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RESUMEN

Las cepas de Escherichia coli enterotoxigénicas (ECET) que expresan la fimbria K88 son las que con mayor fre-
cuencia mundial causan colibacilosis en cerdos neonatos. Se han identificado tres tipos de fimbrias K88 serolégica-
mente diferentes: K88ab, K88ac y K88ad. La designacién “a” se refiere a epitopes comunes portados por todos los
serotipos, mientras las denominaciones “b”, “c” y “d” se refieren a epitopes serotipo especificos. En este trabajo se
expone la obtencidn de varios anticuerpos monoclonales que se unen mayoritariamente a epitopes conformacionales
presentes en la regidn “a” de la fimbria K88. Esta region fue inmunodominante a pesar de las diferentes condiciones
de inmunizacion usadas. Los anticuerpos obtenidos reconocen en la regién ”a”, al menos dos epitopes diferentes. Los
anticuerpos monoclonales generados pudieran ser empleados para el disefio de sistemas de diagnéstico.
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ABSTRACT

Escherichia coli strain showing K88 fimbria provoke the highest number of coli infections in newborn piglets
around the world. Three serologically different K88 fimbria have been identified: K88ab, K88ac and K88 ad. Letter
“a” refers to common epitopes carried by every serotype, while “b”, “c”, and “d” refer to epitopes having a specific
serotype. Several monoclonal antibodies mostly joining to conformational epitopes present in region “a” from K88
fimbria were obtained. No matter the different conditions used for immunization, “a” continued being immunodomi-
nant. Antibodies obtained from this region showed two different epitopes at least. The monoclonal antibodies could

be used designing diagnosis systems.
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INTRODUCCION

Las fimbrias K88 (F4) son largas proteinas de
superficie con una estructura polimérica, filamen-
tosa, expresada por cepas de Escherichia coli en-
terotoxigénicas (ETEC). La F4 media la adheren-
cia de la ECET a receptores especificos presentes
en los bordes de cepillo de los enterocitos, como
paso previo a la colonizacion del intestino delga-
do del hospedero (Van den Broeck, et al, 1999).

Esta fimbria consiste de una subunidad mayor
(FaeG) y subunidades menores (FaeF, FaeH,
FaeC y probablemente Fael) (Van der Broeck, et
al, 2000). De ellas han sido descritos varios sero-
tipos: F4ab, F4ac y Fdad (Gaastra y Amstru-
Pedersen, 1986; Guinée y Jansen, 1979; Mooi
y de Graaf, 1985; Thiry et al., 1987), los dos
primeros son responsables de diarrea y mortalidad
en cerdos neonatos y al destete, mientras que la
K88ad no se asocia con la patogenicidad. La
K88ac es la variante mas comuln asociada con di-
arreas en cerdos (Gonzélez, et al., 1995; Wes-
terman, et al., 1988). Cada variante antigénica se
une a receptores particulares en los enterocitos
porcinos (Baker et al., 1997).

ISSN 0258-6010

Las variantes de K88 contienen multiples de-
terminantes antigénicos; el “a” es compartido por
las tres variantes, mientras que el b, ¢ y d son va-
riables y por tanto, especificos para cada una de
ellas (Dykes et al., 1985). El andlisis de la estruc-
tura primaria de varias fimbrias K88 ha demostra-
do que las pequefias porciones variables de sus
secuencias aminoacidicas estan localizadas hacia
el dominio C-terminal y ellas determinan la espe-
cificidad serolégica de los epitopes. Los principa-
les sitios de variabilidad en la secuencia aminoa-
cidica de la K88 estan localizados en los residuos
104, 163-174, 208-224. La variacion en el ultimo
fragmento esta restringida a la fimbria K88ad
(Bakker et al., 1990). En estudios de mapeo de
epitopes realizados con anticuerpos monoclonales
por Baker et al., (1990), se comprobd que existen
al menos dos determinantes antigénicos comunes
a todas las fimbrias K88 en la region “a”, mien-
tras que en las porciones variables coexisten un
epitope especifico para cada serotipo y epitopes
compartidos para ab—ad y para ab—ac.

