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INTRODUCCION

lLa capacidad de muchas bacterias patégenas para adherirse
a células epiteliales es una ieportante caracteristica de
virulencia, ya que es a wmenudo, el priser pasoc en el
establecimiento de la infeccidn. Asf{, las cepas de E. tolj en
terotoxigénica se adhieren especificamente a las células epi-
teliales del intestino delgado del huésped, dohde secretan
enterotoxinas, las cuales son una causa de diarrea en lactan-
tes tanto humanos como de ganado porcino y vacuno.

lLas adhesinas o fimbrias de l1a bacteria se originan mn
la membrana citoplasmitica y estan compuestas por mondeeros
autopolimerizables de una proteina denominada pilina. Las
fimbrias se distribuyen alrededor de toda 1la superficie
telular, y poseen la capacidad de unirse a determinados
residuos de azdGcares presentes en las glucoprotefnas y otros
compohentes superficiales de las células. Estas funciones
pueden detectarse midiendo la adherencia de la bacteria a
células epiteliales, o bien, a travées de su capacidad de
producir hemaglutinacidn en presencia de D-manosa. La
D~manosa es uno de los ligandos m£s comunes de las fisbrias y
es posible impedir la adhesiéon de E, gnli enterotoxigénica
(ETEC) a 1la superficie celular medi ante un bloquea

competitivo con D-manosa o algtn mandsido.



Las cepas de E. coli que producen diarrea requieren 1la
presencia de dos factores: una enterotoxina y un factor de
adherencia; é4ste Gltimo es un tipo de fimbria cuya adhesién
no es inhibida por D-manosa, como en el caso particular de
K88, en el cual se basa este trabajo.

l.as adhesinas manosa resistentes presentes en las cepas de
ETEC que son especie-especfficas, son las siguientes:
KB8 y 987P para el ganado porcino, K99 para bovinos y CFA I vy
CFA 11 para los humanos.

Cada uno de estos ant{genos es codificado por plfsmidos vy
s ha encontrado que a través de pases de la cepa de ETEC KBB
positiva en medio sintético que contiene calostro inmune,
estas cepas pierden ripidamente la capacidad de expresar la
fimbria en la superficie, obteniéndose variantes K88
negativas.

Resumiendo lo anterior, se llevé a cabo el aislamiento,
purificacién y empleo del antigeno de superficie K88 para
d!spu‘s inducir la pérdida del mismo, por la importancia que
tienen las cepas de ETEC de producir cuadros diarreicos en

lactantes.



OBJET1VOS:

1. Determinar la capacidad de adherencia de la cepa de E,

coli KBBab.

2. Visualizar por microscopfa electrénica la presencia de

fimbrias.

3. Purificar las fimbrias por centrifugacidn, diflisis vy

cromatograffa por Filtraci®dn en Gel.
4. Inocular a animales de experimentacién con la
bacteria total muerta, para la obtencién de inmunoglobulinas

espec{ficas para K88ab.

5. Determinar los plismidos que codifican para el Kg8Bab, en

geles de agarosa por electoforesis.

4. Realizar la curacién de la cepa KBBab paositiva con las

inmunoglobulinas obtenidas.

HIPOTESIS:

Es posible que las inmunoglobulinas anti-k88ab, realicen

la curacién del pl&smido que codifica para la fimbria Ke8ab.



CAPITULD 1

Escherichia coli,

Bacilo recto Gram negativo, gque mide de 1.1 a 1,5 micro-m «x
2.0 a 6,0 micro-m, que puede encontrarse s0lo o en pares. Es
facultativo, tiene ambos tipos de metabolismos, respiratorio
y fermentativo,

En  agar nutritive su morfologf{a colonial puede ser de tipo
lisa (S), paco convexa, humeda, gris, con borde wntero y 1la
superficie brillante y facilmente dispersable en soluci{én salinas
© puede ser rugosa (R), seca y difi{cilmente dispersable en
solucidn salina. Aungue también pusden ocurrir formas
intermedias, como mucoides y viscosas.

€s quimioorganétrofo, oxidasa negativo, pudienda utilizar el
acetato como una lnica fuente de carbone. La glucosa y otros
carbohidratos son fermentados con la produccion de piruvato, el
cual se convierte en &cido férmico, acético y letica. La lactosa

la fermentan ta mayor{a de las cepas (72).

Caracteristicas Bioguimicas (72} Produccidn de 4&cido
a partir des

Catalasa + Lactosa +

Oxidasa - Maltaosa +

Gas de glucosa + Manital +

Acido sulfhidrico -

Reduccién de nitratos + Reaccidn con

M.R, + proteinass

v.P. -

Citrato ~ Hidrélisis de

G+C, %4 48~52 gelatina -

Indal +

Ureasa -



La composicidn antigénica de E. coli » estd dada por los
antigenos sématico 0, de envoltura K y flagelar H, que se usan
comunmente para la clasificacidn serolégica de las cepas
patégenas y no patégenas.

El antf{geno som&tico D es un polisacdrido que constituye
parte de la membrana externa, es termoestable a temperaturas de
100*C a {2i°C. El lipcpolisac!rido estf{ compuesto por tres
partest la parte proximal § regién hidrofébica del 1{pide A} 1la
distal & regién hidroéflica del polisacdrido del ant{genc 0i y la
r.gi{n central que conecta a las dos anteriores. De acuerdo al
estado del lipnpolisa:&rido. las cepas se describen come lisas
(8) o rugosas (R). Las formas S desarrollan las cadenas de
polisacdridos, mientras que las formas R pierden esas cadenas por
mutacién (72). Las propiedades de las mutantes que gproducen
moleculas de LPS incompletas, sugieren un cambio en la naturaleza
de las funciones biolégicas. La pérdida del antigeno O promueve
la pérdida de la virulencia (19,53).

El antigeno K es un pclisacérido de naturaleza Acida. 21 cual
forma una envoltura o cdpsula alrededor de la pared celularj
algunas de sus caracter{sticas se alteran por calentamiento a
varias temperaturas.

El antigeno H est{ constituido por una protef{na soluble 1lama-
da flagelinaj y en la cual el orden de los amino&cidos representa
la especificidad de 1los distintos ant{genos flagelares. Son

termolébiles y se ipactivan a 100°C por 1h (19).



Ademfs de la proteina flagelar, la mayer{a de las cepas
tienen una fimbria o protefna fibrilar que se extiende en gran
némero en la superficie bacteriana vy tiene funciones
espec{ficas, como la adhesidn a diversos érganos.

Se describen dos variedades de fimbrias (pilis) por su capaci-
dad de aglutinar eritrocitos: el pili tipo I (&1), Que se carac-
teriza por producir hemaglutinacién (HA) la que es inhibida por
manésidos, y que se denomina HA manosa-sensible (MS)} y 1la otra
variedad que no es inhibida por manosa, produciendo una hemaglu-
tinacién manosa-resistente (MR) (30,70} .

La #imbria tipo I (F1), se adhiere a la superficie de la
mucosa de vias urinarias, mientras que las diversas fimbrias MR,
son un factor de virulencia especie-espec{ficas y 6érgano-
espec{ficas (72),

Algunas de las fimbrias MR se han aislado dae cepas
enteratcxig(nicas en porcinos, que generalmente poseen el
antigeno Ke8, %87 P, y ocasionalmente K9%9; encontréndose este
dltimo con maAs frecuencia en cepas de bovinos (25).

Desde que se reconocié la naturaleza protfica de estos
ant{genns fimbriales MR y se encontraron mas ant‘genos similares
no sélo en casos de diarrea sino en enfermedad extraintestinal,
sSe Propusoc una hueva designaci‘n para tales fimbriast los ant{ge-
nos " F *, As{, para el ant{geno KB8 es F4, para K99 es FS y para
987 P es Fé6. Las denominaciones F2 y F3 se describen para el

Factor de colonizacién CFA I y CFA II de cepas lnterotoxig‘nicas



en humanos (72).

A. E. coli Enteroctoxigénica (ETEC).

Ciertas cepas de la bacteria intestinal comén E. coli
s@ han identificado como los agentes causales de una variedad
de enfermedades diarreicas, incluyendo la diarrea infantil, la
diarrea parecida al célera en adultos, la diarrea del viajero y
la celibacilosis en animales domésticos neonatos (12)

Myron M. (48), clasifica a las cepas de E. coli productoras de
diarrea en cuatro categor{as: Enterotoxigénica (causa mayor de la
diarrea del viajero y diarrea en niRos), Enteroinvasiva (una
causa de disenter{a), Enteropatégena (una importante causa de
diarrea en nifos) vy Enterohemorrfgica (productora de colitis
hemorr(gica y sindrome urémico hemol{tica).

Estas categor{as difieren en su epidemiologfa, patcgénesis Yy

en sus serotipos 0itH, bLas caracter{sticas comunes aunque distin-
tas para cada categorfa, incluyen propiedades de virulencia cadi-
ficadas por plésmido, las {nteracciones caracter{sticas con la
mucosa intestinal y la elasoracién de varios tipos de enterotoxi-
nas.

Una quinta categor{a no muy bien definida de E. coli, es la
Enteroadherente, que se identifica por su patrén de adherencia a
células Hep-2.

Las cepas enterotorigénicas se caracterizan por su capacidad
de proliferar en el intestino delgado y por la producciédn de 1la
enterotoxina termoidbil LT y/o la termoestable ST, que es

controlada por plésmidos,



La toxina LT es una proteina con un peso molecular aproximado
de 91 000 daltones, que se destruye por calentamiento a 65°C du-
rante 30 minutos. Es semejante a la toxina del cdélera y esta
constituida por wuna subunidad A y une subunidad B, La cadena
polipeptidica A, consiste en una molécula Al y otra A2 unidas por
un puente disulfuro. Cada subunidad A estd ligada en forma hno
covalente a cinco cadenas polipeptidicas de B.

El mecanismo por el cual la toxina LT estimula la actividad de
la adenilato ciclasa en la célula es el siguientet la subunidad B
de la toxina se liga a el ganglidsido GM!, un receptor especifico
de la célula, y la subunidad Al (parte'activa), se libera de la
toxina y penetra en la célula estimulando la actividad de 1la
adenilato ciclasa ligada a la wembrana. Esto da como resultado,
la conversidén de ATP en AMP ciclico (AMPc), el cual induce la
excrecion activa de clcruro; (Cl-) e inhiba la absorcioén de sodio
(Na+), creando asi uh desequilibrio hidroelectrolitico en la mu-
cosa intestinal, elimindndose a la vez grandes cantidades de
bicarbonato y potasio (11,12).

La toxina ST son polipéptidos de bajo peso molecular,
es débilmente antigénica y no se destruye por calentamiento a
100°C durante 30 minutos. No tiene reaccién cruzada con la
toxina LT de E. ¢oli ni con la toxina del célera. Las cepas de
E. coli productoras de la toxiria ST que se han aislado de una
variedad de huéspedes, principalmente el humano vy los

porcinos, que pueden producir varios tipos de la toxina ST gque



difieren en su solubilidad en metanol y son especie-especf{ficas
La toxina STa (soluble en metanol) es activa en cerdo y ratén
reci€n nacido, mientras la toxina STb (inscluble en metanol) es
activa en cerdos adultos (11).

La toxina ST no efecta la concentracién de AMP, pero
estimula la guanilato ciclasa causando un incremento de GMP
cfeclico (GMPc), inhibiendo el cotransporte de NaCl! por la pared
intestinal (11).

Las cepas de ETEC originalmente se encuentran dentro de dos
categor{as: cepas productoras solamente de ST y cepas productoras
de ambas 8T y LT. El antigeno K8B se encontrd asociado con cepas
productoras de ambas enterotoxinas (22,23). Sin embargo,
Buined y Jansen en 1979 (21), reportan que de 52 cepas K88+, 37
producen solamente LT mientras las otras 15 producen ST + LT. En
el mismo a¥o, Sbderlind y Méllby (6B), analizan la correlacidn en
la pruducci&n de KB8 en cepas con serogrupo O 149 y la producci dn
de ambas, ST y LT, pero el serogrupo D 8 solo produce 5ST.
Obviamente la presencia de KBB puede asociarse con ST, LT, o

ambas (21,68).

