menor con un pe
so molecular de 22,500 daltons (25). 

La inmunidad contra la colibacilosis de lechones proviene 
del calostro de la madre(5,6,21);Es por esté motivo que se 
inmuniza a las cerdas gestantes con bacterinas preparadas con 
diferentes cepas de ESCHERICHIA COLI,que contienen general
mente algunos de los factores de adherencia(fimbriasl como 
son (K88,K99,987P)(21). 
Las bacterias que más se han utilizado son las preparadas 

con la bacteria inactivada y mezcladas con un 
advuvante,generalmente de hidróxido de alumunio v reciente
mente con adyuvantes oleosos y sintéticos(211.Estas bacteri
nas se inyectan por via intramuscular a las cerdas gestan
tes ,entre los 79 y 86 dias de gestacibn y una segunda apli
cación entre los 93 y líZ!íZ! dL3.s.Los r-esultados que se ha."n ob
tenido en la reduccibn del numero de lechones diarréicos o ~n 

la mortalidad ,son variables (21). 
Baljer (1983)inmunizo a cerdas con ESCHERICHIA COLI 08:K88 

inactivadas con calor,obteniendo poca efectividad 122). 
En un estudio hecho con 270 cerdas,Boyadzhizu(1983) redujo 

la mortalidad de lechones de 8.5% en el grupo contr-ol a 1.8% 
en el grupo inmunizado(21). 

En otr-o experimento Awad(1984) logro disminuir la mortalidad 
de los lechones del 8% en el grupo control a 5.5% en el grupo 
inmunizado(2.3). 
Por otra par-te,Baar-s(1984)en Europa experimehto con un com

puesto formado por LT(toxoidel y los antigenos 
K8Bab,K88ac,K99,987P obtenidos a base de ingenier-ia genetica 
y emulsifícados con aceite mineral como adyuvanfe reduciendo 
en.l8% la mortalidad de los lechones(24). 

En México Izeta(1988) utilizO una bacterina autóloga prepa
rada apartir de ESCHERICHIA CO~I aislada del estomago de le
chones enfermos de la granja,obteniendo una reducción en el 
porcentaje de cerdos diar-reicos durante la lactancia en un 
promedio de 18.5%(2l).Todos estos experimentos que se han 
mencionado anteriormente tienden a lograr una disminución de 
la mortalidad de los lechones de una u otr-a forma el logro 
obtenido es m~ritorio. De esta manera lo poco que se ha hecho 
en nuestr-o pais recientemente al administr-ar la bacteria com
pleta a los lechones tiene sus carencias de efectividad es 
decir por una parte la bacteria administrada pudiera carecer
de uno u otro antigeno fimbrial,estó reduce la posibilidad 
de eficacia,por otra parte el administrar la bacteria comple
ta podria desencadenar en el lechón reaciones adversas con 
posibilidad a ser consideradas tbxicas. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La colibacilosis es una enfermedad infecciosa con una 

morbi-mortalidad muy alta en nuestro medio que afecta princi-

palmente a les lechones recién nacidos,ocasionando pérdidas 

econbmicas considerables.Para combatirla se han utilizado 

bacterinas para inmunizar cerdas gestantes inactivando a la 

bacteria completa par medios fisico-quimicos,resulta taxi 

co,par lo que utilizar solo los antigenas fimbriales purifi 

cadas es más efectivo. 
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H P O T E S S 

Los principales factores de adherencia en ESCHERICHIA COLI 

causantes de diarrea en porcinos son los antigenos fimbriales 

(K88,K99,987P). Existen en nuestro medio,f~rmacos conteniendo 

los antigenos fimbriales obtenidos par ingenieria genética, 

pero consideramos que es posible purificar los antigenos 

fimbriales con un equipa menos sofisticado y de una manera 

más sencilla y más económica. 