En los estudios mencionados, asi como en la de-
terminacion de la estructura fimbrial, la especifi-
cidad de la unién al receptor de las tres variantes
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antigénicas y el desarrollo de sistemas para la de-
teccion e identificacion de las fimbrias K88 han
sido ampliamente utilizados los anticuerpos mo-
noclonales (AcM) (Foged, et al., 1986; Thorns et
al., 1987; Liy Liu, 1989; Baker et al., 1990; Ba-
ker et al., 1992; Campal et al., 2004).

En este articulo se describe un estudio realizado
con 5 AcMs que reconocen diferentes epitopes en
la fimbria K88, demostrandose la inmunodomi-
nancia de la region “a”, lo cual puede tener impor-
tancia para el futuro desarrollo de vacunas.

MATERIALES Y METODOS

Antigenos

En los esquemas de inmunizacion se emplearon
las fimbrias K88ab y K88ad extraidas de las cepas
de ECET G7 (08:K87:K88ab); y prl90-
56(032:K87: K88ad). Las células fueron crecidas
en medio Minca durante 4 h y las fimbrias fueron
purificadas hasta un 70 % de pureza segln el pro-
tocolo de de Graaf y Roorda (1982). Para la in-
munizacion de los ratones con la fimbria K88ac
se utilizaron células completas de la cepa G205
(08: K87:K88ac) muertas con 0,5 % de formali-
na. En los ensayos inmunoenzimaticos indirectos
y de competencia se utilizaron todas las fimbrias
extraidas y purificadas. Las determinaciones de
proteinas se realizaron en todos los casos por el
método descrito por Lowry et al., (1951). Como
control negativo en los ensayos se utilizaron las
cepas de ECET crecidas a 18 °C .
Esquemas de inmunizacion

Para la inmunizacion de los ratones Balb/c
hembras (Centro de Produccion de Animales de
Laboratorio, CENPALAB, Cuba) de 7 semanas
de edad, con las diferentes variantes de la fimbria
K88 se emplearon los esquemas descritos en la
tabla 1. El titulo de anticuerpos especificos hacia
los antigenos fimbriados se determind mediante

un ELISA indirecto (Campal et al., 2004).
Generacién y purificacion de los anticuerpos
monoclonales

Para la obtencion de los AcMs se realizaron tres
experimentos de fusidn (uno para cada antigeno),
seleccionando para ello al raton de mayor titulo
de cada esquema. En todos los casos el procedi-
miento seguido fue el mismo: los esplenocitos de
raton fueron fusionados con células de mieloma
murino de la linea X63/Ag8/653 (ATCC). Para la
fusidn, clonaje y chequeo de la secrecion de los
hibridomas se siguié el protocolo descrito por
Koller y Milstein (1975), Duarte et al. (1987). El
ELISA indirecto para el tamizaje de los sobrena-
dantes de cultivo se realizd segun lo descrito por
Campal et al., 2004).

Los anticuerpos obtenidos fueron purificados a
partir de liquido ascitico segun su isotipo. Para
ello la ascitis fue precipitada con (NH),SO, al
50 % de saturacion. En el caso de los AcMs de
isotipo IgM el precipitado se dializ6 en Tris 10
mmol/L pH 8,5y se purificd por cromatografia de
intercambio i6nico en DEAE-Sephacel. La elu-
sion fue realizada con un gradiente creciente de
NaCl entre 50 y 500 mmol/L . Por su parte, los
AcM, de isotipo IgGl fueron purificados por
cromatografia de afinidad con proteina A sep-
harosa CL-4B (Pharmacia, Suecia), segln las ins-
trucciones del fabricante. Finalmente, todas las
fracciones fueron dializadas contra PBS1x y ana-
lizadas por Lowry (1951), electroforesis en gel de
poliacrilamida al 10 % (SDS-PAGE) (Laemli,
1970) y ELISA indirecto recubriendo con el anti-
geno.