B. Adhesinas Fimbriales.

En 1961 se describe un nuevoe tipo de antigeno K,
nombrado K88, en un estudioc seroldgico realizado a un ndmero de

cepas de £, cpoli frecuentemente aisladas de enteritis en



cerdos. Més recientemente, Nagy y col en 1977 (49), reportan la
colonizacién del intestino delgado de porcinos por una cepa de
E. ¢coli enterotoxigénica que carece del antigeno K88, pera que
posee otra adhesina designada 987 P.

En 1972, Smith y Linggood(&67), reportan un descubrimiento he-
cho anteriormente por Sojka, acerca de que cepas enteropatégenas
para vacas y terneros poseen un antigeno comdn, K99 que facili-
ta la adhesién al epitelio intestinal, mientras que las cepas K99
negativas no proliferan en el intestino delgado.

Evans y «col, describieron un antigeno de superficie con
caracteristicas similares al antigeno K88 en €. coli
enterctoxigéfnica de origen humano y que fue encontrado en la cepa
H~ 10407 aislada de un paciente con diarrea severa parecida a la
del célera en Daca, Bangladesh, al cual se le denominé Factor
de Colonizacién CFA I y a otro inmunolégicamente distinto, CFA II
(13,14,15) .

Todos estos antigenos de superficie, que confieren propiedades
adhesivas a 1las cepas enterotoxigénicas, se identifican como
apéndices protein{ceos, no flagelares filamentosos, que se
encuentran en la superficie celular bacteriana.

La terminologfa mas comdn para estas estructuras es fimbria,
y pili (7). Pili, es una palabra derivada del latin que significa
pelo o estructura parecida a un pelo.

Una tipica bacteria #fimbriada, E. coli K-12, contiene



aprovimadamente de 100 a 300 de estas estructuras alrededor de
toda la célula bacteriana. cada estructura mide aproximadamente
7 nm de ancho por 0.2 a 2 um de largo.

Una simple fimbria consiste de ~ 1 000 subunidades repetidas
de un polipéptido de ~ 17 kda. La estructura primaria de una
subunidad se determina por el andlisis de sus aminofcidos, la se-
cuencia amino-terminal y la secuencia de genes del ADN que codi-
fican para la subunidad. En base a esto, la molécula contiene
~ 160 residuos de aminofcidos, con una alta proporci&n de amino-
£cidos con cadenas hidrocarbonadas y una proporciédn baja de ami-
nofcidos bfsicos. As{, 1a molécula es extremadamente hidrofébica.
Adem‘s, contiene dos residuos de cistefna, los cuales forman una
unién disulfuro intracadena (7,53).

Los pilis se han dividido en dos grupos generales: el sexual
y el som&tico. El primero tiene una funcién especifica que se
requiere para el intercambio de informacién genética entre 1las
bacterias. Aunque se conocen las funciones precisas de algunos
pilis somfticos en muchos de 1os casos se reconocen como
estructuras morfoldgica y serolégicamente distintas. El término

de fimbria se usa como sindnimo de pili somftico (19).

€. Hemaglutinacidn.

Hemaglutinina es un término que se usa para algunos

componentes de la superficie bacteriana que causan la



aglutinacién de eritrocites. La palabra adhesina se usa para

describir algunas estructuras de la superficie bacteriana
que median el atague de la bacteria a la c€lula epitelial,
Hemaglutinina y adhesina son a menudo sinénimos.

Se emplean dos técnicas bfsicas para detectar propie-
dades adhesivas de la bacteria: primero, la prueba de
hemaglutinacién semi-cuantitativa, la cual muestra la capacidad
de adhesividad de la bacteria o de las adhesinas libres de
c€lulas para unirse a eritrocitosi la segunda es la prueba de
adhesién, en la cual se aislan cflulas epiteliales, células en
cultivo de tejido, eritrocitos, cortes de tejido epitelial o en
cultivos de d6rganos que se incuban con cantidades viables de
bacterias y miden cuantitativamente la adhesién obtenida por
conteo de bacterias viables o de la bacteria marcada con
radiocisdtopos (57,42).

La mayoria de las cepas de €. ¢oli exhiben un patrén similar
de hemaglutinacién con eritrocitos de varias especies animales.

Evans y col (14), distinguen tres grupos de cepas con diferen-
te patrén de hemaglutinacién y un cuarto grupo que no produjc
hemaglutinacién. La actividad hemaglutinante se asocié con las
fimbrias, las cuales se desarrollaron en cultivos sflidos y medio
liquido estftico. £l grupo I exhibe una hemaglutinacién inhibida
totalmente en presencia de 0.5 % de D-manosa o metil &-D-manfsido
por lo cual se clasifica como fimbria tipo !, Los grupos Il y 111

muestran una gran diversidad de patrones de reacciones con



diferentes eritrocitos. Las reacciones no se afectan por la
presencia de D-manosa, Yy cuando las mezclas aglutinadas se
calientan a 10°, 20°, 30°, 40° y 50°C, la bacteria se eluye de
los eritrocitos. Por lo tanto se le denomina manosa-resistente y
eluyente (MRE), Los grupos II1 y II1 difieren, en que el grupo II
posee la forma de fimbria y el grupo 11! no.

ta produccién de la adhesina se inhibe a 18°C y la actividad
hemaglutinante se destruye por calentamiento de las células a
65°C por 30 minutos. Algunas otras propiedades se muestran en la
Tabla 1.

Jones vy Rutter (29), prueban 108 cepas E. cpli KB8 positiva
que muestran una hemaglutinacioﬁ manosa resistente con
eritrocitos de cobayo a una temperatura de 0° a 3°C. La
hemaglutinacién no se presenta con las cepas Ke8 positivas
crecidas a 18°C o las mutantes KBB negativas de una cepa KB8
positiva.

Parry y Porter (55), prueban diferentes tipos de eritrocitos
contra un gran ndmerc de preparaciones libres de cdiulas de
dos varisntes serolfgicas del KBB (KBBab vy KBBac), as{ como
también de cflulas que portan estos ant{genos. Observaron una
poderosa afinidad de K8Bab por eritrocitos de pollo. La adhesi 6n
es estable a temperatura ambiente y es manosa resistente. Las
células y preparaciones libres de cflulas de KBBac no se adhieren

a la membrana de eritrocitos de pollo. Con respecto a eritrocitos



TABLA 1

Fimbria. Propiedades Generales.

Propiedad

Actividad con D-manosa
al 0.5 %

Actividad a méds de
50°C

Actividad despufs de
calentamiento a &5°C
durante 30 min,

Actividad después de
tratamiento con for-
maldehide 0.5% a 37°C
por 4 h.

Patrén de actividad
con eritrocitos de
diferentes especies,

Condiciones éptimas
de desarrollo para
la adhesina.

MS

Ausente

Presente

Presente

Presente

Patrén simila

Cultivo prolon-
gado (48 h)
medio de caldo
en aerobiosis

o estftico.

11

r

en

MRE

Presente

Ausente

Ausente

Ausente

Patrén
diferente

Cultivo en

Agar-amor-

tiguador a

37°C 7/ 24h

No desarro-
1la de (5°

a 20°C.



de cobayo, aglutinan con ambas bacterias KB88ab y K8B8Bac, pero la
reaccién es inestable a temperatura ambiente, La selectividad del
K88ab para lpos eritrocitos de pollo puede involucrar la adhesion

via el determinante K88b.
D. Caracterizacién de la adhesina KB68.

El primer reporte acerca del descubrimiento de! ant{geno KBS,
hecho en 1961, describe a la adhesina como una sustancia
termolébil, denominada K88. E! proceso de aislamiento
para el antigeno, descrito en 1946, consiste en liberar
el antfgeno de las cflulas, por calentamiento a &0°C durante 20
min, o por tratamiento de 1la suspensidn célular con
agitacién. L.a purificacidn se hace bajo precipitaciocnes iso-
eléctricas repetidas y ultracentrifugacién. E1 anflisis quimico
revela que el antf{geno purificado es una protefna, en contraste
con el pnlisac“rido natural de todos los otros antfgenos K
(17,69),

El estudio por microscopia electrdnica (7,56) muestra la
morfologfa del antf{geno, encontréndose que la bacteria estaba
cubierta por un material filamentoso. E! ant{geno purificado
tiene una estructura parecida a la fimbria y se visualiza como
un hilo flexible.

Una +fimbria K88 tiene de 0.1 a { um de largo y 7nm de
didmetro, El antigeno K88 presenta cuatro variantes:

K88ab, K8Bac, K88ad, KB88ad (e) , mostrando di ferencias
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1nmuno!6gicas y relativa diferencia en la estructura primaria
21y,

La variante KBBab, originalmente se obtuvo en cepas de E. coli
aisladas en porcinos con enteritis, en Inglaterra. La variante
K8Bac, se aisld primero en irlanda y en la Repdblica
Democrdtica Alemana. Posteriormente, la variante K88ad se aislé¢
en Holanda, en cepas de £, cpli enfernpatogenal.

ta varjacién serolégica del antigeno K88 podria representar un
esfuerzo de la bacteria para escapar de la presién inmunolégica
impuesta sobre la poblaciédn bacteriana K88 positiva por 1la
vacunacifn a grande escala con vacunas que contienen K88. Otra
explicacién, para las variantes KBB observadas, puede ser la
"resistencia” de porcinos a un tipo particular de adhesina K88,
debido a la presencia de " sitios receptores " alterados, en las
células del epitelio intestinal, que esta dirigida a la selecci én
de otras variantes KB8 naturales que también se adaptan a estos
receptores alterados.

La idea de que las variantes serolfgicas del ant{geno K88, son
adaptaciones a circunstancias alteradas, se apoya en el hecho de
que la adhesividad se encontré asociada & los antigenos KBBb vy
K88c Y que esta capacidad se neutraliza con antisueros
homél ogos.

E! peso molecular de la subunidad KBBab es de 25,000 — 24,000
daltones empleando la electroforesis en gel SDS/poliacrilamidaj

sin embargo, el peso molecular calculado en base a su secuencia
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completa de aminodcidos es de 27,540 daltones. El punto isoeléc-
trico determinado por Klemm en 1981(35), es de 4.4, este valor
difiere del valor de 4.2 encontrado por Mooi & Graaf en 1979
(41), pero la pequeia diferencia reside en el empleo de dis-
tintos métodos.

ta subunidad KBBab comprende cerca de 264 residuos de
aminu&cidos, 43 tienen carga, de los cuales 24 son residuos de
dcido glutadmico y 4cido aspdrtico y 19 son residuos de arginina y
de lisina. Adem&s, el 33 % de los residuos son hidrofébicos (35).

Mooi y De Graaf (41), purificaron variantes de K88 por
filtracién en columna de gel Sepharose CL - 4B, después del
tratamiento de una suspensién célular del extracto crudo de
KBB por agitacién y precipitacién con sulfato de amonio. EIl
peso molecular var{a dependiendo de la variante aislada. El 98 %
del peso seco fue proteina. El an{lisis de azfcares indica 1la
presencia de cantidades traza, variando entre 0.06 y 0.28 %4 del
peso seco del ant{geno.

Aparentemente el antigeno K8B no es una glicoprote{na! sin
embargo, existen tres regiones en la secuencia de aminoécidos de
1a subunidad protefca del K8Bab, donde puede ocurrir una N-
glicosidacién.

Las preparaciones de KB88 contienen todos los aminodcidos
comunes, con ex:epc£6n de cisteina. Esto implica que las
subunidades de la fimbria, no estdn unidas por puentes disulfurao,

pero si por interacciones electrostéticas o hidrofébicas.



