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Anticuerpos IgY para la identificacion de Escherichia
coli enteropatdgena: avance de resultados
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Resumen

Escherichia coli enteropatogena (ECEP) es uno de los principales
agentes causales de diarrea infantil. En Venezuela, los estudios
muestran una importante prevalencia de la ECEP, pero, no se cuenta
con técnicas de diagnostico sensibles y rapidas. En este aspecto, la
utilizacion de la inmunoglobulina IgY que se halla en la yema de los
huevos de gallina es una alternativa. El Laboratorio de Enfermedades
CIENCIA EN REVOLUCION Entéricas de la Infancia del Servicio Autéonomo Instituto de
Biomedicina Dr. Jacinto Convit desarrolla un proyecto de investigacion
con el objetivo de producir anticuerpos IgY que permitan diagnosticar
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Aceptado: 8 de junio del 2023 in vitro. El presente trabajo muestra un avance de los resultados
Publicado: 12 de septiembre generados al cumplirse un afo de ejecucion del proyecto. Con el fin de
del 2023 obtener antigenos que generen una respuesta IgY-especifica,
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metodologia de extraccion de las proteinas asegura la obtencion de una
importante concentracion de IgY anti-ECEP especifica. De esta
manera, se dan los pasos iniciales para dar respuesta a la problematica
que genera la dificultad del diagnostico de enfermedades endémicas
como las diarreas bacterianas.
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Preliminary review

IgY antibodies to identify enteropathogenic
Escherichia coli: a preview of results

Rosabel Gonzalez'* ', Yordi Boher'

1 Servicio Auténomo Instituto de Biomedicina MPPS, Caracas, Venezuela.

Abstract

Enteropathogenic Escherichia coli (EPEC) is one of the main causative
agents of diarrhea in infants. In Venezuela, studies show a significant
prevalence of EPEC, but there are no sensitive and rapid diagnostic
techniques. In this regard, the use of IgY immunoglobulin found in the
yolk of chicken eggs is an alternative. The Laboratory of Enfermedades
Entéricas de la Infancia - Servicio Atonomo Instituto de Biomedicina
Dr. Jacinto Convit is developing a research project to produce IgY
antibodies that allow EPEC diagnosed in vitro. The present work shows
an advance of the results generated after one year of execution of the
project. To obtain antigens that generate an IgY-specific response, the
presence of pathogenicity mechanisms was determined in 12 EPEC
strains: complete “O” antigenic structure, biofilm production,
and presence of pilis IV. In addition, the total protein extraction
methodology  (precipitation by Polyethylene glycol) from
non-immunized hen egg yolks was standardized, obtaining
concentrations between 117.9 and 168.6 mg of total protein per yolk,
which constitutes a high performance. The characterization of the
strains and the standardization of the protein extraction methodology
ensures that a significant concentration of specific anti-ECEP IgY is
obtained. In this way, the initial steps are taken to respond to the
problems generated by the difficulty of diagnosing endemic diseases
such as bacterial diarrhea.

Keywords: ECEP; Acute diarrhea; immunoglobulin; biofilm; pilis.
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1. Introduccion

La diarrea aguda infantil continua siendo la segunda causa de muerte
en la poblacién menor de 5 afios en el mundo; anualmente ocurren
1.569.600 muertes por esta infeccion, de las cuales el 34 % (533.800
eventos) corresponde a la poblacion menor de 5 afos [1]. De forma
alarmante, el 80 % de las defunciones ocurren en los paises mas pobres
del planeta, en donde los niflos menores de tres anos sufren en

promedio tres episodios de diarrea al afio [2].

La diarrea aguda generalmente se presenta acompanada de fiebre,
vomitos y dolor abdominal, tiene una duracion menor de 15 dias y
usualmente es causada por uno o varios agentes infecciosos (bacterias,
virus o parasitos). Pero, los estudios han demostrado que la frecuencia
de cada patdgeno varia segun el grupo de edad, la region y el grado de
desarrollo del pais [3]. Estas diferencias obligan a realizar trabajos para
conocer en cada pais o region los agentes mas frecuentes que causan

diarrea aguda.