Caracterizacion de los AcMs

Para la caracterizacion de los anticuerpos obte-
nidos se determind su reactividad cruzada frente a
antigenos fimbriados relacionados, el isotipo, la
naturaleza del epitope reconocido por Western

Tabla.1 Esquemas de inmunizacion utilizados para la obtencion de los diferentes anticuerpos monoclonales

Inmunizacion primaria

Inmunizacién secundaria

Inmunizacion final

Ag Adyuvan Dosis Via |[Adyu-  Dosis

te vante

Via  Fre- No. de Adyu- Dosis Via

Cuencia reinmuni- | vante
(dias) zaciones

K88ab ACF 10 ng s.c AlF 10 ng
K88ad ACF 50 pg s.c AlF 30 ng

K88ac Sin 5x10° ip AIF 5 x10°
adyu- células células
vante

sc. 14 3 No 10ug ip

ip 21 4 No 30pg  i.p.

ip. 30 2 No 5x10% v
células

AFC - Adyuvante Completo de Freund (DIFCO, USA). AlF — Adyuvante Incompleto de Freund (DIFCO, USA).

i.p — intraperitoneal, i.v — intravenosa, s.c — subcutanea,
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Blot y la constante de
afinidad. En todos los
ensayos se siguieron los
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Tabla 2. Caracteristicas mas importantes de los cinco anticuerpos monoclonales esta-
blecidos como resultado de tres experimentos de fusion diferentes

dimient . Obtenido  por Isotipo Regi6n antigénica re- Ka M™.
Procedimientos -menclo- A inmunizacion conocida en las fim-
nados y/o descritos por con el antigeno brias K88
Campal, et al. (2004), T BT
utilizando los antigenos cBC-K88abl K88ab IgM X 5X10°
correspondientes en cada CBC- 20/70 K88ab IgM X ND
caso. CBC- 3/21 K88ad IgM X X ND

Se ensay6 ademas la CBC- K88al K88ac 1gG1 X 2,5X10%
capacidad de los anti- _CBC- K88a2 K88ac IgGl1 X 0,2X10"

cuerpos para aglutinar a
las cepas de ETEC K88+ tal como describieron
dichos autores. Para su posible uso en ensayos
inmunoenzimaticos los AcMs obtenidos fueron
conjugados con peroxidasa de rabano picante
(HRP) segin Wilson y Nakane (1976).
ELISA competitivo para el andlisis de epitopes

El AcM CBC-K&88a.2 purificado fue adicionado
en concentraciones decrecientes desde 1ug/mL
hasta 1ng/mL, diluido en solucién de bloqueo
(0,5 % de leche descremada diluida en PBS 1x) a
las tirillas de poliestireno previamente recubiertas
con 10 ug/mL del antigeno fimbrial F4. Paralela-
mente en otros pocillos se adicion6 solamente so-
lucién de blogueo, con el objetivo de determinar
la union méxima del anticuerpo marcado al anti-
geno. La placa se incub6 durante 1 h a 37 °C.
Después de los lavados con PBS 1x/0,05 % de
Tween-20, a la totalidad de los pocillos se les
afiadieron 100 pL del CBC-K88a.1 —HRP diluido
1/2000. El conjugado se incub6 durante 1 h a
37 °C. Los pasos posteriores de lavado y adicion
del sustrato se realizaron de igual forma que el
ELISA anterior. El por ciento de inhibicion en ca-
da caso fue calculado por la siguiente formula:

B % = (Bo - Bi / Bt - Bi) x 100, | % = 100 -
B %, donde;

Bo - unién del Ab por punto

Bi - unidn inespecifica

Bt - union total del Ab marcado
ELISA para la cuantificacion de fimbria
K88ab recombinante

Los pocillos de las placas de microtitulacién de
poliestireno fueron recubiertos con 10 pg/mL del
AcM CBC-K88a.1 diluido en tampén recubri-
miento (0,2 M carbonato/bicarbonato de sodio,
pH 9,5) e incubadas durante 20 min a 50 °C . Pos-
teriormente se afiadio el antigeno fimbrial recom-
binante K88ab purificado, en concentraciones
desde 160 ng/mL-10 ng/mL , incubandose durante

Rev. prod. anim., 16 (1): 59-66, 2004

1 h a 37°C. Después de los lavados con
PBS1x/0,05 % de Tween 20 se afladieron 100 uL
del mismo AcM conjugado con peroxidasa, en la
dilucién de trabajo previamente establecida. El
conjugado se incub6 durante 1 h a 37 °C . Los pa-
sos posteriores de lavado y adicion del sustrato se
realizaron de igual forma que en el ELISA ante-
rior. Se calculé la regresion lineal mediante el
programa Excel.