La estructura primaria del K8Bab 1la determinaron dos
grupos por diferentes caminost Klemm (35), que determina 1la
secuencia de amincdcidos de la subunidad KBBabi vy Gaastra y col
(18), que determinan la secuencia de bases del ADN del gen que
codifica la protef{na KBBab. La composicién de aminodcidos se

encuentra en la Tabla No. 2 (41).

TABLA 2

Variantes KB8. Camposicidn de aminoicidos® (41),

AMINOACIDO KBBab KBBac KBBad K8Bad (e)
Asp 26 28 29 30
Thr 27 23 24 23
Ser 16 19 16 17
Glu 16 15 18 20
Pro ) 7 7 7
Gly 35 34 34 35
Ala 27 28 28 25
Cys (<] o Q 1
Val 18 17 i9 19
Met 2 2 2 1
lle 10 10 i1 13
Leu 18 20 e i8
Tyr ] 9 7 7
Phe 10 9 10 10
His [} 1 2 2
Lys 12 13 10 Q9
Arg 7 7 ) S

a Expresados como subunidad pili/residuos, con un peso
molecular de aproximadamente 25,000 daltones.



Con respecto a otras adhesinas, no se observa ninguna homolo-
gfa entre la estructura primaria del K88 con el F2, ni con las
secuencias de aminofcidos de otros antigenos de adhesidn (30).

Tabla No. 3 (19).

TABLA 3

Composiciédn de aminoicidos de subunidades

de varias adhesipas (19).

AMINDACIDOS Ke8ab 987 P K93 CFA 1 CFA Il
Asp 30 34 23 12 14
Thr 29 28 19 1S5 9
Ser 18 23 15 17 -]
Glu 17 186 10 11 20
Pro S a 5 7 3
Gly 34 26 19 10 11
Ala 28 26 18 19 8
Cys 0 2 4 o ]
Val 21 15 8 19 7
Met 3 1 3 3 2
Ile 13 12 I S 4
Leu 20 17 9 12 7
Tyr 10 5 7 4 5
FPhe 11 3 9 2 4
His (¢} [¢] 3 1 1
Lys 11 10 9 8 S
Arg 8 2 & 1 3
Trp 4 1 ND 1 ND

ND, no determinado.



La .relacién funcién-estructura en la secuencia del K88 estd
dirigida hacia el hecho de que todas ias variantes antigénicas de
K88 poseen la parte C-terminal idéntica. La preservacién de esta
estructura altamente hidrofébica, puede servir como un ancla
molecular que fije la fimbria a la membrana bacteriana. Al
contrario, la parte central de 1la molécula es bastante
hidrofflica y es también en esta parte donde se encuentran
la mayorf{a de los residuos de aminodcidos b4sicos. Ademds,
las cuatro variantes antigénicas contienen el determinante
antig‘nicn "a", el cual probablemente es esencial para 1la
funcién de la fimbria KBB y puede estar involucrado en la
interaccién con el receptor en el intestino delgado de porcinos

{41).



CAPITULD 11

ADHERENCIA

A. Mecanismos de adherencia.

Desde 1950, se conoce que la adherencia bacteriana de muchas
bacterias Gram negativas a células eucaridticas es especificamente
inhibida por manosa y metil a-mandsidos. En 1977 se sugiriéd que
la bacteria posee lectinas en su superficie, que sirven como
adhesinas, las cuales enlazan o se unen a resjiduos de manosa en
células humanas. Desde entonces, se han identificado varias
adhesinas bacterianas como lectinas, con diferentes azdcares
especfﬂ:os.

La adherencia mediada por adhesinas bacterianas con
enlace a carbohidratos ( CBAs ) en bacterjas Gram negativas, se
expresa en la superficie en forma de fimbria,

M&s tarde, se describen unas CBAs mangsa-especf{fica (47),gque
posee la bacteria en la forma de fimbria tipo { y encuentran que
el trisacfrido a~D-Man ({-3)~a~D-Man ( {-4 }-D-GlcNAc Yy el
glicdsido p-nitrofenil-a~D-manc-pirandsido son potentes
inhibidores para CBAs manosa-especffico en E. coli,

En contraste con otras enterocbacterias, estos compuestas
inhiben pobremente el CBAs de Salmonella sp. , y solamente el
trisacfrido resulta un potente inhibidor para el CBAs de

Enterobacter glpacae. Los estudios sugieren que el carbohidrato




mfs simple reconocido por la fimbria Fl1 de entercbacterias es
D-mannsaj las CBAs de distintos géneros exhiben diferencias en el
tipo de oligomandsido.

El nexo de unién también puede establecerse mediante lectinas
extracelulares que forman enlaces entre las células del hu‘sped Y
células bacterianas. La procedencia de la lectina puede ser
endégena (producida por el huésped) é&  exégena (adquirida
principalmente de alimentos), fig.t.

Un tercer mecanismo, propone a las lectinas como componentes
integrales de la membrana célular del hu‘sped que se unen a
residuos de azdcares en la superficie de la bacteria.

Costerton y col ( 8 ), sugieren que esta adherencia se
consigue mediante una masa de fibras de peclisacéridos ramificados
que se extienden desde la superficie bacteriana formando un
compacto glicoc£lix que rodea a las células individualmente. El
glicocflix de la bacteria y el de la célula huésped interacttan
entre sf. Los monosacfridos terminales de las fibras interactdan
directamente por medio de enlaces polares reaccionando los
azGcares cargados negativamente con cationes divalentes como el

magnesio, fig. 2,
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La aherencia de la bacteria a una célula del huésped por medio
de enlaces covalentes o de lectinas puede inhibirse de varias
formas (8) 3

i ) suministrando un anflogo de los mondmeros que constituyen
las fibras de polisac£ridos, que ocuparfa los sitics activos de
las enzimas de polimerizacién, evitfndose asf las sfntesis de las
fibras de polisac£ridos;

ii ) bloqueando los sitios activos de una lectina por un
anflogo}

iii ) bloqueands los receptores de las glicoprotefnas de
la célula huésped por un agente que mimetice el glicocklix
bacteriano .

LECTINA

JIONES Mt;z+

CELULR HLESPED

Figura 2.
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B,  Aghesidn a la célula epitelial jptestinal,

Existen ciertos factores que pueden influenciar la adherencia
bacteriana (4), los cuales se dan a continuacién.

1. E} potencial de la superficie gelular,

La superticie de ambas células, eucaridtica y procaridética,
tiene un potencial negativo que resulta de la ionizacién de varios
grupos qufmicos en la superficie, El potencial de la superficie de
los eritrocitos de origen humano, resulta principalmente de la
ionizacién del grupo carboxilo del £cido siklico. Las entidades
qufmicas responsables del potencial de superficie de la célula
bacteriana varfan con 1la cepa, especie Y condiciones de
crecimiento, as{ como con la presencia de la fimbria en E. goli.
La pérdida o modificacidn de estos componentes puede cambiar el
potencial de superficie. La carga negativa de los grupos fijados
en la superficie atrae iones cargados positivamente del medic en
que se encuentra, lo que forma una doble capa eléctrica difusa.
Cuando una c#élula es forzada a moverse dentro de un campo
eléctrico, los iones de la doble capa se mueven junto con la
célula.

2. Teorf{a DLYO.

La aparente paradoja de dos cuerpos , en los que ambos tienen
un potencial de superficie negativo y pueden atraerse y adherirse
uno con otro, - puede explicarse en parte con la teoria de

Der jaquin-tandau y de Verwuey-Dverbeek (DLVO) (57), la cual
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considera que la energla de interaccién de dos partfculas
cargadas, de igual magnitud y signo, es la suma de la energfa
electrostftica de repulsidn VR y la energla de atraccidn VA
propuesta por fuerzas de Vander Waals.,

Las fuerzas de repulsién VR y de atraccién VA, entre
superficies préximas con una distancia de separacién "d" s hace
que las superficies a ciertos valores de "d” , se atraigan una
a otra, mientras que a otros valores de "d" se repelan. Un
primer nivel de energfa que favorece las interacciones superficie
-superficie ocurre a una aproximacidén muy cerrada de las
partfculas (m{nima primaria) y otras que ocurren a grandes
distancias de separacidn aproximadamente de 10 a mas de 100 :
(m{nima secundaria’.

En un ambiente de alta fuerza idnica, la doble capa
se cohtrae efectivamente y la repulsidn entre ambas superficies
se reduce. Al contrario, una baja fuerza idnica del extendido de
1a doble capa puede ser tal, que la mfnima secundaria se reduzca

como una efectiva fuerza de atraccidn (57).

C. Factor de Adherencia KB8.

La unién especf{fica de la fimbria KBB a receptores en la
superficie de las células epiteliales debe vencer las fuerzas
repulsivas entre las células epiteliales y la bacteria.

El papel de las interaccienes hidrofébicas en las propiedades

adhesivas de la cepa enterotoxigénica fimbriada, se ha demostrado
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por cromatograf{s de interaccidn hidrofdbica (15), Smyth y col (66)
sugieren que la reduccidn en el potencial de la superficie célular
por enmascaramiente de la carga por los ant{genps polisacfridos K,
lipopolisacfridos y adhesinas con caracterfsticas hidrofdbicas,
probablemente promueven la adhesidni también sugieren que la unién
hidroft&bica est€ involucrada en la interaccién de astas
adhesinas con la mucosa intestinal. £l ant{genn Kxea
capacita a los microarganismos para proliferar en la porcidn
anterior del intestina delgada, £&rea més sensible a la actividad
enterotédxica.

Bertschinger y col 5 ), camparan daos cepas, uha
enterotaxigénica y otra no enterotoxigénica de €. ¢gQli y su
asociacidn con el epitelio del intestino delgado en parcinos. La
primera se encontréd cerca de la punta de la base de las
vellosidades y se continué en el borde vellosa, pero no se
encontrd en las criptas (2); mientras gque la otra cepa percanece
en el lumen del intestino cerca de las puntas del vello.

t.a importancia del ant{genc K88 y el papel de adherencia que
desempeffa en la diarrea causada por E. goli enteropatégena en
porcinns, se muestra claramente cuando se compara el namero ‘de
microorganismos presentes en los tejidos del intestino delgado de
neonatos de hembras vacunadas con KBB positiva o con KBD negatival
una  vacuna contiene solamente antfqencs “0" vy estimula la
produccidn de anticuerpos anti -0, mientras que la vacuna con KBB
positivo estimula la pruducc(&n de ambos anticuerpos para “0" y

Kea.
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10 KB8 positiva, la

Comparando a cerdos no vacunados con 10
vacuna KB8 negativa produce un establecimiento de cinco veces 1la
cantidad de microorganismos presentes en el lumen del intestino
delgado y un establecimiento de tres veces el némero de
microorgani smos presentes en la pared del intestino delgado. Con
la wvacupna KBB positiva, el establecimiento del ndmero de
microorganismos fué de 10 y 100 veces respectivamente (19).

Moon y Whipp ( 446 ), reportan que la resistencia en el

intestino delgado de porcinos hacia cepas enteropatdgenas de

E, coli la adquieren especies adultas, mientras la respuesta a

otras cepas enterotoxigéninas fue positiva para todas las edades,
El ratén recién nacido, es susceptible a cepas de E. coli k88
positivas, pero no asf{ el ratén adulto, porque este ya produce
anticuerpos contra la bacteria, la cual pierde e! pl{smido que
codifica para K883 por lo tanto, el ratén viejo es resistente
a estas cepas.