S 



J U S T I F I C A C I O N 

Par el alto indice de mortalidad de los lechones neonatas 

desde el nacimiento hasta el destete en nuestro pais por cau

sa de la colibacilosis,se efectuara la presente investigación 

con el oropOsito de dar una alternativa a todas aquellas 

personas que se dediquen a esta actividad pecuaria tan impar-

tante en nuestro pais. 
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MATEPIP:L y M E T O D O S 

Las cepas de ESCHERICHIA COLI de referencia K88,K99,987P v 
K12C se obtuvierón de 120. Escuela. Na.ciana.l de Ci·=ncia.s 8ialc
gicas del I.P.N. 

La purificación de los antigenos fimbriales se realizó par 
el método de Isaacs6n : 

Esquema de purificación de antigenos fimbriales 
E.COLI K12 K88ac 
E.COLI K12 K99b4i 
E.COLI 987p 

V 
caldo casoy 6 lts 18-24hrs.37'c 

V 
centrifugación 17,000g/10min 

V 
resuspención pbs pH 7.2 

V 
agitación en vortex 30min. 

V 
centrifugación 

V 
sobrenadan t•= 

(fracción con fimbrias) 

17,!i:iiZ!0g/10min 

V 
sediemento 

(células bacterianas) 

precipitación con sulfato 
de amonio 10.6g/100ml a4'c/24h. 

V 
centrifugación 20,1Z!IZ!0g/10min 

V 
sobrenadan te 
(fracción con f imbrie.s) 

V 

V 
precipitado 
otras fracciones 

resuspención pbs pH 7.2 y precipitación 
con sulfata de amonio 11.3g/100ml a 4'c 

V 
centrifugación 20,000g/10min 

V 
sobrena.da..nte 

(otras fracciones) 

. ' 
' 
V 

precipitado 
(fracción con fimbrias! 

V 
resuspendido 12ml pbs pH 7.2 

y dializado 
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Se sembraron las cepas de ESCHERICHIA COLI de referencia en 
caldo casoy y se incubó a 37 grados centigrados por 24 horas, 
se centrifucb a 17,0~00o durante 10 minutos y se resuspendió 
el sediment~ en bu~fer ~e fosfatos, pH 7.2(P88) • Después se 
homogenizO con el vortex por un periodo no mayor de 30 minu
tos, luego se centrifugO a 17,000g durante 10 minutos. Se 
utilizó solamente el sobrenadante y se precipitó con sulfato 
de amoniol10.6g\100ml) lentamente, vol~men a volOmen a 4 gra
dos centigrados con constante agitación después se mantuvo en 
refrigeración por 24 horas. Se centrifugó 10,00~ g por 10 mi
nutas utlilizando salo el sobrenadante. Esté se precipita con 
Sulfato de Amonio (11.3g\10~ ml) de la forma descrita con 
anterioridad, después se centrifugO a 20,~00g por 20 minutos, 
se obtuvo el sedimiento y se resuspendi6 con PBS, después se 
congeló por un periodo de 24 horas y luego se dializó por 24 
horas(25). 

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

Para la detección de antigenos fimbriales se utilizó la téc
nica de dable difucibn de Ouchterlany. 

Prueba de aglutinación can antisueros 

Para la producci6n de antisuercs se utilizaron cepas de ES
CHERICHIA COLI de re~erencia K88,K99,987P. Los antisueros se 
obtuvieron medidnte el método de Evans y Col , se inmunizaron 
conejos con las cepas de ESCHERICHIA COLI de referencia, se 
inocularon en caldo Casoy e incubaron a 37 grados centÍgrados 
se cosecharon a las 24 horas en soluci6n reguladora de Fosfa
tos (PBS). Se inactivaron con formol al 0.05% y se ajustaron 
a aproximadamente 10'000,000 bacterias \ ml y se continuó 
con el siguiete calendario de inmunizaci6n con aplicación en
dovenosa(27): 

Dosis di a 
0~ 5 1 
On 5 ~ 

1.0 6 
1 ,0 12 
1 .0 15 

Posteriormente se procedi6 a obtener 
sangre para verificar el titulo del 
aglutinaciOn en tubo(28). 

un volúmen minimo de 
antisuero por medio de 

En caso de que resultaran bajos les titulas de anticuerpos 
se pracedio 
aplicación~ 

suero. 