RESULTADOS

Independientemente de los esquemas de inmu-
nizacioén utilizados, los titulos de anticuerpos an-
ti-K88 en el suero de los ratones fueron altos,
siendo el de mayor titulo el del raton inmunizado
con células muertas de la cepa G205 (Fig.1).

A partir de los linfocitos de animales con mayo-
res titulos se realizaron tres experimentos de fu-
sion (uno para cada esquema). La eficiencia de la
fusioén realizada de K88ab fue de 43,3 %. De los
hibridos obtenidos, 19,1 % fueron positivos. Para
K88ad estos valores fueron de 53,86 % la eficien-
cia y 24,5% la positividad; mientras que para
K88ac la eficiencia fue de 54 % y un 85 % de po-
sitividad. Como resultado de las fusiones se obtu-
vieron mas de 500 hibridos pero muchos de ellos
presentaron igual comportamiento en cuanto a su
velocidad de multiplicacién, niveles de secrecion
de inmunoglobulinas y reconocimiento antigéni-
co, por lo que se escogieron solo 5 para ser clona-
dos hasta la monoclonalidad, expandidos y carac-
terizados. Por ello, como resultado de las tres fu-
siones realizadas a partir de animales inmuniza-
dos con las tres variantes antigénicas de la fimbria
K88 se establecieron 5 anticuerpos monoclonales
(Tabla 2) que reconocieron con diferente grado de
afinidad cada una de estas variantes. Se realizd
ademas una cuarta fusion utilizando el bazo de los
ratones inmunizados con el antigeno K88ac puri-
ficado, pero todos los hibridos obtenidos fueron
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cas secretoras y las

18-
16 -
14 -
12 -

Abs 492nm

0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 1

bajas  absorbancias
de todos los sobre-
nadantes  positivos
en el tamizaje ini-
cial, incluso los de
los clones definiti-

—— ratén - K88ac VOS.

—aA— raton - K88ad En los ensayos de
SDS-PAGE en con-
diciones reductoras
se observo la presen-
cia de una banda en

—e—ratén - K88ab

0 1000 2000 3000 4000 5000

Diluciones

Figura 1. Titulos de anticuerpos anti-K88 en suero de ratones inmunizados con los antigenos
fimbriales K88ab y K88ac, en los que se emplearon esquemas de inmunizacion diferentes. Las
curvas mostradas corresponde en todos los casos al ensayo previo a la fusion.

negativos, razén por la cual no es tomada en
cuenta en analisis posteriores.

Dos caracteristicas comunes a todas las fusiones
fue que la mayoria de los clones positivos una vez
clonados o expandidos perdieron las caracteristi-

6000 7000

la talla correspon-
diente a la cadena
pesada p lo cual co-
rrobor6 su isotipo
(datos no mostra-
dos). El hecho de ser
un anticuerpo de
IgM trajo como con-
secuencia una pobre unién a la matriz de proteina
A Sepharosa (Fig.2).

En la propia tabla 2 aparece el isotipo determi-
nado para cada uno de los anticuerpos, demos-

trando que a pesar de los largos
esquemas de inmunizacion em-
pleados solo los AcMs CBC-
K88al y CBC-K88a2, derivados

del raton inmunizado con células
muertas K88ac + fueron del tipo

IgG1. El resto de los anticuerpos
obtenidos fueron del isotipo IgM.