En contraste a ETEC KBB-positivo en porcinos, las cepas ETEC
K8B8~negativo no se adhieren a la célula epitelial intestinal in
vitro; s#in embargo, se adhieren al epitelioc intestinal {n vivo. La
diferencia entre la adhesidn in vivo e tn vitro puede explicarse
por las condiciones que se generan en el crecimiento dentro del
intestino, 1o cual parece seleccionar o promover el desarrollo de
células fimbriadas. Las colonias fimbriadas aisladas del intestino
pueden distinguirse de las no fimbriadas por su morfologfa
colonial en placas de Agar Sangre, son pequelas y transltcidas

las fimbriadas y grandes y opacas las no fimbriadas (49).
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Bajo cierto control en las condiciones de crecimiento, se
promueve la produccién de la adhesina, seleccionfndose clonas
fimbriadas. Issacson y col (24), fueron capaces de demostrar que
c€lulas 987 P-positivo se adhieren a células del epitelio
intestinal (n vitao. Nagy y col (49), al establecer la
adhesina 987 P como un factor de colonizacidn en porcinos, vy
compar&ndola con la bacteria KBB positiva, la cual prolifera en
mayor grado en la parte anterior del intestino delgado, observan
que las cepas 987 P positivas se encuentran en mayor proporcidn en

la parte posterior del mismo.

1. Naturaleza de los sitios receptores para KBs,

Kearns y Gibbons (32), reportan que las membranas plasmfticas
preparadas del! borde velloso de epitelios susceptibles a 1la
adhesidn por la bacteria K88 positiva, pierden el 78% de su
actividad de receptor. La capacidad de enlate de las membranas de
borde velloso, fue mejor cuando 1as membranas se incubaron con las
fracciones del sobrenadante obtenidas durante su preparacién. El
anflisis de estas fracciones del borde velloso adhesivo
y no adhesivao, revela una diferencia consistente en los
perfiles de glicolfpidos de estas fracciones, 1o que indica la
posible naturaleza del receptor para el antfgeno KB8. Intentos
para inhibir el enlace del antf{geno KB8 marcado radioactivamente

al borde velloso con varios mono—, di-, y ulignsac‘ridns, sugiere
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que en estas interacciones complejas puedan estar involucrados
residuos de galactosa. La inhibicid&n por parte de algunas
glicoprotefnas de la mucosa sobre la capacidad del antfgenoc KB8
de aglutinar eritrocitos de cobayo, sugiere que esté presente un
residuo terminal (3-D-galactosil en el receptor para el KBB (20).
Una especificidad diferente fue reportada por Anderson y col (1),

1253
farmando

quienes emplearon el antfgeno K88 marcado con 1
complejos con membranas de bordes vellosos aisladas de porcinos.
La formacién de estos complejos se vid inhibida por glicoproteinas
con residuos terminales de N-~acetilglucosamina,
N-acetilgalactosamina y poco menos para N-acetilhexosaminas
libres, Se desarrollé un método directo ¥ cuantitativo,
para investigar el efecto de azfcares y glicoprotefnas en esta
interaccidn (1), Los resul tados muestran que la glucosa,
manosa, galactosa, fucosa, lactosa, a-metil-D-galactdsido,
f-metil-d-galactésido, a-metil-D~mandsido, o [-metil-D-glucédsido
no producen una inhibicidn significante a una concentracidn de
100 mM . Mientras que la N-acetil ~galactosamina,

N-~acetil-manosamina y N-acetil-glucosamina a {00 mM inhiben 1la
unidn del KBB en un 40, 29 y 14 %, respectivamente. Con respecto a
las glicoprotefnas , el efecto mostrado es mayor para la asialo
OSM ( Mucina Submaxilar de Ovino ) con un 45% de inhibiciédn, para
la asialoagalactosil ai-&cide-glicoprotefna un 3B% de inhibicidn y
para la asialo PSM ( Mucina Submaxilar de Porcino ) un 28% de

inhibicién. La GSM , que tiene como residuc terminal el 4cido
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siflico no muestra un efecto inhibitorio. Sin embarga, después de
quitar el £cido siflico de la 0OSM queda un residuo terminal de
N-acetil-~galactosamina, gque inhibe el enlace. Lo mismo sucede
con la PSM, que contiene un residuo terminal de
N-acetil-galactosomina, interactuando con el ant{geno KB& (1).

En conclusién, 1la diferencia puede ser el resultado de
haber empleado distintos sistemas. Gibbons (20), estudié la
adhesién de KBB cOn eritrocitos de cobayo , mientras Anderson
(1), usé un enlace directo con membranas de borde velloso.

La bacteria K88 positiva no se adhiere al borde de las
microvellosidades de todos 1los porcinos. Se encontraron dos
fenotf{pos en porcinos, el designado como "adhesiva" <(para la
bacteria KB8B positiva que se une a su borde vellose ) y "no
adhesiva”" (para la que no se une al borde velloso), (S8, 63). En
estudios recientes se clasificaron cinco diferentes fenotipos por
su capacidad adhesiva, que involucran tres de las variantes K88
(Tabla 4). Un fenotipo es susceptible a todas las tres
variantes, tres fenotipos son susceptibles sélamente a una o dos
varjantes y un fenotipo es resistente a la adhesidn mediada por
KB8, La susceptibilidad se debe a la presencia de un receptor
intestinal y se caracteriza por una herencia simple Mendeliana. El
producto del gen adhesivo (S) ©s5 dominante sobre el gen no
adhesivo (s). As{, existen dos fenotipos que son la expresién de
tres genotipos (85, 8s, ss ), (&6, 32),

¥earns y Gibbons (32) estudiaron la posible naturaleza del
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receptor. Este, que tiene especificidad para K88, muestra
similitud con el receptor para la toxina del célera (BGanglidsido

GM1 ).

Tabla 4.
Adherencia de cepas de §, goli K88ab, KB8ac, KBBad-positivas
aisladas del borde de las microvellosidades del intestino delgado
de porcinos (19).

Fenotipo Adhesidn por células KBB+
KBBab KBBac KB8gad
A ¢ +) (+) {+)
B (+) C+) t -
c t +) (= (+)
D «=-) [ ] {+)
E [ L] t -

D. Drganizacién genética del determinante KB8.

El1 determinante genético de la adhesina K88 se encontré
localizado en un plfsmido gque puede tranferirse a otra bacteria
por conjugacién. Se encuentran involucrados dos plésmidos en 1la
tranferencia del determinante K88 : (i) un factor responsable de
la transferencia de los genes de KB8 y/o marcas cromosémicas a
células receptoras, y (ii) otro segmento de DNA en el cual se

localiza el determinante KBB.
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Bak y tol, (3) realizaron estudios con microstopfa electrénica
en ADN de plfsmidos aislados de cuatro cepas de £, ¢o}i que
portan diferentes variantes del determinante KBB, sus resultados
sugieren que un plismidn que porta la adhesina y otro que porta
los genes de transferencia, pueden asociarse en uno compuesto.

La capacidad para utilizar rafinosa (Raf) como una dnica fuente
de carbono es cotransferida frecuentemente con el determinante
K88. Shipley vy col (64), determinan que los genes Raf y KBS se
localizan en un simple pldsmido no conjugative de un peso
molecular de 50 Md. Sin embarge, en algunas cepas con plésmido
conjugativo grande se observé que existis recombinacison
aparente entre el factor que 1o transfiere y el plésmido
Raf-K88. Mooi y col (42), localizan los determinantes genéticos
KB8Bab y Raf en un plésmido K88, los cuales no estfn estrechamente
unidos, sino separados por un pequefMo segmento de ADN de
20 Md. El determinante Raf, dota a las cepas entercpatégenas
de una ventaja, vya que les permite westablecer resistencia con-
tra la fagocitosis por la pruducci&n de una pared celular de
rafinosa (19).

Los genes para KBBab (45), K8Bac (33,34) y KbB8ad (19) se han
aislado por clonacidn molecular. En los tres casos, @1 determinante
genético KBB se localiza en un fragmento Hind III de un tamaMo de

aproximadamente de 7 a 8 Md.

1. Organizacién de genes involucrados en la produccidén de

KBBab.
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lLos genes que codifican para la produccidn del KBBab se han
aislado por clonacidn molecular, construyéndose un plésmido
recombinante designado pFM20S. E1 mapa genético de los fragmentos
de ADN clonado de KBBab (43,44) se describe en la fiqura 3.

Este fragmento expresa, por 10 menos, seis polipéptidos
en minicélulas, con pesos moleculares de 17,000 , 26,000 ,
27,000 , 27,500 , 30,000 y 81,000 daltones. E! polipéptido de
26 000 daltones se identificd como la subunidad fimbrial. El poli-
péptido de 30,000 daltones parece ser el precursor del polipéptido
de 27 000 daltones (44). El promotor natural para KBBab no estf
presente en pFM205 y los genes KBBab son transcritos esencialmente
por un fuerte promotor P1 pBR322 (54). Cuanda este promotor esté
ausente se observa un decremento de 10 a 20 veces en la produccién
de la fimbria K88ab. Un promotor débil, pré&ximo al gen que codifica
para el pulip‘ptidn de 17,600 daltones (p.17.6 Kd), puede ser res-
ponsable del bajo nivel de produccién de la fimbria K88ab en
ausencia de P1. El gen para la subunidad fimbrial K8Bab (p.26 Kd)
se localiza hacfa el extremo 3’ del operén K8Bab, a la derecha del
gen para {(p81 Kd), fig. 3. El KB88ab puede codificar para un mfnimo
de dos diferentes protefnas de superficie. Los cinco polipéptidos
(81, 27.5, 27, 26 y 17 Kd) se sintetizan como precursores, por lo
tanto es de esperarse que se localicen fuera del citoplasma. Tres
polipéptidos se 1localizan en el espacio per!pl‘smicn {p 17,
P27 v p27.5 Kd ) y dos en la membrana externa ( p2&é y p81 Kd ),

ver tabla 5 (S84, 71),
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Tabla 5.
Localizacidn celular y posible funcién de las polipéptidos

codificados por o1 determinante K88ab (19),

Poup6pudn Localizacidn Posible funcidn
P.M. ¢ celular
81,3000 Membrana Ensamblaje y/o anclaje de la sub-
externa unidad fimhrial.
27,500 Periplasma
27,000 Periplasma Necesaria para la integracidén de

la subunidad fimbrial dentro de
la membrana externa.

26,000 Membrana f.a subunidad fimbrial
miterna
17,000 Periplasma Involucrade en la modificaci&n

post-translacional de las subuni-~
dades de la fimbria,

17.6 a1 27 17 26 27.5

LA ] o

Kgaab

Figura 3.

Mapa gen#ético de DNA KBBab clonado (54).

SR rBR322. Pi, promotor principal pER322
~ew. DNA clenado. g , promotor débil.
%% denes estructurales. Los némeros, se refiwren al

peso molecular (x 1,000 daltones).
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2, Bios{ntesis del KgBab.

P;ra el estudio de este proceso y ocbtener la informacidén sobre
la funcidn de los productos de los genes, se obtienen una serie de
mutantes por delecidn para cada gen del pldsmido pFM20S5, siends
cada mutante analizada en minicélulas,

A las cepas que contienen la delecidn derivada de pFM20S, se
les probd la capacidad para adherirse a las células del epitelio
intestinal de porcinas y para aglutinar eritrocitos de cobayo
{55,56) . Una delecidn en el gen para pBi Kd, no tiene influencia
@n la expresién de 1a subunidad de la fimbria ni en el transporte
de ésta hacia la superficie de la célula. Sin embargo, no se
adhiere al borde de las vellosidades del epitelio intestinal y no
aglutinan eritrocitos de cobayo. Las mutantes con delecidn para
p27 Kd también expresan la subunidad pero se degradan muy rédpido
porque aparentemente en ausencia de p27 Kd la subunidad es
susceptible a protedlisis. Las cepas con delecidn para p27 Kd,
expresan la subunidad y la exportan hacia la superficie celular,
pero el ensamblaje de la fimbria no es normal, por lo tanto no se
adhieren al epitelio intestinal ni aglutinan eritrocitos de
cobayo. La delecidn en el gen de p27.5 Kd produce poca cantidad
de la adhesina K88ab, pero todavfa se adhiere y aglutina a los
eritrocitos (54).