Escherichia coli enteropatdégena (ECEP), es una de las principales
enterobacterias que causan diarrea aguda infantil, produciendo
cuadros diarreicos de moderados a graves y asociandose a tasas
importantes hospitalizacion y muerte [4-5]. ECEP posee una serie de
mecanismos de patogenicidad caracteristicos, como son la presencia
de antigenos “O” especificos que forman parte de los lipopolisacaridos
de la membrana externa bacteriana, la adhesina intimina localizada
igualmente en la pared externa y que permite la adhesion final de la

ECEP al enterocito y el pilis tipo IV, el cual esta implicado en la
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formacién de microcolonias sobre las células infectadas y de

biopeliculas [6].

En Venezuela, son pocos los estudios que reportan las frecuencias de
los principales microorganismos causales de diarrea infantil [7-9].
Sin embargo, es importante resaltar que, en dos de estos trabajos
realizados en diferentes regiones del pais, se observan frecuencias
distintas para la ECEP; 8 % en Caracas y 18 % en el estado Sucre, lo que
demuestra su importancia y la variabilidad en la incidencia del

patogeno segun las regiones.

A las problematicas descritas (severidad del cuadro diarreico
producido por ECEP vy la variabilidad en la frecuencia del patégeno
segun las regiones) se anexa la dificultad para adquirir las distintas
pruebas para el diagnostico, debido en gran medida a que son
productos importados. Estas problematicas justifican con creces la
busqueda de alternativas que permitan la adecuada y oportuna

identificacion del enteropatogeno.

En este aspecto, la utilizacion de la inmunoglobulina IgY, principal
anticuerpo sérico de las gallinas y que se haya en la yema de huevo del
ave, es una alternativa ética y de bajo costo para la produccion de
anticuerpos especificos que pueden ser utilizados para identificacion
de los enteropatogenos in vitro. La produccion de anticuerpos en
pollos es mucho menos invasiva, ya que solo requiere de la recoleccion
de huevos, en lugar de la toma de sangre, y por lo tanto es menos
estresante para el animal [4]. Ademas, garantiza niveles de produccion
y especificidad importantes; una gallina inmunizada produce en
promedio 300 huevos al afio de los que se extraen entre 100 a 150 mg

de IgY por yema con una especificidad del 5 al 10 % contra el antigeno
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inoculado [10]. De esta forma, la aplicacion de la tecnologia IgY para la
produccion de anticuerpos que permitan la identificacion de los
principales enteropatégenos cumple el principio de las tres R; Reducir
(el numero de animales utilizados), Reemplazar (se sustituye el
sangrado por la simple recoleccion de huevos) y Refinar (minimiza el

estrés a los animales).

Por estos motivos, el laboratorio de Enfermedades Entéricas de la
Infancia del Servicio Auténomo Instituto de Biomedicina Dr. Jacinto
Convit (SAIB) y gracias al apoyo del Fondo Nacional de Ciencia,
Tecnologia e Innovacion (FONACIT) a través del proyecto “Productos
biologicos para el diagnostico de enfermedades endémicas en
Venezuela”, aprobado en el mes de marzo del 2022, se planted el
objetivo de producir anticuerpos IgY especificos frente a cepas de
ECEP que permitan diagnosticar este enteropatdégenos in vitro.
El presente trabajo muestra los resultados generados al cumplirse el
segundo semestre de ejecucion del proyecto mencionado. Se describen
y analizan los pasos seguidos, los resultados obtenidos al caracterizar
las cepas que se inocularan en la gallina (inmundgenos) y la
estandarizacion de la extraccion de las proteinas totales a partir de

yemas de huevos de gallinas no inmunizadas.

2. Metodologia

2.1 Obtencion de los antigenos de ECEP

2.1.1 Cepas utilizadas
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Para la produccién de los antigenos se utilizaron catorce (14) cepas de
referencia de ECEP pertenecientes a distintos serogrupos (0111, O114,
0119, 0125, 0126, 0127, 0128, 0142, 0145, 0158, 026, 055, 086 y 088)
las cuales fueron suministradas por el Instituto Adolfo Lutz de Sao
Paulo, Brasil y que forman parte del cepario del Laboratorio de

Enfermedades Entéricas de la Infancia del SAIB.

Estas cepas se caracterizaron para asegurar que expresaban sus
principales mecanismos de patogenicidad. De esta forma, luego de ser
identificadas mediante pruebas bioquimicas, se evaluo la expresion del
fenotipo liso de las colonias, que no autoaglutinaran frente a solucion
salina, que fueran capaces de producir biopeliculas y que expresaran el

pilis tipo IV.