Uno de ellos el CBC-3/21 fue muy

L f-“

inestable en el crecimiento en cul-

tivo, obligandonos a maltiples clo-

najes, por lo que fueron desecha-

dos antes de los estudios de pren-

dimiento en raton. En cambio las

constantes de afinidad de todos los

anticuerpos fue alta entre 10° —10°
11

En los ensayos de reactividad

Figura 2. Diferentes patrones de union de dos de los AcMs obtenidos a la proteina A
del Staphylococcus aureus. A. Cromatograma perteneciente al anticuerpo CBC-
K88ab.1, isotipo IgM, no se une a la proteina A. B. Cromatograma obtenido de la

cruzada puede observarse que solo
el hibridoma CBC-K88ab.1 reco-
E noce al epitope “b”de la fimbria
K88. Mientras el CBC-3/21 reco-
nocié un epitope comadn a las re-
giones “a” y “d” de la fimbria

purificacion del CBC-K88a.1, isotipo IgG1, se une a través del dominio CH1 a la K88ad. El resto de los clones obte-

proteina A.
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Abs 492nm ] ¢
T CBC-20/70
18 (I CBC-K8sab.1
[ CBC - 3121
16 S5 cBCKesa.l
14 [F33333 CBC-K88a.2
12 I
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04 C+
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—4 & —
4
“ 5

antigenos fimbriales

Figura 3. Ensayo de reactividad cruzada de los AcMs anti-K88 frente a antigenos fimbriales relacionados: 1-
K88ab, 2- K88ad, 3-K88ac, 4-F41, 5-K99, 6-987P. C+ - anticuerpos policlonales en conejo dirigidos hacia los di-

ferentes antigenos, C- cepa G7 crecida a 18 °C utilizada como recubrimiento.

man en la regién “a” de la fimbria K88 de la CBC-K88a.2 reconocieran epitopes iguales 0 muy
ECET (Fig. 3), el que es altamente inmunodomi- cercanos (sobrelapados) en la estructura tridimen-
nante, tal y como se demostré en el ensayo de sional. de la regién comun “a” de la fimbria K88.

competencia en el que los AcMs CBC-K88a.1 y El ensayo de Western Blot realizado demostro

18 -
16 -
14 1
1,2 1

0,8
0,6
0,4 +
0,2 |

0 ‘ ‘ ‘
1 10 100 1000

Abs 492nm

Concentracion AcM (ng/m1)
—e— CBC-K88a.1 -HRP —m— CBC -K88a.2 —&— CBC-K88a.2 + CBC-K88a.1 HRP

Figura 4. Curvas obtenidas en el ensayo de competencia por los epitopes presentes en la
fimbria K88ab de los AcMs CBC-K88a.1 y CBC-K88a.2. Ambos compiten por el mismo epi-
tope o reconocen epitopes sobrelapados, segiin demuestra la curva de desplazamiento sefiali-
zada con tridngulos.
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que los epitopes reconoci-
dos por la totalidad de los
AcMs eran conformaciona-
les, dependientes de la es-
tructura tridimensional de
la fimbria, por ello las con-
diciones desnaturalizantes
en que se realiz6 la electro-
foresis a la fimbria elimina-
ron estos epitopes y por
tanto el reconocimiento de
los mismos por los AcMs.

Una vez conocido el iso-
tipo de los AcMs, se pro-
cedid a su purificacion. En
la Fig. 4 se muestran ejem-
plos de los cromatogramas
obtenidos.

El principal objetivo del
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trabajo fue obtener AcMs Utiles para el disefio de
sistemas para la identificacion de las fimbrias K88
en cepas de ECET que afectan a los cerdos neona-
tos y al destete, por ello se realiz6 el marcaje de
los AcMs con HRP, paso previo para su empleo
como segundos anticuerpos en los ensayos inmu-
noenzimaticos para la deteccion de las fimbrias
K88. Sin embargo, el marcaje solo fue eficiente
en los AcMs CBC-K88a.1 y CBC-K88a.2. (datos
no mostrados).

Por su gran talla (900 000 Da) los AcMs del
isotipo IgM aglutinan a las células K88+ directa-
mente de muestras de cultivo, sin necesidad de
proteinas portadora u otros aditivos (latex, etc.)
gue propician una mejor visualizacion de la reac-
cion. Sin embargo, para nuestra sorpresa los
AcMs CBC-K88a.1 y CBC-K88a.2 demostraron
gue reconocian a las fimbrias K88 tanto en la cé-
lulas bacterianas enteras, como a las fimbrias ex-
traidas y purificadas en solucion (datos no mos-
trados).