Mool y col., (44), localizan al polipéptido de 17,000 daltones
fuera del citoplasma ( tabla S ) y excluyen un papel de regulacidén
positiva, por 1o menos a nivel de transcripcidn. Ademfs, p27 Kd

puede forzar la cadena pulipeptfdi:a de las subunidades, a una



conformacisn requerida para el transporte a trav€s de la membrana
externa y polimerizarla en fimbria.

Las mutantes defectivas en la sfntesis de p17.6 Kd, acumulan
subunidades fimbriales en el interior de la célula, sugiriendo que
p 17.6 Kd estf involucrado en el transporte o ensamblaje de las

subunidades (54).

3. Modelo de exportacidn de subunidades KBBab.

Se ha propuesto un modelo basado en los datos presentados
anteriormente acerca del modelo a sequir para la exportacidén vy la
unién de subunidades de KBBab. Este modelo se describe en la
figura 4 . Los precursores de la subunidad fimbrial se translocan
co-transduccionalmente a través de la membrana citoplfsmica con la
ayuda de su péptido seMal en el extremo amino terminal. En el
espacio periplfsmico los polipéptideos p27 Kd se asocian con las
subunidades y estabilizan la conformacién que se requiere para 1la
exportacién a trav€s de la membrana externa y previenen la
degradacién protecliftica 'y la polimerizacién prematura de 1las
subunidades. (os complejos p27 Kd y la subunidad fimbrial se
asocian para formar agregados de diferentes tamaNos. Los pl17 Kd
se unen a estos complejos y aumentan su afinidad por los p8l1 Kd
en la membrana externa. Una vez que los polipéptidas pl7, p26 y
p27 Kd se han unido al pBl Kd, la subunidades son modificadas por
los pl7 Kd y translocadas al otro lado de la membrana externa‘ a
través de canales formados por uno o mds pB1 Kd. Los pl7 y pzi Kd

se disocian del complejo y se vuelven a wutilizar para ciclos
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adicionales de unidén. Los pBi Kd catalizan el pliegue de las
subunidades a una conformacidn que polimeriza espontineamente con
otras subunidades y que también sirve como ancla para las
fimbrias. En este modelo no se incluye una funcidn para pl17.6 Kdj
sin embargo, puesto que &ste parece afectar el transporte y/o la
unidn de las subunidades, podria interactuar con las subunidades
en al curso del proceac de unién o© podrfa ser siempre una parte
de la estructura de la fimbria, o bién, formar un enlace entre la

protefna anclada y las subunidades de la fimbria (54).

34



Figura 4.

Mpodelo de exportacidn de la subunidad K8B8ab.
a, b, ¢, 4, e, ¥, indican la secuencia del proceso.
Los ndmeros, se refieren al peso molecular (x 1,000 daltonas)
de cada polipéptido. La R, indica el ribosoma; MC, seabrana

citopl{smica; EP, espacio periplismico; ME, membrana sxterna.



E. Importancia del antfgeno KBB en cuadros diarrefcos.

El reconoccimiento de determinantes microbianos de virulencia vy
su papel en la patogénesis de la enfermedad entérica, proveen una
base mfs para el estudio de la respuesta del huésped. Entre tales
determinantes de virulencia, el ant{geno KBB y la enterotoxina,

se han identificado en cepas de E. coli KB8 enteropatégena para

porcinos. Estudios in vlwe e in viw, suguieren que la propiedad

adhesiva de K88, capacita a 1la bacteria para colonizar el

intestino delgado de porcinos e indican que el porcino es
protegido contra la diarrea neonatal por la neutralizacién de
esta propiedad adhesiva (27,28). Sin embargo, a pesar de que las
fimbrias son especf{ficas de especie, estudios hechos por Deneke
y col en 1984 (9), reportan que el patdgeno portador de K88 de
porcinos, puede colonizar células del intestino delgado del
hombre. Para esto se aislaron células del epitelio intestinal
(f1eon) de humano y porcino, ambas células se pusieron en contacto
con cepas de E, goli enterotoxigénica patégenas para el hombre
(B2C, 334 y H10407) y para porcinos (6205 , P155, V17, G491, P307
y G110B-E). Las tres cepas patdgenas para el hombre, se adhirieron
a ambos tipos de células, tantao de porcinos como de humanos. Un
hecho similar ocurrid con las cepas productoras de 1los antf{genos
KBBab y KB88ac, que también se adhirieron a los dos tipos de
células. Este experimento confirma el estudio hecho en 1971,
alimentando a cuatro voluntarios con una dosis de bacteria Kes
viable (10'® células/ml) en la leche. Los resultados sobre la re-

cuperacién de la bacteria de las heces por perf{odos de tres meses
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sugieren que ocurre alguna colonizacién en el intestino delgado
por el pat&geno KB8. Sin embargo, solamente uno de los volun-—
tarios, desarrolléd una diarrea minima comparado con siete
de diez voluntarios alimentados con una dosis bacteriana de las
cepas B2C y B7A paté&genas para humanos. La cepa KB8 se recuperd de
muestras de aspirados de {leon en cantidad de 106 bacterias,
comparado con 107 bacterias patdgenas para el humano, sélo
que estas dltimas se recuperaron tanto de yeyuno como de {leon.

El enlace de E. goli enterotoxigénica patégena para el hombre,
a células del epitelio intestinal de porcinos, puede proveer un
modelo Gtil para la fase de ataque de la colonizacidn en el
humano. El1 conocimiento de los mecaniamos precisos del poder de
ataque de ETEC KBB, tiene gran relevancia en la diarrea del
humano (9.

Como la adhesién de E. coli al epitelio intestinal es un
prerrequisito esencial para el desarrollo de la enteritis, 1la
inhibicién de la adherencia mediada por anticuerpos, es uno de los
mecanismos de defensa del huésped contra el patégeno. En  un
porcine neonato, el valor protector del calostro contra 1la
enteritis es bien conocido. No existe transferencia
transplacentaria de inmunogliocbulina maternal in utero y la cria
depende de la absorcién intestinal de niveles altos de
inmunoglobulina del calostro durante los primeros dias de su vida
para sobrevivir (34,39,40). La vacunacién de hembras con una
preparacién de KBB purificado, confiere inmunidad pasiva a su

crfa. Rutter y col (59), probaron (n oiire, secreciones mamarias y
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suero de hembras vacunadas para investigar la naturaleza del
factor protector concluyendo que la neutralizacidn de la propiedad
adhesiva por anticuerpos KB8 de calostro y de leche, contribuye
significativamente a la proteccién de los crios. Ademis, el
calostro de hembras susceptibles efectGa mfs eficientemente 1la

fagocitosis opsonizante y muerte de E. coli KB8 in vire , que el

calostro de hembras resistentes. En E. ¢oli el efecto del pili en
la susceptibilidad a la fagocitosis se reduce después de que la
fimbria se elimina por irradiacién ultravioleta. La fagocitosis
di sminuye en un 757% en presencia de D-manosa 0.1 M, un agente que
inhibe competitivamente el enlace del pili a la superficie celular
(65) .

En colibacilosis neonatal, el K88 exhibe caracter{sticas
espec{ficas de ataque al epitelio intestinal de porcinos, y la
eliminacién de elementos gendéticos responsables de su sintesis,
promueven la pérdida de su virulencia (10). La pérdida de la
capacidad de sintetizar la fimbria, se debe a la pérdida
permanente del gen que la controla y no de la supresién temporal
de este efecto. Tal pérdida del plésmido se acepta normalmente
camo una evidencia de curacién de plfsmido (40). En este proceso
se usan también otros agentes, como el colorante de acridina y el
dodecil sulfato de sodio (SDS), pero no se utilizan (n viwe por
su inherente toxicidad (&60), Esta curaciédn del plismido KBB

positiva produce variantes K88 negativas .
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1. Variantes KB8-negativas.

Una inmunizacidn oral con vacuna de E. cgli inactivada con
calor, muestra una capacidad peculiar para inducir la pérdida de
la adhesina K88 del patégeno bajo esta infeccidn, mientras una
camada control no inmunizada, no la muestra. La infeccién se
controla en el grupo vacunado y después de un periodo corto se
excreta el patdégeno administrado, como una forma KB88 negativa
avirulenta. Sin embargo, en el grupo control usado, se excretd la
bacteria KBB positiva después de dos semanas aproximadamente,
asociada con diarrea. Estudios posteriores in uviie, confirman que
los anticuerpos producidas por inmunizacién oral inducen 1la
pérdida de 1os ant{genos KBBab y KBBac en un cultivo (39, 40 y
56). El efecto gque tienen los pases de la cepa O0B:KB7(B)KBBab en
presencia de anticuerpos de origen porcino que se obtuvieron por
inmunizacién con antfgenos inactivados con calor, se hace reali-
zando cinco pases cada doce horas en presencia del 254 de la
fraccidn en caldo nutritivo. Bajo condiciones de control no pierde
la capacidad de sintetizar el antfgeno, pero con anticuerpos pre-
sentes en el cultivo, 1a cepa DB se convierte en KB8 negativa des-
pués de cuatro a cinco pases. Esta pérdida no se restablece cuando
la cepa se hace crecer en un medio apropiado. Cuando se realizé la
investigacién de las fracciones del suero relacionadas con la ac-
tividad curante del plésmido, en gel de filtracién Sephadex B6-200
se localizé en las fracciones 1gGY} mientras que las fracciones IQB
e IgM/19A de la leche, también inducen la pérdida, pero las més

activas resultaron ser las fracciones IgM/IgA (S6).
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Por otro lado, se han utilizado preparaciones de 1la fimbria
para proteger pasivamente a porcinos recién nacidos contra la
diarrea causada por ETEC, amamantfndolos con calostro o leche de
cerdas inmunizadas con tales preparacicnes de fimbria (39,40,
50,51). Estos datos muestran que la cepa bacteriana que
alberga el plfsmido natural KBB que ae pasé a través de
un medio que contiene calostro inmune, pierde rapidamente
la capacidad de expresar la fimbria K88 en su superficie. Se
propuso que el calostro inmune contiene un factor que cura
activamente el plésmido de 1a bacteria Y un componente
termoestable distinto a los anticuerpos KB8, que es el responsable
de tal curacién. Otra posible explicacién para la pérdida de
células que expresan el KBB de la poblacién, es que @l calostro
inmune selecciona a las células gue pierden esponténeamente el
pldsmido. Tales células aparecen a una baja frecuencis en
cultivos normales. Este otro mecanismo se ve favorecido por varias
cbservaciones reportadas por Nagy y col (52), en las cuales
se hicieron pases de la cepa CN6913 de E, coli KBB positiva, a
través de un medio sintético con calostro inmune, produciéndose en
gran cantidad variantes CN&6913 K88 negativas, Estas variantes
pierden un plésmido grande que codifica para KB8. Otros cuatro
plésmidos de resistencia a antibioticos que porta 1a misma cepa, no
se afectan. Sin embargo, cuando se incubaron a 18°%¢ cult.ivcm simi-
lares, condicidn en la cual se suprime 1a expresién fenot{pica de
1a fimbria, las células viables acumuladas no mostraron pérdida

del plésmido. Esto parece indicar que se regquiere la expresidn
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fenotfpica del determinante para su eliminacidn.

LLa estabilidad de los otros cuatro plésmidos que porta la cepa
CN&6913, que no se afectaron por el calostro inmune, sugiere gue el
efecto de curacién especf{fica del plfsmido , es responsable
de la pérdida del plésmido KBB. Asf, es inverosfmil que la
interferencia directa con la replicacién del plfsmido, sea

responsable de la eliminacidn del mismo (52).
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CAPITULO IIl

PARTE PERIM

A. Material.
1.. Material biolé&gico.
Eritrocitos de cobayo, de pollo y tipo A humano.
Cone jos Nueva Zelanda ( 2 - 3 kilos ).
Cepa de E. coli SC 644 KE8Bab,
Cepa de E, coli K97.
Cepa de E, coli JS4.