aplicar 2 dosis de 1.0 ml despu~s de la última 
Después de una semana se sangr6 para obtener el 

El suero se absorbió con un paquete bacteriano de la cepa 
K12C ESCHERICHIA CDLI de referencia que se inoculb en caldo 
casoy para incubarse a 37 grados centigrados por 18 horas, se 
cosechó e inactivO el paquete con formol al 0.05% dic~o pa 
quete se mezclO a razón de 1 volOmen por 5 vol~menes de suero 
e incub~ndose a 37 grados por 2 horas posteriormente de 12 a 
18 horas permanecía en refrigeracibn a 4 grados y después se 
centrifugO para separar dicho paquete bacteriano del suero. 
Se probaron los sueros una vez adsorbidos con las cepas de 
referencia K8B,K99. 
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P~ 3 ~dscrber el suero de la cepa 987P de referencia se citi
lizb a una cepa negativa que no exprese est~ antigena ~nocu
ltncala en caldo casov e incubando a 18 grados 
cent!qradosl10,16l para proseguir can la metodologia antes 
mencionada . 

La técnica qué se úti!izo para detectar antigenos fimbriales 
es la de doble difusibn de Ouchterlony. Que consistió en di
solver en solucibn reguladora de Fosfatos CPBSl agar noble 1% 
Y .1% de azida sbdica una vez qué solidificó dicho agar se 
procedió a perforarlo. Los orificios no exedieron de 7mm de 
di~metro la distancia no fué mayor de 10 mm de un orificio a 
otro. El orificio del centro se lleno con antisuero monoespe
cifico y los orificios del alrededor con antigenos fimbriales 
purificados y al paso de los dias se busco lineas de precipi
taci6n en el espacio del orificio del centro y los orificios 
de alrededor siendo estl una detecci6n positiva(28,29]. 
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~ e S U L T A D O 3 

Los ant1sueros se obtuvier~n mediante el método de Evans y 
col.Se inmunizaron varios conejos con las ceoas de referen
cia(K99.K88.987Plcon el fin de obtener el antisuero de cada 
cepa con los m~s altos titulas v la mavor monoespecificidad 
posible .. 

Los resultados de los titulas obtenidos de los antisueros 
seleccionados se presentan en la tabla numero 1. La cepa m~s 
inmunogenica fué la K99 al producir el antisuero con los más 
altos titulas de anticuerpos .Contrasta en estos resultados 
el titulo producido por la cepa 987P,arrojando el antisuero 
con menor titulo de anticuerpos.La cepa KBS produjo una can
tidad regular de anticuerpos. 

La monoespecificidad de los antisueros fué comprobada gra
cias a la técnica de doble difusión de Ouchterlony,comó se 
observa en las fotografias 1,3,5 respectivamente .Se confirmb 
la monoespecificidad de cada uno de los antisueros qué se 
utilizaron para detectar antigenos fimbriales.Se aprecia comO 
el antisuero reacciona especificamente con el antigeno fim
bria! correspondiente.En la fotografia numero 1 tenemos en el 
orificio de el centro el antisuero K99 y en los orificios de 
alrededor los antigenos fimbriales K99,K88,987P nótese las 
lineas de precipitacibn qué se forman en el espacio qué com
prende el orificio de el centro al orificio qu~ esta lleno 
con el antigeno fimbrial K99.En la fotografía numero 3 tene
mos en el orificio de el centro el antisuero KBB nótese qué 
en los orificios qué corresponden a las fimbrias K99,987P 
existen vestigios de reacción pero en el orificio qué corres
ponde a K88 se forma una gran linea de precipitación.En la 
fotografia numero 5 el orificio de el centro fue llenado con 
el antisuera 987P por lo cual ocasiona una débil linea de 
precipitación en el orificio qué coresponde a la fimbria 987P 
y observ~ndcse negativo en los otros dos orificios. 