Adicionalmente, se explor6 la utilidad del anti-
cuerpo monoclonal CBC-K88a.1 para detectar al
antigeno K88ab recombinante en muestras proce-
dentes de fermentaciones. Se demostré que era
capaz de detectar hasta 10ng/mL del antigeno. Ta-
les resultados abren la puerta para extender el uso
de este AcM a sistema para la deteccién rapida
del antigeno directamente en muestras de cerdos
diarreicos.

DiscusiON

A pesar del importante nimero de vacunas co-
ntra la colibacillosis porcina disponi-
bles en el mercado, las infecciones
causadas por cepas de ECET continu-

ra determinar el tipo y subtipo de fimbrias expre-
sadas por cepas porcinas de ECET, siendo de vital
importancia en este sentido el desarrollo de méto-
dos precisos y eficaces de diagnostico. Con tal ob-
jetivo, en este trabajo se realizaron tres experi-
mentos de fusion de los que se obtuvieron 5 hibri-
domas que reconocen al menos tres epitopes dife-
rentes de las fimbrias K88. En ellos quedd demos-
trado que las condiciones de inmunizacién son de-
terminantes para obtener anticuerpos monoclona-
les con el isotipo y afinidad requeridas, sobre todo
si se trata de grandes proteinas poliméricas como
las fimbrias (~ 6-8 nm), compuestas por subuni-
dades repetitivas. Tal caracteristica y su capacidad
de comportarse como lectinas promueve mayori-
tariamente una respuesta inmunoldgica indepen-
diente de los linfocitos T, propiciando que los an-
ticuerpos secretados por las células plasmaticas
sean del tipo IgM, tipico de una respuesta inmune
primaria. Por esa causa utilizamos largos esque-
mas de inmunizacién, con altas concentraciones
de antigenos. A pesar de que todos los AcMs se-
cretados por los hibridomas obtenidos tenian muy
alta afinidad, los derivados de los linfocitos B de
ratones inmunizados con las fimbrias K88ab y
K88ad purificadas fueron del tipo IgM, lo que se
demostrd por el ensayo de Ouchterlony y por la
incapacidad de estos anticuerpos para unirse a la
proteina A del Staphyloccocus aureus. Conside-
ramos que esto se debe a que se inmuniz6 con las
fimbrias K88 purificadas, en ausencia de otras
proteinas y/o sustancias activadoras de una res-
puesta inmune policlonal; mientras que cuando

y =0.0078x - 0.0133

an provocando cuantiosas pérdidas R? =0.9987

econdmicas en las explotaciones por- 144

cinas, donde afectan fundamentalmen- 1,2 4 _
te a los cerdos al destete, como resul- e 17 =
tado de los cambios efectuados enlas 5 o8 |

técnicas de manejo y al uso intensivo % 06 1

de las vacunas. Estos factores hanal- 2 , |

terado la distribucion de la enferme- o2 |

dad en la poblacion porcina y han ,o M

cambiado Ig prevalencia de los pato- 0 50 100 150
genos asociados con la enfermedad ng/mi

(Francis, 2002). Todo ello intensifica
la necesidad de estrategias de preven-
cion mas especificas. Se imponen es-

Figura 5. Curva patron del antigeno K88ab recombinante derivada del
ELISA sandwich desarrollado con el AcM CBC-K88a,1 para cuantificar el an-

tudios epizootioldgicos periddicos pa-  tigeno K88 en muestras derivadas de fermentaciones.
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empleamos las células completas como inmunoé-
genos, los lipopolisacéridos propios de las bacte-
rias gramnegativas y proteinas de la pared bacte-
riana, actuaron como potentes activadores poli-
clonales de la respuesta inmunolégica, propician-
do la secreciéon de IL-1 y otros mediadores que
juegan un papel muy importante en la activacion
de células presentadoras de antigenos clasicas,
como los macrofagos; ademas, desencadenan la
respuesta inmunoldgica por parte de los linfocitos
T. Ello explica por qué los AcMs CBC-K88a.1 y
CBC-K&88a.2 fueron del isotipo IgG1.