Cepas de E, coli con plésmidos de referenciat

GM 30/PBR 322 Tc' Amp’ 2.6 x 10° daltones.
P &54/PRS D1 TC 35 x 10° daltones.
J S3/RP 4 Te' Amp” Ka® Na® 40 x 10° daltones.

r t

K 37/R1-19 Amp” km" Sa° sp” su” CF 63 x-"fob daltones.
2. Material de uso coadn.

Asa bacteriolégica.

BaNo de hielo.

Bafo de hielo seco-etanol ( -70°C ).

Cajas de Petri.

Espétul a,

Filtros de pl&stico millipore.

Frascos viales de vidrio de 10 ml.

Gradilla.

Jderinga de insulina.
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Matraz Erlenmeyer de S0 ml.
Matraz Erlenmeyer de 4 litros.
Mechero.
Membrana para diflisis.
Microplacas de pl&stico.
Micropipeta de 1-20 ul.
Micropipeta de 25 ul.
Micropipeta de 50-200 ul.
Pipeta Pasteur.
Pipeta de 1 ml dividida en 1/10.
Pipeta de 10 ml dividida en 1/10.
Portaob jetos.
Probeta graduada de 100 ml.
Probeta graduada de 500 ml.
Tela de alambre con asbesto.
Tripie.
Tubo de ensayo de 12 x 75 mm.
Tubo de ensayo de 13 x 100 mm.
Tubo de ensayo de 16 x 150 mm con tapdn de rosca.
Tubo Eppendorf de 1.5 ml.
Vaso de precipitado,

3. Equipo.
Agitador magnético Corning.
Balanza anal{tica digital CFI DGN.
Balanza granataria OHAUS.

Color{metro Klett-Summerson.

43



Espectrofotémetro Beckman DU-é.
Fotémetro de sistema PMQ3 Zeiss.
Fuente de poder Buchler Instruments.
Microfraccionador Gilson.
Ul tacentr{fuga Beckmann.
Utracentrf{fuga Eppendorf Brinkmann.
Potenciémetro Corning.

4. Reactivos,
Acetato de sodio -~ Baker Analyzed.
Acido acético glacial - Baker Analyzed.
Acido clorhfdrico - Merck.
Acido bérico - P. . Monterrey.
Acido etilén-—diamino-tetra-acético (EDTA) - Baker
Agarosa - Sigma.
Albdmina sérica bovina - Sigma.
Azida de sodio - Merck.
Azul de bromofenol - Sigma.
Bromuro de etidio -Sigma.
Carbonato de sodio - Baker Analyzed.
Cloruro de manganeso - Baker Analyzed.
Cloruro de sodio ~ Merck.
DEAE~Sephacel - Pharm. Chenm.
D-manosa - Merck.
Dodecil sulfato de sodio ( SDS ) - Sigma.
Etanol absoluto - Merck.

Fosfato de sodio dibf£sico - Merck.

a4

Analyzed.,



Fosfato de sodic monobfsico ~ Merck.
Glucosa - Merck.
Hidréxido de sodio - Baker Analyzed.
Lisozima ~ Sigma.
Reactivo de fenol Folin~Ciocalteau - Merck.
Sepharosa CL 4B - Pharm. Chem.
Sul fato de amonio - Merck.
Sul fato de cobre - Merck.,
Sulfato de magnesio -~ P. 0. Monterrey.
Tartrato doble de sodio y potasio - Baker Analyzed,
Trizma~base -~ Sigma.
Urea — Merck.

5. Medios de cultivo,
Agar Sangre ( Base ) - Merck.
Agar Soya Tripticase - Bioxon.
Caldo BHI - Merck.

Caldo Nutritivo ~ Bioxon.
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ESQUEMA DE TRABAJO

Hemaglutinac{&n ¢——— Cepa SC 644 KBBab ———— Produccidén

Hidrofobicidad

Microscopfa

Electrénica

de £. colj

Aislamiento

del antf{geno

Purificacidén

del ant{geno

Probar actividad

a6

de suero

IgG anti-K8Bab

Neutralizacidn

Plfsmidos



B. . Métoda.

I. Pruebas para confirmar la presencia de la fimbria.

1. Hemaglutinacién.

De los medios de conservacién se tomd una asada de cada
cepz { KB8, K97, 354 ) y se sembrd en Agar Saya Tripticasa
{ TSA )3 e! desarrcllo se resuspendid en amortiguador de
fosfatos ( FBS ) G.15 M pH 7.4 ajusténdose la concentracién a
1.5 x 10° célutas/ml (ver esquema 1). La suspensidn bacteriana
y la suspensién de eritrocitos se agregaron an cantidades

iguales. Por otra parte, bajo las mismas condiciones se agregoe
D-manosa al 1%, efectufndose la lectura a los 15 min, abservan
do como reaccidn de Hemaglutinacisn Manosa Resistente ( HMR 1
la hemaglutinacidn en presencia de manosa.

2, Hidrofobicidad.

La cepa SC 644 se sembrd en TSA (ver esg. 2), se incubd vy
se ajustd a la concentracidn de 5 x 10° células/ml. Se colocd
la suspensidn bacteriana con diferentes concentraciones de
sulfato de amonio (G.1, i, 2, 3y 4 M (38). Posteriormente
la apariciédn de un precipitado blanca, cgorrespondid a
una reaccidn de hidrofobicidad positiva.

3. Microscopfa Electrdnica.

Esta parte se realizéd con el apoyn del personal del

Departamento de Histologfa de la Facultad de Medicina UNAM.
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ESQUEMA 1

HEMAGLUTINACION

Cepas de E. coli K88ab, K99 y J54

se cultivan en TSA a 37°C durante 18 h.

Ajustar concentracién a 1.5 x 109 células/ml.

Adicionar 20 ul de la suspensién bacteriana a cada pozo de la

placa por duplicado.

+ 3
Adicionar 20 pl de la sus- Adicionar 20 ul de
pensidn de eritrocitos al 1% de D-manosa en
3% en PBS 0.15M pH 7.4. PBS O.15M pH 7.4.

Adicionar 20 ul de
la suspensién de
eritrocitos al 3%

en PBS pH 7.4.

Incubar a 4°C y 20°%C

durante 15 min

Hemaglutinacién Hemaglutinacién

¢ &
Manosa Manosa
Resistente Bensible
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ESQUEMA 2
HIDROFOBICIDAD

Cepa KBBab

que desarrolld en TSA a 379C durante 24 h.

Centrifugar y lavar con amortiguador de fosfatos 0.002 M

pH &.8. Ajustar la concentracidén a 5 x loq células/ml.

Agregar 25 ul de la suspensién bacteriana a las diferentes

concentraciones de sul fato de amonio (0.1, 1, 2, 3, 4 M).
Incubar a 20°C durante 10 min.

Formacién de precipitado

Hidrofobicidad positiva.
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1I. Produccién de la fimbria Ke8.

1. Extraccidn,

Se agregé en partes iguales un in&culo de & ml de un cultji
vo de 24 horas a 4 matraces con 100 m1 de medio para su
desarrollo. Después de S horas de incubacidn , se deposité el
indculo en 4 matraces con 2 litros de medio cada uno,
incubfndose por otras S horas.

Al terminar el perfodo de incubacidn, el pagquete
celular se recuperé v se lavé con amortiguador Tris-HC1 S0
mM pH 7.4 con NaCl 1 M ( Esq. 3 ),

La extraccidén parcial se efectud con la suspensidn
bacteriana en agitacién vigorosa durante 30 min a 4°C., El
homogenizado se centrifugd a baja velocidad durante 20 minj
se recuperd el sobrenadante y se centrifugéd a 50,000 x g
durante &0 min. Todo esto, se hizo con el propésito de ir
eliminando restos celulares que no interesan. Posteriormente,
al sobrenadante se le agregd sulfato de amonio al &0% durante
16 horas a 4°C, para que precipitara 1la fimbriaj se
centrifugé vy el precipitado se resuspendid en 20 al de
amortiguador Tris—HCl 100 mM pH 7.4 con urea 2 M. Después d;
di _alizar contra el mismo amortiguador se le agregd azida de
sodio al 0.02% como conservador.

Al extracto crudo se le determind la cantidad de proteinas
por el método de Lowry (31), para calcular la cantidad de gel

en la columna para su purificacidn,
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ESQUEMA 3

EXTRACCION

La cepa K8Bab se cultiva aerdbicamente en 8 litros de medio

caldo soya tripticasa. Se incuba a 37°C durante S h,

Durante la fase exponencial, se centrifuga a 7,000 rpm

durante 20 min.

tavar el paguete celular con Tris~HCl S0 mM pH 7.4 y

14

resuspender a una concentracion de 10 células/ml con el

mismo amortiguador con NaCl 1 M.

t.a suspensién bacteriana se agita vigorosamente por 3I0 min

a a°c., Centrifugar a 7,000 rpm durante 20 min.

El sobrenadante se centrifuga a 50,000 x g/60 min
y se recupera el sobrenadante. Precipitar can (NH4)ZSD4 al
&0% durante 14 h a 4°C.

Centri fugar y resuspender el precipitado en 20 ml de
Tris—HU1 100 mM pH 7.4 con urea 2 M, Dializar contra el mismo

amortiguador.

Extracto crudo

Determinaciédn de proteinas por el método de Lowry.
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2, Purificacidn.

La purificacidn se 1llevéd a cabo por filtracién en gel
Sepharosa CL-4B ( €sq. 4 ). El extracto crudo se hizo pasar
por la columna y después se eluyé con amortiquador
Tris-HCl 100 mM pH 7.4 con urea 2 M. A 1las fracciones
eolectadas se les determind la Densidad Optica ( D.O. )
a 280 nm, grifica .

3. Prueba de Actividad.

fa presencia del Factor de Adhesidn KB8Bab se confirms
tomando ventaja de su actividad de hemaglutinacidn espec{fica
con eritrocitos de pollo, lo cual ocurre a temperatura
ambiente en presencia de D-manosa al 0.5% (esq. S). Las mues-—
tras de los tres picos {(gr&fica 1) encontrados durante la puri~
ficacién se diluyeron con 25 pl de D~manosa al 0.5% en PBS pH
7.1, A cada diluciédn se le agregd 25 ul de la suspensidn de
eritrocitos de pollo al 1%. E£1 sistema se agitd cada S min y
se toméd la lectura al términoc de 1ps 20 min . El tftulo indica

do &5 la Gltima dilucidn en la cual se observd hemaglutinacién.
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ESQUEMA 4

PURIF ICACION

Extracto crudo dializado.

Se hace pasar por cromatograff{a en columna de Sepharosa Cl-4B

previamente equilibrada con amortiguador Tris-HCl 100 mM pH

7.4 cop urea 2 M.

Se eluye con 45 ml del mismo amortiguador utilizado para

equilibrar la columna.

Las fracciones elufdas se colectan en un volumen de 2.5 m}

determinando la D.0. a 280 nm de cada fraccidn.
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ESQUEMA S

PRUEBA DE ACTIVIDAD

Fracciones de los picos encontrados en el perfil de

purificacién de la fimbria. Adicionar 25 pl de cada fraccidén.

Hacer  diluciones, 1:2, 114, 114, 1:8, ... 11512 con

D-manosa al 0.5 % en PBS O.15M pH 7.1.

Agregar 25 ul de la suspensidn de eritrocitos de pollo al 3%.

1

Agitar cada S min durante un per{odo de 20 min.

Lectura: una reaccidn positiva de aglutinacién indica 1la

presencia de la fimbria.
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111. Obtencién de variantes K88-negativas.