Proceso de purificación 
Se cuantificO el rendimiento de proteina con la técnica de 

Lowry en las principales etapas de el procese de purificación 
de cada una de las cepas de referencia. ComO se puede cbser 
var en la tabla numero 2 el rendimiento de proteina obtenida 
en el proceso de purificacibn,es muy similar al inicio de el 
proceso de las 3 cepas es decir hasta la primera precipita
ción,pero en la segunda precipitación el rendimiento-discrepa 
a favor de K99 obteniendo la mayor cantidad de prateina de 
los 3 procesos de purificacibn.En la tabla numero 3 observa
mos la cantidad final de protDina obtenida,al finalizar cada 
uno de los procesos de purificación siendo la cepa con mavor 
cantidad de proteina K99. 

Por otra parte con la t~cnica de doble difusión de Ouchter
lony se detectaron antigenos fimbriales en las principales 
etapas de cada uno de los procesos de purificación siendo es
ta.s las siguientes etap.as de el pr·oceso: Sobt-enadan te de la. 

10 



Lera precipitaciOn!SDl),precipitado de la lera recipitación 
(PPll~sobrenadante de la 2nda precipitaciOníSD2 ,precipitado 
de la 2nda pecipitación1PP2),testigo positivo y estiqa nega
tivanEn la fotografia numero 2 tenemos el proceso de purifi
cac1on correspondiente a la cepa K99 y podemos observar li
neas de Precipitación muy marcadas en los orificios llenados 
con el sobrenadante de la lera precipitaci6n y con el preci
pitado de la 2nda precipitación est6 significa la detección 
de fimbrias en estas dos etapas de el procesa.Por otra lado 
en la fotografía numero 4 podemos observar en el proceso de 
purificación de la cepa K88 lineas de precipitación m~s te
nues pero totalmente claras y con esto determinamos la exis
tencia de fimbrias tambien en esté proceso.Por ultimo en la 
fotografía numero 6 obse,~vamos el proceso de purificación de 
la cepa 987P esté es un caso muy similar si hacemos referen
cia a los casos anteriores(K99,K88)de est~ manera confirmamos 
la existencia de fimbrias en las mismas etapas de purifica
ción ccmb eA los proceses anteriores.En resumen en los tres 
procesos de purificacion se pueden observar lineas de preci
pitación en las siguintes etapas de cada proceso:Sobrenadante 
de la primera precipitación y precipitada de la segunda pre
cipitación. 
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Ceoa 

K99 
~8 

987P 

Titulo del antisuero 

10240 
5120 
2560 

tabla#! titulas de antisueros seleccionados con la téc
nica de aglutinación en tubo. 

E T A P A D E P U R I F I C A C I O N 
lera precipitación 

CEPA 
agitación 

V(30) SE(l) 80(50) 
2nda precipitación 
SE112) 60(1001 

K99 205,500 4,350 196,000 26~760 163,000 
K88 201,600 2~350 124,000 20,640 86,000 
987P 200,400 2,880 118,000 18,840 73,000 

cantidad total de proteina en microgramos 
tabla #2 rendimiento de proteina en los tres 
procesos:observese qué al iniciarse el proceso de purifica
cibn las cantidades de proteina son muy similares ,pero apar
tir de la primera precipitacibn las cantidades 
difieren,obteniendo la m~s alta cantidad de proteina el pro
ceso de purificación de la cepa K99.El numero entre parente
sis indica la cantidad en mililitros.nomeclatura:vortex(v) 
,sedimento!se),sobrenadante(so). 

Cepa 

K99 
K88 
987P 

Microgramos \Mililitro 

223~ 

1720 
1570 

Tabla # ~ Cantidad obtenida de proteina al final de el 
proceso de purificación. 
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FOTDGRAFIA No 1 con la tecnica ce Oucherlonv se ccnf~rmc !a 
moespecificidad de el antisuero K99.Los orificios fueron lle
nados con antigenos fimbriales purificados K99,K88.987P.se 
puede observar lineas de precipitaci6n muv marcadas en el 
orificio aué co~respcnde al antiqenc K99. 