2.1.2 Reactivacion de las cepas y prueba del fenotipo

liso.

Las 14 cepas fueron inoculadas individualmente en tubos de caldo
nutritivo (Nutrient Broth BD BBL) y luego incubadas a 37 °C en agitacion
por 18 horas. Pasado el tiempo de incubacion, se procedié a sembrar
una asada del cultivo de cada tubo en placas de Petri con agar nutritivo
(Nutrient Agar BD BBL), la siembra se realiz6 por estrias en superficie y
luego fueron incubadas a 37 °C por 18 horas. Cumplido el tiempo de
incubacién, las colonias bacterianas se observaron bajo lupa

estereoscopica (KYOWA OPTICAL Se. L) y se seleccionaron de cada
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placa 5 colonias que presentaran una morfologia de superficie lisa,

convexa, bordes regulares, traslicidas y brillantes.

Las colonias seleccionadas se inocularon en tubos con Agar Nutritivo
(Nutrient Agar BD BBL) y se cultivaron a 37 °C por 18 horas. A partir del
crecimiento de estos tubos, se realizaron las pruebas bioquimicas
respectivas segun técnicas descritas [11] y las pruebas de
autoaglutinacion con solucién salina al 2 %. Las cepas que no
autoaglutinaron se guardaron para realizar las pruebas siguientes y las
que autoaglutinaron fueron descartadas, ya que son consideradas
rugosas [12]. De esta forma, se aseguro que las bacterias expresaran una

estructura antigénica somatica “O” completa.

2.1.3 Capacidad de produccion de biopeliculas

La capacidad de produccion de biopeliculas de las cepas de ECEP fue
evidenciada segin metodologia descrita [13], con algunas
modificaciones: las cepas seleccionadas se cultivaron a 37 °C, toda la
noche en caldo nutritivo (Nutrient Broth BD BBL) y en condiciones
estaticas. A partir de este crecimiento se realizé una dilucion 1:10 de
cada cepay se colocaron 2 cc de la misma en placas de 6 pozos (Costar
TM) que contenian cubreobjetos de vidrio estériles (la prueba se realizo
por duplicado para cada cepa y el control). Estas placas fueron
incubadas a 37 °C hasta cumplir dos horas. Transcurrido el tiempo,
se extrajeron los discos, se lavaron bien con solucién salina (0,85 %),
se fijaron con metanol por 15 minutos y se tifieron con soluciéon de

Giemsa por 20 minutos para luego observarlas y fotografiarlas al
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microscopio (NIKON). Como control negativo se utilizo la cepa de

referencia Escherichia coli ATCC 35218 no formadora de biopeliculas.

2.14 Evidencia del pilis tipo IV

Simultdneo a la prueba de produccion de biopeliculas se realiz6 el
ensayo para evidenciar la presencia del pilis tipo IV. Las cepas se
crecieron a 37 °C toda la noche en caldo nutritivo (Nutrient Broth BD
BBL) mas manosa al 1 %. A partir de este crecimiento se realizaron
diluciones 1:10 en caldo nutritivo mas manosa al 1 %y se colocaron 2 cc
de esta dilucion en las placas de 6 pozos (Costar TM) que ya contenian
los cubreobjetos estériles (la prueba se realizo por duplicado para cada
cepa y el control). A partir de este punto se siguieron todos los pasos
descritos para la produccion de biopeliculas. Como control negativo se
utilizo la cepa Escherichia coli ATCC 35218. En este ensayo, la utilizacion
de manosa es basica debido a que el pilis tipo 1V, el cual media la
adherencia inicial de la ECEP al enterocito, es resistente a este azudcar,
contrario al resto de los pilis bacterianos que son bloqueados por la
manosa [14], de esta manera, se garantizé que la adherencia observada

se debia mayormente a la expresion del pilis tipo IV.
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2.1.5 Cepas utilizadas