{. Produccidn del suero anti-Kes.

fa cepa KBB positiva se cultivéd en meadio de TSA,
E-1-3 resugpendid en solucisn salina isoténica (881)
agragdndose atra cantidad igual de 551 formalinizada
{0.4%) para inactivarla de 24-48 h. EJ paguete celular
obtenido se ajustd al tubo No.3 del Esténdar de Mac Farland
(37) con SS1 formalinizada (0.3%). Después de realizadas
las pruebas de {nactivacidn y esterilidad se procedid a 1la
inmunizacidn de tres conejos Nueva Zelanda de 2~3 kilos de
peso (Esquema 6).

Se aplicaron $ dosis por via intravenosa, 2 dosis de 0.5ml
y 3 dosis de 1 mil, cop intervalos de 4 dfas entre cada
inoculacidn. A los 8 dias se efectud la sangrfa de prueba y
fue adecuado un t{tulo mayor a 131280 (Esq. 7).

2. Obtencién de IgG anti-KB88ab.

2.1. Preparaciédn de la fraccisén y~Globulina

La técnica de preparacién de la fraccidn p-Globulina
se afectué por precipitacidn con sulfato de amonioc (Esq. 8).
Esta precipitacién se realiza dos veces con una luluciéﬁ
saturada de sulfato de amonio para tener una concentracion
final del 45 y 40 % an la primera y segunda precipitacioén
respectivamente, El sulfato de amonio se elimind mediante
diflisis contra una solucidn amortiguadora de fosfatos O.01IM
pH 7.8. La fraccidn obtenida debe quedar libre de las demks

prote{nas contenidas en el suero.
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ESQUEMA &

PRODUCCION DEL SUERO ANTI-K8B

Sembrar la cepa SC 444 K8B en agar inclinado de TSA.

Se incuba a 37°C durante 24 h.

Cosechar el crecimiento en solucién salina isotdnica.
Inactivar de 24-48 h con un voldmen igual de SSI

formalinizada al 0.6 %,

Centrifugar la suspensién a 2,500 rpm durante 15 min vy
ajustar el paguete celular al tubo no.3 del estfndar de Mc

Farland con S81 formalinizada al 0.3 %,
Inmunizacién: se utizan 5 dosis para la inoculacién de cada
conejo, por vfa intravenosa. Las primeras dosis de 0.5ml vy
las otras tres dosis de 1 ml, con intervalos de 4 dias entre
cada dosis.

Realizar a los 8 dfas, una sangria de prueba.

A un t{tulo menor de $:1280, debe aplicarse refuerzo con el

antigeno vive en SSI.
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" ESOUEMA 7

TITULACION DEL SUERO HIPERINMUNE

Hacer una dilucién del suero 1:10.

Colocar 0.5 ml de SSI en cada tubo, pasar 0.5 ml del suero

dilufdo al primer tubo, mezclar y pasar 0.5 ml de éste al

segundo tuho y as{ sucesivamente.

4
Del paso anterior se obtienen diluciones 1:20, 1:40, 1:80,

11160, 1:320, 1:40, 1:1280, 1:25560.

De cada dilucién se toman 20 pl y del mismo antfgeno

utilizado para la inmunizacién se agregan 20 pl.

La aglutinacidn en placa a l1a m4s alta dilucidn

indica el ti{tulo.
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ESOUEMA B8

PREPARACION DE LA FRACCION »~GLOBULINA

Diluir el suero 1:2 con SSI, adicionar una solucién de
(NH4)25E|4 saturada hasta obtener una concentracién final de
45 % (V/V). Agregando gota a gota con agitacidén suave

durante 30 min.

Centrifugar a 3,000 rpm durante 15 min a 4°¢ y efectuar un la
vado con la solucién de sulfato de amonio al 45 %, se centri-
fuga.

Redisolver el precipitado en PBS, en el mismo volumen

originalmente usado.

Agregar la solucidn saturada de sulfato de amonio hasta
obtener una concentracidn finmal del 40 %, centrifugar a 3,000
rpm durante 1S min a 4°C, efectuar un lavado con la sus-~

pensién de sulfato de amonio al 40 %.

Centrifugar, redicolver el precipitado en un volumen m{nimo

de FBES O.01M pH 7.8.

Dializar contra FPBS a 4°C y cambiar esta solucidn hasta que

se de una reaccidn negativa de sulfatos. La aparicidn de un

precipitado blanco al agregar a la muestra cloruro de bario
al 10 %, indica presencia de sulfatos.
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A la fraccién p-G obtenida, se le determind protefnas
totales por e! método de Lowry (31), para proceder a la
purificacién.

2.2, Purificacién de IgG.

En este método se empled la resina dietilaminoetil Sephacel
{DEAE), que es un intercambiador idnico que tiene la
propiedad de adsorber a todas las inmunoglobulinas a
excepcidén de la 1gG, la cual se eluyd con el mismo
amortiguador de fosfatos 0.01 M a pH 8 utilizado para
equilibrar la columna ( Esq. 9 ). Las fracciones de IgG
colectadas aparecen indicadas como picos que se muestran en
la grifica 2.

La pureza de la fraccidn Ig6 se llevé a caba por
inmunoelectroforesis (24).

En la inmunoelectroforesis se utiliz& gel de agarosa al 1%
en amortiguador Tris-barbital. En la placa de agarosa se
hicieron dos pozos laterales y el centro de la placa se
dividié por un canal. Se colocd la placa del gel de agar
sobre la plantilla de la cdmara y se puso la muestra en el
pozo, asi como el colorante azul de bromofenol. El
corrimiento se lleva a cabo a 120 V durante | horaj e sacé
la placa de la camara vy se retiré el gel del canal,
l1lend&ndose con anti-IgG de conejo. La inmunoprecipitacidén se

1levé a cabo en ambiente hdmedo durante 24 horas.
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ESQUEMA 9

PURIFICACION DE IgG

La. fraccidn -G obtenida, se aplica a wuna columna de

9.5 x 2.2 cm con DEAE-Sephacel previamente equilibrada con

amortiguador de fosfatos 0.01 M a pH 8.0,

Se eluye con el mismo amortiguador de fosfatos.

4
Las fracciones eluidas se colectan en volumenes de 2.5 ml.

Cada fraccién se lee a 280 nm en el espectrofotémetro.
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2.3. Obtencién de Ig6 anti-KBBab.

La absorcién de anticuerpos inespecificos se realizé con
la cepa de E. goli J 54 que no codifica para ningun factor de
adherencia.

La cepa J54 se inactivé igual a como se prepard ia cepa
K8Bab para la inmunizacién (Esq. &). E1 paquete celular de
J54 se pone a incubar con la fraccién IgG a 37°C durante 30
min. El sobrenadante obtenido representa la fraccién de Ig6
anti-K88ab (¢ Esq. 10 ),

3. Neutralizacién (ver esquema 11).

La neutralizacién se llevé a cabo con una suspension
bacteriana de 10" bacterias en 200 #1l de medio de caldo
nutritivo en presencia de anticuerpos, y un control en
ausencia de anticuerpos. Después de una incubacién de 24
horas, se hicieron diluciones con amortiguador PBS 0.15M pH
7.2 tomando la dilucién 10_". de la cual se obtuvo un inéculo
para colocar en placas con Agar Sangre. Después de 24
horas de incubacisdn, a las colonias seleccionadas
se les probé aglutinacién con eritrocitos de cobayo en pre-
sencia de D-manasa a)l 1% y se determind la presencia de
plasmido.

4. Obtencién de plasmido (ver esquema 12).

4.1. Extraccion. Método de lisis alcalina.

El método emplea un cultive de 18 horas en BHI con
ampicilina. La lisis se llevé a cabo a pH B.0 en presenclia de

lisozima , la cual rompié la pared célular y junto con la
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ESQUEMA 10

OBTENCION DE IgG K88 ab

A 200 ul del paquete celular de la cepa J54 adicionar

0.5 ml de la fraccién 196G purificada.

Incubar a 37°C durante 30 min.

Centrifugar a 3,000 rpm durante 15 min.

Recuperar sobrenadante.

1gG anti-KBBab.
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ESQUEMA 11

NEUTRALIZACION

Adicionar una suspensidén bacteriana de 10* bacterias/ml

en amortiguador de fosfatos.

Agregar 200 ul de medio de caldo nutritivo.

Adicionar 10, 20, 30 pl de la fraccién de IgG

especf{fica al microcultivo anterior.

Incubar a 37°C durante 24 horas.

Hacer diluciones de cada microcultivo con anticuerpo,

incluyendo el control (no contiene anticuerpo).

Tomar 0.02 ml de la dilucisn 10°° y colocar en placas con

agar sangre. Incubar a 37°C durante 24 horas.

Tomar cinco colonias al azar y probar hemaglutinacién manosa

resistente.

Determinacidén de plasmidos.
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glucosa provocd ‘el estallamiento suave de la célula sin
desnaturalizacidén del DNA. La adicidn posterior de SDS y NaGH
(ver anexo) hizo que precipitaran los lipidos de 1a membrana y
las protefinas; mientras que el acido acetico de la solucidn
111 (ver anexo), bajé el pH aproximadamente a 7 por lo tanto,
el DNA cromosémico se desnaturalizé, pero permitiéa la
renaturalizacidén del plasmido. La muestra obtenida después del
altimo lavado con etanol absoluto friac se dejé que
precipitara, para luego proceder a la electroforesis.

El precipitado se resuspendendio en 50 ul de TE a pH 8.0
mas 10 yl de parpura de bromocresnl al 0.1 %.

4.2. Electroforesis en gel de agarosa.

Se utilizaron geles de agarosa al 0.75 7 en amortiguador
Tris-boratos pH 8.0. Se colocaron 10 ul de la muestra
obtenida en el paso 4.1, previamente centrifugada durante 35
min, efectuindose el corrimiento electroforético a 10 V/cm
durante 2 */2 horas. El gel se tiNé en solucién de bromuro de
etidio. Después de 1 hora, se pudieron observar las bandas de
ADN del plasmido al exponer el gel a un transiluminador de
1uz LV, '

l.os pliasmidos de referencia utilizados tienen un peso
molecular de 2.6, 35, 40, y &3 Md { ver la seccion de

material biolégico ).
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ESQUEMA 12

EXTRACCION DE PLASMIDO

( Método de lisis alcalina )

Inocular en 3 ml de BHI con ampicilina. Incubar a 37°C duran
te 18 h en agitacién vigorosa. Agregar 1 ml del cultivo a un

tubo Eppendors de 1.5 ml y centrifugar durante S5 min.

Remover el sobrenadante y resuspender el paquete en 100 ul
de la solucidén I (fr{a) agitando en vortex. Colocar durante

30 min en un baNo de hielo.

Agregar 200 ul de solucién II y mezclar el contenido por
inversién del tubo dos o tres veces. Poner el tubo saobre

hielo durante 3 min,

Adicionar 150 ul de la solucién I11. Cerrar el tubo y agitar

suavemente en Vortex. Poner sobre hielo durante 40 min.

Centrifugar durante 20 min, pasar 400 ul del sobrenadante

inmediatamente a otro tubo Eppendorf limpio.

Adicionar 1 ml de etanol absoluto frio (enfriarlo 10 min en
bafto de hielo seco-etanol antes de agregarlo). Mezclar vy
poner en baMo de hielo seco-etanol (~70°C) durante S min o

hasta que esté viscoso.
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CONTINUACION. ..

Centrifugar S min y desechar el sobrenadante. Adicionar 100
yl de acetato de sodio mds 200 pyl de etano! absoluto frin.
Mezclar por inversién. Poner en balo a -70°C  hasta que se

ponga viscoso (5 min).

Centrifugar S5 min, desechar el sobrenadante, lavar con ! ml

de etanol absoluto frio. Agitar en vortex.

Centrifugar S min, desechar el etanpol. GSecar con bomba de

vacio hasta que precipite 1a muestra.