FOTOGRAFIA No 2 detección de antigenos fimbriales de la cepa 
K99 en el proceso de purificación.Observese las lineas muy 
marcadas en los orificios qué corresponden al sobrenadante de 
la primera precipitación y al precipitado de la segunda pre
cipitación. 
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·- ~ •. --- v - ~- - ~ reacci6n,pero al cr 
corresponde al antigeno KBB la linea de precipitac 
notable" 

KBB 

só\' 

icidad de 
sponden a 
ficicJ qué 
ón es muy 

FOTDGRAFIA No 4 detección de antioenas fimbriales de la ceca 
K88 e el proceso de purificacibn,~otese las lineas de preci
pitac On qué se forman en los orificios llenados con el so
brena ante de la primera precipitación y el precipitado de la 
segun a precipitacibn. 
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FOTOGRAFIA No 5 Drueba cara confirmar 
de el antisuero 987P.Observese oué en 
existen vestigios de reaccion= 

la monoespecificidad 
los otros orificios no 

FOTOGRAFIA No 6 deteccibn de antígenos fimbriales de la cepa 
987P en las principales etapas de el proceso de purificaci6n. 
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D 3 C U S I O N 

Par5 el control de la diarrea corcina se utillzan diversas 
bacterinas comerciales cue contienen los factores de adheren
cia,que sen los oue confieren a la bacteria junta con la pro
ducción de enterotcxinas la pasibilidad de ser patOgenas.Por 
otra lado can ingenieria genética se ha lograda conformar un 
compuesto conteniendo las fimbrias de las tres cecas. 

En este trabajo se purificarOn los antigenos fimbriales de 
las cepas K99,K88 y 987P con un método 
fisico-quimico,resultando esta metodologia economica y acse
sible.Para qué esto fuera posible se inmunizarOn conejos con 
las cepas de referencia (K99,K88,987Pl para poder obtener 
antisueros especificas para cada una de las cepas,estó se lo
gro gracias a qué los antisueros fueron absorvidos con cepas 
qué no e::presaron dichos antigenas.Al contar con los antisua
ros se pudo detectar antígenos fimbriales con la técnica de 
Ouchterlony(28,29l. 

En los tres procesos de purificación de los antigenos fim
briales se obtuvieron caracteristicas generales 
dife~entes.Las antigenos fimbriales K99,K88,987P fueran obte
nidos con la misma técnica(25).Lcs resultada~ obtenidos nos 
indican que el antigeno fimbria! K99 arroja un rendimiento 
mayor de proteina en el proceso de purificación,en compara 
cien de los otros dos procesos de purificación de les antige
nos fimbriales K88,987P.La purificación de antigenos fimbria
les con la técnica de Issacson solo ha sido reportada en la 
cepa K99,en esta sentido los resultados obienidos a campara 
ción de lo obtenido por Issacsoni1977) difieren en la qué 
respecta a cantidad de proteina obtenida en la cepa K99 sien
do menor el rendimiento proteina.Por otro lado con respecto a 
las cepas K88,987P no existen reportes de la purificación de 
estas cepas con está misma técnica,en consecuencia el rendi 
miento de proteina de estas cepas es mucho menor si s~ compa
ra con lo obtenido en la cepa K99.Creemos qué está diferencia 
es consecuencia de las concentraciones de sulfato de amonio 
en las dos respectivas precipitaciones. 

Con respecto a los resultados obtenidos con la técnica de 
Oucherlony se compraba la eficacia de esta misma para la de
tección de antigenos fimbriales,por otro lado tambien exist 
en diferencias a lo que se refiere grosor y tama~o de las 
lineas de precipitación. 
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e o N e L u e O N E S 

1-La e~iciencia en la obtención de las proteinas fimbriales 
fu~ menor que la obtenida par Issacsón~ 

2-La técnica utili=ada es util para 
brias de las cepas K99,K88,987P. 

la purifica~iOn de fim 

3-Ss comprobc la eficacia de la t~cnica de Ducherlonv para 
detectar antígenos fimbriales~ 

4-Está ~etcdclagia es mas económica y acsesible a casi todos 
los laboratorios,que la de obtener las fimbrias pcr inge
nieria genética. 

5-El rendimiento de proteina f~é mayor en el proceso de puri 
ficaci~n de la cepa K99. 
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