Después de comprobar que las cepas de ECEP presentaban fenotipo
liso, que eran capaces de producir biopeliculas y que expresaban el pilis
tipo IV, se procedié a sembrar las cepas en caldo nutritivo y se
incubaron a 37 °C con agitacion por 24 horas. Luego cada tubo con el
crecimiento bacteriano fue decantado sobre frascos Roux que
contenian aproximadamente 120 mL de agar nutritivo y se incubaron a
37 °C por 24 horas. Las bacterias se recogieron de la superficie del agar
con 10 mL de solucién salina (0,85 % p/v) formolada (0,5 % v/v) y
guardadas a 4 °C por 72 horas para que el formol inactivara las
bacterias. Cumplido el tiempo se realizo la prueba de esterilidad con el
fin de asegurar la muerte bacteriana por el formol. Para esto,
se sembraron 200 pL de la suspension en caldo nutritivo a 37 °C con
agitacion por 24 horas. Luego se tomaron tres asadas del caldo
cultivado y se sembraron en agar nutritivo, incubandose a 37 °C por 48
horas. Los cultivos negativos fueron lavados 4 veces con solucion salina
al 0,85 %, centrifugados en una microcentrifuga a 14.000 rpm vy los

sedimentos (antigenos) guardados en alicuotas a 4°C.
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2.2 Estandarizacion de la metodologia de extraccion
de proteinas totales a partir de la yema de huevo de

gallinas ponedoras Isa Brown

En este ensayo se utilizé el volumen de yema obtenido de dos huevos
de gallinas ponedoras Isa Brown sanas y sin inocular. El volumen de
yema de cada huevo fue de 15 mL, los cuales fueron procesados por

separado.

La extraccion se realizé mediante precipitacién con Polietilenglicol
PEG-6000 (Polyethylene glycol 6000, Sigma-Aldrich), segiin protocolo

descrito [15]. Pasos seguidos:

1. Se rompio6 la cascara de huevo cuidadosamente y se separo la
yema de la clara para eliminar la mayor cantidad de clara de
huevo posible.

2. Se transfirio la yema a un papel de filtro para eliminar la clara de
huevo restante y para cortar la membrana de la yema con una
lanceta estéril. Se coloco la yema en un tubo de centrifuga (tubo
FalconTM) de 50 mL y se registro el volumen (V1).

3. Se mezcld la yema con el doble del volumen (2V1) de Buffer
Fosfato Salino 1x (PBS) y luego se anadio PEG 6000 3,5 % (en
gramos, pulverizado) segun el volumen total (2V1).

4. Se homogenizo la mezcla en un vortex (mezclador) y luego se
coloc¢ el tubo en un mezclador orbital (Lab-line Orbit Environ-
Shaker) por 10 minutos, se centrifug6 la mezcla a 4 °C durante

20 min (10.000 rpm segun 13.000 x g, rotor de angulo fijo).
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5. Se filtr6 el sobrenadante (V2) a través de un filtro (Whatman-1)
y transfirié a un tubo nuevo de 50 mL.

6. Se anadi6 8,5 % de PEG 6000 en gramos, calculado segun el
nuevo volumen (V2), para repetir el paso 4.

7. Se descart6 el sobrenadante y se disolvio cuidadosamente el
sedimento en 1 mL de PBS. Se anadi6é PBS hasta un volumen final
de 10 mL.

8. La solucion se mezclé con 12 % de PEG 6000 (p/v, 1,2 gramos) y
se tratd como el paso 4.

9. Se descart6 el sobrenadante y se disolvio el sedimento con
cuidado en 800 pL de PBS. El extracto se transfirio a una capsula
de dialisis (MWCO 6-8000). Se enjuagd el tubo con 400 L de
PBS y este volumen se sumo al que se colocé en el dispositivo
de dialisis.

10. Se dializ6 el extracto durante la noche en solucion salina al
0,1 % (1.600 mL) en agitacion. Luego se reemplazoé la solucion
salina por PBS y se dializé durante otras tres horas.

11. Se extrajo el dializado, que contiene las proteinas, de la capsula
de dialisis con una pipeta y se transfirié a tubos de 2 mL. Las

alicuotas se guardaron a -20 °C.

2.2.1 Determinacion de la concentracion de proteina
total en el dializado

Se utilizdé el método de Pierce BCA (Thermo Scientific™ BCA),
siguiendo el siguiente protocolo estandarizado en el laboratorio de

Enfermedades Entéricas del SAIB.
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Preparacién de los estandares de Albumina de Suero Bovino
(BSA) para la curva de calibracion: se realizaron 8 diluciones en
solucion salina estéril (0,9 %) de BSA (2000, 1500, 1000, 750, 500,
250, 125y 25 pg/mL) mas el blanco (sin albumina).