Debemos aclarar que no se determind en ningun
caso el isotipo predominante de la respuesta poli-
clonal en el suero de los animales inmunizados,
sin embargo la inestabilidad mostrada por los
hibridos en cultivo, muchos de los cuales dejaron
de secretar en el transcurso del tiempo permite,
suponer que el patron dominante de secrecion de
inmunoglobulinas en los ratones inmunizados con
los antigenos K88ab y K88ad, fue del tipo IgM.

La capacidad de todos los AcMs obtenidos para
aglutinar cepas K88 (+) se debié fundamental-
mente a que ellos reconocen epitopes presentes en
la subunidad mayor de la fimbria K88 FaeG, en-
cargada de la union al receptor con una estructura
polimérica, que garantiza la union antigeno-
anticuerpo por multiples sitios, probablemente
formando un enrejado que puede ser observado a
simple vista. En el caso de los AcMs IgM obteni-
dos, su gran talla (900 000 Da) y estructura pen-
tamérica amplificé la capacidad aglutinante ob-
servada, pero fue la causa de los bajos rendimien-
tos en la conjugacion con peroxidasa por el méto-
do del periodato, imposibilitando su uso posterior
en el desarrollo de sistemas de diagnostico.

Por otra parte los resultados demuestran que los
epitopes presentes en el determinante antigénico
“a” compartido por todos los serotipos de fimbrias
K88 es inmunodominante; ello hace suponer que
esta regién es altamente hidrofilica, muy expuesta
al reconocimiento de los linfocitos B en la estruc-
tura tridimensional de la subunidad mayor. Ade-
maés dentro de esa region “a” parece que existe un
epitope particularmente inmunogénico que es re-
conocido por los anticuerpos CBC-K88a.l y
CBC-K88a.2 , con caracteristicas muy semejantes
a pesar de que provienen de dos hibridos distintos
de una misma funcion. Solo el hibridoma CBC-
K88ab.1 reconoce al epitope “b” de la fimbria
K88. El epitope comin a las regiones “a” y “d” de
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la fimbria K88ad reconocido por el CBC-3/21
probablemente esté situado en la zona proxima a
los amino&cidos 163-173 de la FaeG que es de al-
ta variabilidad y donde esta contenida la confor-
macién especifica para los determinantes antigé-
nicos “c” y “d” (Bakker et al., 1990). Esta suposi-
cién deberé corroborarse en otros estudios.

Los otros epitopes reconocidos por nuestros an-
ticuerpos quizas no sean representativos de las re-
giones mas inmunogénicas pues el nimero de
AcMs obtenidos fue muy bajo. Asi, obtener AcMs
gue reconozcan especificamente las regiones “b”,
“c” y “d”, utiles para estudios epizootiol6gicos
requiere preferiblemente de esquemas largos, re-
petidas fusiones y de métodos de caracterizacion
como los que describimos en el presente trabajo.
Todos los AcMs obtenidos reconocieron solamen-
te epitopes conformacionales lo que incrementd
su potencial para ser utilizados en ensayos inmu-
noenzimaticos donde se necesite cuantificar solo a
las fimbrias que se encuentren en su conforma-
cion nativa.

Con el AcM CBC-K88a.1 se desarroll6 un en-
sayo inmunoenzimatico til para la cuantificacion
de las fimbrias K88 en muestras purificada y de
fermentaciones, convirtiéndose en una poderosa
herramienta analitica para el seguimiento de las
producciones de la materia prima activa de la va-
cuna recombinante contra la colibacilosis porcina
VACOLI. El mismo anticuerpo estd siendo em-
pleado en el disefio de sistemas para el diagndsti-
co rapido de cepas de ECET.

Finalmente, de este estudio concluimos que en
la regi6n antigénica comun “a” de las fimbrias
K88 se encuentra al menos un epitope inmuno-
dominante, el que es de utilidad para la obtencion
de AcMs capaces de detectar a todos los serotipos
de las ECET K88+ con alta especificidad, tiles
para el desarrollo de sistemas analiticos y de dia-
gnastico de la fimbria.
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