Preparacion de diluciones del dializado de proteinas:
se realizaron 7 diluciones del dializado en solucién salina estéril
(1/2, 1/5, 1/10, 1/20, 1/30, 1/40, 1/50) mas el blanco (solo
solucion salina).

Preparacion del reactivo de trabajo: este paso se realizo
siguiendo las indicaciones del fabricante (PierceTM BCA
Portean Assad Kit, nimero de catilogo 23225) y teniendo en
cuenta que cada dilucién, tanto las del patrén como las de los
dializados se probaron por duplicado.

Se colocaron 25 pL por pozo de cada dilucion estandar, de las
diluciones de los dializados y del blanco en microplacas de 96
pozos (Thermo ScientificTM). Las diluciones estandar, las de los
dializados y el blanco se probaron por duplicado. Se anadi6 a
cada pozo 200 pL del reactivo de trabajo. Se incubd¢ la placa por
dos horas a 37 °C. Transcurrido el tiempo de incubacion se
realizaron las medidas a 590 nm en un lector de ELISA (Bio-Rad
IMARKTM).

Se disend una curva estdndar a partir de los valores de
absorbancia de las distintas concentraciones de BSA. Esto
permitio, a través del programa Excel, obtener la formula de la
curva y el correspondiente valor de R A partir de la férmula de
la curva estandar se calcularon las concentraciones de las
distintas diluciones del dializado, las cuales se multiplicaron al

final por el respectivo factor de dilucion.
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3. Resultados

3.1 Caracterizacion de las cepas de ECEP

3.1.1 Prueba del fenotipo liso

En este trabajo se logré evidenciar la caracteristica lisa en catorce
cepas de ECEP pertenecientes a distintos serogrupos “O” (O111, O114,
0119, 0125, 0126, 0127, 0128, 0142, 0145, 0158, 026, O55, 086 y O88).
En la Figura 1, se observa el fenotipo liso de las colonias de la cepa O119
de ECEP crecida en agar nutritivo, las colonias se presentan
translucidas y brillantes. En la Figura 2, se presentan dos fotos
obtenidas a través de una lupa (Kyowa Optical SE. L) de las colonias de
la cepa ECEP 055, se observan colonias con superficie lisa (bordes
regulares) y otras rugosas (bordes irregulares). De igual forma,
se evidencio que todas las cepas con estructura antigénica completa
(fenotipo liso) no autoaglutinaron en presencia de solucion salina al 2

%, lo que comprueba el fenotipo descrito.

2N

Figura 1. Colonias de Escherichia coli enteropatogena mostrando un
fenotipo liso. Fuente: Elaboracion propia de los autores (2023)
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Cepas de ECEP con fenotipo liso Cepas de ECEP con fenotipo rugoso

Figura 2. Caracteristicas de las colonias de Escherichia coli enteropatéogena con
fenotipo liso y rugoso, vistas en la lupa estereoscopica. Fuente: Elaboracion
propia de los autores (2023)

3.1.2 Capacidad de produccion de biopeliculas

Doce de las catorce cepas de ECEP con fenotipo liso (O111, O114, O119,
0125, 0126, 0127, 0142, 0145, 0158, 055, 086 y 088) produjeron
biopeliculas en superficies de vidrio. Las biopeliculas se definen como
comunidades de microorganismos que crecen embebidos en una
matriz de exopolisacaridos y adheridas a superficies, constituyendo un
importante mecanismo de patogenicidad. La Figura 3 muestra la foto
tomada al microscopio de luz (NIKON) con un aumento 40X, de la
biopelicula formada por la cepa de ECEP O55, como control negativo
se utilizd la cepa de Escherichia coli ATCC35218 no formadora de

biopeliculas.
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Cepa de Escherichia coli enteropatégena Cepa de Escherichia coli ATCC355218
productora de biopeliculas no productora de biopelicula. Control negativo

Figura 3. Produccion de biopeliculas de las cepas de Escherichia coli
enteropatogena. Fuente: Elaboracion propia de los autores (2023)

3.1.3 Evidencia del pilis tipo IV

En las doce cepas de ECEP con fenotipo liso y productoras de
biopeliculas (O111, 0114, O119, 0125, 0126, 0127, 0142, 0145, 0158, O55,
086 y 088) se evidencio la presencia del pilis tipo IV. La Figura 4
muestra la foto tomada al microscopio de luz (NIKON) con un aumento
40X, en donde se observa la formacion tipica del crecimiento
bacteriano debida al pilis tipo IV en presencia de manosa al 1 %.

Este pilis permite el entrelazamiento entre las bacterias y la union a las
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superficies, estructurandose las lineas caracteristicas de agregados

bacterianos que se observan en la imagen al microscopio.

Figura 4. Entrelazamiento bacteriano debido a la pilis tipo IV en una
capa de Escherichia coli enteropatdégena. Fuente: Elaboracion propia de
los autores (2023)

3.2 Produccion de los antigenos de ECEP

Para la produccion de los antigenos se utilizaron las doce cepas de
ECEP que presentaron el fenotipo liso, la capacidad de producir
biopeliculas y la expresion del pilis tipo IV (0111, O114, 0119, 0125, 0126,
0127, 0142, 0145, 0158, 055, 086 y 088). Una vez inactivadas por formol
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y siguiendo la metodologia descrita se guardaron en alicuotas de 1 cc a

4°C.
3.3 Concentracion final de proteinas totales a partir

de la yema de huevo

A través del método de Pierce BCA en microplacas, se determiné la
concentracion de proteinas totales de los 2 dializados obtenidos al
realizar la precipitacion de proteinas con el método del PEG 6000.
La Figura 5 muestra la curva estandar generada a partir de las
concentraciones conocidas de BCA. De igual forma, se observa la
formula estimada para la curva y el valor de R? = 0,9755. El valor de R
obtenido indica una alta correlacion entre los valores de absorbancia y

las concentraciones de BCA de la curva.

1800

1800 y = 0,7363x + 132,56 ot
R? =0,9754
E 1400
(=] .
B 1200
© ot o
=
2 1000
o °,.°
2
: 800 s .
2 600 S .7
< .
400 .
R
200 { .-8
018
0 500 1000 1500 2000 2500

Concentracion ug/ml

CIENCIA EN REVOLUCION, ISSN-e: 2610-8216 CNTQ, Mincyt CIENCIAY TECNOLOGIA 117




o0 ._ ] @ ¢
%Eﬂ O MzZncyt  CIENCIAENREVOLUCION — cvg © &%%

Ciencia en Revolucion, Vol. 9, N° 25, (enero-junio, 2023)

Figura 5. Curva estdndar de los valores de absorbancia para
concentraciones conocidas de Albumina de Suero Bovino (BSA),
utilizando el protocolo de microplacas de Pierce BCA. Fuente:
Elaboracion propia de los autores (2023)

Al despejar del valor de (x) de la formula y conociendo los valores de
absorbancia a 590 nm obtenidos para cada dilucion de los dos
dializados (restando en cada caso el valor del blanco), se estimaron las

concentraciones de proteinas totales correspondientes (Tabla 1).

Formula: y= 0,7363 x + 132,56, Donde: x = y-132,56 / 0,7363 , Siendo
X = concentracion de proteinas, y = absorbancia registrada en cada

caso (menos el valor del blanco).

Se logré establecer que a la dilucion 1/20 se obtiene la mejor
estimacion de la concentracion de proteinas de los dializados. Para el
dializado correspondiente al huevo numero 1, a la dilucién 1/20,
se registré una concentracion de proteinas totales de 11,24 mg/mL
(Tabla 1), teniendo en cuenta que el volumen de yema trabajado fue de
15 mL, la concentracion total de proteinas fue de 168,6 mg, mientras
que, para el huevo nimero 2, con el mismo volumen de yema (15 mL)y
a la misma dilucion, la concentracion fue de 117,9 mg. Estos resultados
muestran el éxito en la estandarizacion de la metodologia para extraer

las proteinas a partir de la yema de huevo y utilizando PEG.
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Tabla 1. Concentraciones de proteinas totales, segun la dilucion, para

cadadializado
i i i Concentraciones totales
Medla. d.e la absorbancia. Con(.:erlitraclén (ug/ml). (mg/ml) *
Dializados (1y 2) Dializados (1y 2)
Dializados (1y 2)
Dilucién A, A, C, C; Cq Cz
1/2 2920,5 22255 3786,42 2842 51 7,57 5,68
1/5 1594,5 1270,5 1985,52 1545,48 9,93 7,73
1/10 9425 718,5 1100,01 795,79 11 7,96
1/20 546,5 4225 562,19 393,78 11,24 7,86
1/30 339,5 2495 281,05 158,82 8,43 4,76
1/40 286,5 197,56 209,07 88,2 8,36 3,53
1/50 248,5 143,5 157,46 14,86 7,87 0,74

*Concentraciones multiplicadas por el factor de dilucion. Fuente: Elaboracion
propia de los autores (2023)

e AS AN AN AN ALE

La identificacion de la ECEP inicialmente se realizaba en funcion de la
determinacion de antigenos “O” mediante la utilizacion de sueros
hiperinmunes obtenidos de mamiferos. Sin embargo, dada la enorme
“plasticidad” de este patogeno hoy en dia ademas de la identificacion
del antigeno “O”, es necesario determinar la presencia de otros
marcadores de virulencia como la capacidad de formar biopeliculas y la
presencia del pilis tipo IV, el cual esta implicado en la adherencia inicial
de la ECEP a los enterocitos. Pero, realizar estas determinaciones en

los laboratorios de rutina es costoso y tedioso.

La alta especificidad de la IgY se evidencia por su capacidad de unirse
amoléculas y estructuras particulares del patdégeno, como proteinas de
membrana, fimbrias, flagelos y pilis, inhibiendo la adherencia de este a
la superficie celular y previniendo la propagacion intercelular [16].
Ademas, se ha demostrado que la IgY se puede utilizar como anticuerpo

en los inmunoensayos, amplificando las senales antigeno-anticuerpo
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[17]. Igualmente se ha reportado la factibilidad de acoplar anticuerpos
aviares a particulas de latex, abriéndose una perspectiva al empleo de
este tipo de ensayo para el diagnostico rapido de diversas

enfermedades [18].

Las caracteristicas descritas para la inmunoglobulina aviar y la
necesidad de contar en el pais con una técnica rapida y sensible que
permita la identificacion de enterobacterias causales de diarrea como
la ECEP, impulsaron al laboratorio de Enfermedades Entéricas de la
Infancia del SAIB el desarrollo de un trabajo de investigaciéon con el
objetivo de obtener una IgY anti-ECEP que permita identificar al
patdgeno in vitro. En el presente trabajo se muestran los resultados de
las primeras etapas cumplidas para lograr el objetivo descrito:
se caracterizaron las cepas de ECEP, se produjeron los antigenos que
seran inoculados en las gallinas y se logré estandarizar la extraccion de

proteinas totales de la yema huevo.

Se demostro la capacidad de produccion de biopeliculas de 12 cepas de
ECEP pertenecientes a distintos serotipos “O”. Siendo el primer trabajo
realizado en el pais, que identifica este fenotipo en las cepas de ECEP.
La produccién de estas biopeliculas es considerada un mecanismo de
patogenicidad muy importante para ECEP ya que protege a los
agregados bacterianos de la accién de los antibitticos y del sistema
inmune del hospedero [19]. Ademas, se demostré en las 12 cepas
productoras de biopeliculas la expresion del pilis tipo 1V, el cual es
determinante para la adherencia inicial de la bacteria al enterocito.
Estos resultados garantizan la especificidad de los antigenos que seran

inoculados en las gallinas para la obtencion de la IgY anti-ECEP.
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La estandarizacion de la metodologia para la extraccion de las
proteinas totales de la yema de huevo utilizando la técnica de PEG
6000, genero resultados muy satisfactorios, ya que se consiguieron
entre 1179 a 168,6 mg de proteinas totales por yema, siendo el
rendimiento publicado en la literatura entre 100 y 150 mg. El éxito
obtenido en esta estandarizacion asegura, para las proximas etapas del
trabajo de investigacion, una vez inoculadas las gallinas con los
antigenos caracterizados, la obtenciébn de wuna importante

concentracion de IgY anti-ECEP especifica.

De esta forma se dan los pasos iniciales para generar propuestas que
den respuesta a la limitacion que genera la dificultad del diagnostico de
enfermedades endémicas en nuestro pais, tales como las diarreas
bacterianas, y de esta manera contribuir al diagnostico precoz,
direccionar el tratamiento oportuno y el adecuado seguimiento del
paciente infectado, contribuyendo asi al estado de salud de los

venezolanos.
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