El precipitado se resuspende en 50 ul de TE pH 8.0 mas 10 pl

de pérpura de bromocresol al 0.1 %.
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RESULTADGS

TABLA &
HEMAGLUTINACION

cxra ERITROGITOR DK AEMAOLUTINACION
bE COBAYO TIRO A LY Hus
ETEC

KB88ab (+ ) €+ +) ‘-
K39 t+) C+) + [
354 [ | « - - t+

HMR, NEMAOLUTINACION MANDEA RESISTENTE.

HME, HEMAJLUTINACION MANOBA SENRIILE.
TABLA 7.
HIDROFOBICIDAD
No. DE PASK AGREGACION (N’l')..ﬂ. oM
t 10 MIN )
1 t+) { +)
Ix t+ ) ¢+
11 o { + ) t+)
Iv [ S ] t -
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CORTE DE LA BACTERIA FIMBRIADA VISTA AL MICROSCOFIO ELECTRONICO

“— , SeaNala las partes fimbriadas de ls bacteria.



PROUDUCCION Y PURIFICACION DE LA FIMBRIA

La concentracién de proteinas del extracto crudo fué de
126.3 mg. Para la purificacién del antigeno se utilize 1la
tecnica de filtracién en gel, la elucidn de las moléculas de
mayor peso molecular se obtienen dentro de los dos primeros
picos que aparecen en la grafica No. 1, que corresponden al
KBB. El tercer pico suestra restos de frageentos celulares.
La tabla 8 muestra la absorbancia a 280 nm que amide la
cantidad relativa de proteinas de las diversas fracciones
eluldas.

A las fracciones de los tres picos se les determind ’
actividad para K88, con eritrocitos de pollo en presencia de
manosa (Tabla 9). Los picos 1 y 2 mostraron actividad y el 3

no.
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GRAFICA 1.

TRACCTOMANIINTO DK LA TINERIA DN SIPRANOES CL-40

PEMEBIDAD OPTICA < 2OG nm >

N R R T T T T T
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TABLA B.

FRACCIONAMIENTO POR FILTRACION EN GEL EN SEPHAROSA CL-4B.

FRACCION COLECTADA DENSIDAD OPTICA
¢t mL t 280 nm )

0.109
0.108
0.114
0.102
0.40%
0.700 5 8 8
0.527
0.520
0.533 8 2
0.238
0.263
0.427
0.4699
0.760 %
0.734
0.570
0.269

o 0.079

BDHEHWUUWN [ il
REYBNENUNBIGRS vun
mowmououoUvoououviou

a
L]
H

288, $ 8, PICOR NO. 1 Y 2.
8 , PpICcO NO. 9.

TABLA 9

ACTIVIDAD PARA KBBab.

rico No. HEMAGLUTINACION ACTIVIDAD
1 HMR (+)
2 HMR {+)
3 HMS « =)
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PRODUCCION Y PURIFICACION DE IgG ANTI-KBBab.

La producci®n del suero anti-KBHab se realizé en tres
conejos Nueva Zelanda ( 2 a 3 kilos ) de 1los cuales se

obtuvieron los siguientes titulos @

conejo no.: t{tula:z
1 1t 1280
2 1 1 2560
3 1 1 25460
La fraccisn de insunoglobul inas obtenidas por

precipitacién con sulfato de amonin, se sometié a una
cromatografia de intercambio idnico en un gel de
DEARE-Sephacel. Tomando ventaja de las diferencias en su carga
eléctrica, el corrimiento cromatografico suestra las
fracciones ¢ tabla 11 ) que comprenden al pico obtenido que
se observa en la grafica no. 2, con una concentracién de
proteinas de 2.5 mg/ml.

Para comprobar la pureza de las IgBG, se realizé una
inmunoelectroforesis colocanda la Ig6 en los pozos y la
anti-IgG en el canal, observandose la banda de precipitacién

que muestra la figura no. 5.
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TABLA 11,

PURIFICACION DE IgG POR CROMATDBRAFIA DE INTERCAMBID IONICO

FRACCION. COLKCTADA DENSIDAD OPTICA
t mL ) t 200 nm )
2.5 0.122
5.0 0.026
7.5 0.021
10.0 1.623
12.5 2.006
15.0 2.000
17.5 1.510
20.0 0.428
22.5 0.418
25.0 0.224
27.5 0.123
30.0 0.129
32.5 0.209
35.0 0.110
37.5 0.017

Figura S
Inmunoelectroforesis de IgBG.
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Determinacién del Peso Molecular de Plasmidos.

Para la correlacidn de pesos moleculares con la movilidad
relativa obtenida de ADN de plasmidos por electroforesis en
geles de agarosa, se utilizaron plasmidos de peso molecular
conocido que portan las cepas de E. coli 6M 30/PBR322, PG
S54/PRSD1, J53/RP4 y K37/R1-19 referidos en la tabla 12, como
Rl’ Rz, R3 Y R4 respectivamente construyendo una grafica
(graf. 3) en la cual se interpoléd el logaritmo de la
movilidad relativa de las muestras problemas.

En la tabla 13 se auestra el peso molecular de los

plasmidos encontrados en las cepas de E. coli KBBab y KBE ac.

Dbtencién de variantes K88 negativas.

El efecto que tuvo en la cepa KBBab la presencia de IgG
anti-K88 en un medio de cultivo de 24 horas se observa en la
tabla 14, donde hay elimsinacién del plismido de bajo peso
msolecular (fig. 7) que presentd la cepa original (fig.é).
Utilizando como grupo control la cepa KB8Bab crecida en un
cultivo de 24 horas sin anticuerpo, y el grupo problema se
desarrollé con la cepa en presencia de dichos anticuerpos.

A las cepas de los grupos problema y control se les
determind hesaglutinacién con eritrocitos de cobayo en
presencia de manosaj observando una hemaglutinacidén manosa
resistente en el grupo control, mientras gue en las variantes

K88 obtenidas no.



TABLA 12.

PLARMIDOS MOVILIDAD Log DE LA rzso
oE RELATIVA MOVILIDAD MOLECULAR
REFERENCIA ¢ omm o WELATIVA « Md 3
R 1 45 1.65 2.6
R 2 16 1.20 35.0
R 3 9 0.95 40.0
R 4 7 0.84 63.0
TABLA 13.
PLASMIDOB MOVILIDAD Log DK LA rEmO
RELATIVA MOVILIDAD MOLECULAR
¢ omm o) RELATIVA « wd )
10 1.00 46.0
11 1.04 43.0
KB8Bah 13 1.11 38.4
15 1.17 34.5 &
25 1.41 18.0 &
Ke8ac 11 1.04 43.0
48 1.68 0.

] 'LA%HIDO K88 COMPUESTO, 82¢.5 + 45,0 = 532.8 Md.
Md, 80 daltones.
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TABLA

14.
cRPA PLABMIDOS ( P. M. EN Md }

PRERENTE AUSENTE
46.0
43.0

oauro 38.4 NINGUNO
coNTROL 34.5
18.0
45.8

anuro 43.0 18.0

PROBLEMA 38.4
34.5
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ESTA TESIS MO DEer
SAUR DE LA BiBLibiecy

43 _|
Cr Or = Origen
Cr = Cromosoma
A = 354
28 — B = GM 30/PBR 322
C = KB88ac
D y E = KB8ab

Fig. é&.

Cepa SC 644 de E. coli KBBab
(antes de la curacién)

A B C 3 _Or
4 4RO nd
345 Or = Origen
ﬁ Cr = Cromosoma
—ECr
E A,B y C = KB8 ab
+~—- = Indica la po-
sicién del plasmido
eliminado.
Fig. 7.

Cepa SC 644 de E. coli KB88ab

{después de la curacién)
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ANALIS1S DE RESULTADOS:

La presencia de la fimbria se detecté por hemaglutinacién
manosa resistente. La hidrofobicidad entre dos ] RAS
bacterias, se debe a 1la gran cantidad de fimbrias que
contienen a su alrededor, de 100 a 300 de estas adhesinas,
que contienen una alta proporcién de aminoicidos con
cadenas hidrocarbonadas. La hidrofobicidad disminuye debido a
que la bacteria pierde el plasmido que codifica para el
determinante K88.

La visualizacion de la fimbria por microscopfa electrénica
solamente nos indica una bacteria originalmsente fisbriada.

Durante el proceso de obtencién de la fimbria sin 21 espleo
de un fermentador como lo realizaron algunos investigadores
Moci y De Graff (41) se logrd tener 126 mg de proteina,
cifra que se considera no muy distante de la ya reportada,
que es de 150 mg, a partir de un misso wvolusen que es de
8 litros.

En 1la purificacisn con la técnica de Filtracidn en gel se
logro la elucién de soléculas de altu peso que corresponden a
KBB. N diferencia de otros autores (41) se obtuvo un tercer
tipo que correspondié a moléculas de menor peso aolecular cuya
actividad ante eritrocitos de pollo fué negativa (Tabla 9) .

Se puede afirmar gque 1la purificacién de KB utilizando
Sepharosa CL-4B, se manifestd en 1los dos picos iniciales

{(grafica 1).



Shipley y col (64), identifican un plasmido no
conjugativo de aproximadamente 50 » 10° daltones, el cual
puede disociarse en dos: uno de 10 Md que porta los genes
estructurales para KBB y otro de 40 Md que porta el factor que
porta el factor que lo transfiere. Esto se compara con las
resultados obtenidos en el corrimiento electroforético de ADN
en geles de agarosa, lo0s cuales muestran que la cepa de g.
cpli KBBab porta cinco plasmidos, de los cuales, los de peso
molecular de 18 y 34.5 Md corresponden a un plasmido cospuesto
K88, dando un peso molecular total de 52.5 Md.

Con respecto a la capacidad de adherencia msediada por
estructuras fimbriales como KB8 que pueden inducir la
respuesta inmune, comprobada a través de la presencia de
anticuerpos en calaostro y suero, éstos se han usado coma
protectores contra bacterias portadoras de dicho antigeno,
disminuyendo su efecto patségeno.

Ahora bien, la actividad curante de las fracciones de ig8
en suero y de las fracciones de IgM/IgA en leche, reportada
por Porter y Linggood (5&), da como resultado mis activa a
la primera fraccidn.

tinggond y col (39) proponen que el calostro insune
contiene un factor que cura activamente al plasmido que
codifica al determinante KB8 de la bacteria y que un
componente termoestable, distinto a los anticuerpos K88, fue

responsable de la curacisn,
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Otra posible explicacion de la perdida de las celulas que
expresan el antigeno KBS de la poblacien es que el calostro
inmune hace una seleccién activa de las células que pierden
espontaneamente el plasmido KB8 (52).

En base a 1o hecho por Nagy y col en 1986 (52), se elimina
un plismido grande que codifica para K88, a traves de
pases en presencia de calostro inmune, sin verse afectados
otros cuatro plasmidos de resistencia a antibiotices
contenidos en la misma cepa.

Partiendo de esta premisa, el presente trabajo estuvo di-
rigido a determinar el efecto de IgB sérica anti K88ab.

Posteriormente, cuando se llevé a cabo el proceso de
curacison en presencia de 1gG anti KB8ab, los plasmidos que
permanecen son los de alto peso molecular y el que se
pierde es el .:e 18 Md (§ig.b), esto se presenta
independientemente de 1a concentracion de 1g6 aplicada al

medio de cultivo.
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CONCLUS IDNES

1. El rendimiento de la fiabria KBSBab obtenida en este
experimento fue de 126 mg.

2, La purificacion de K88 utilizando Sepharosa CL-4B s@
presentd en los dos priseros picos.

3. Independientemente de la concentracidn de 1gG aplicada al
madio de cultivo con la bacteria, los resultados obtenidos
permitipron visualizar la pérdida de un plaseido de bajo peso
solecular.

4. La perasanencia de los plasaidos de peso molecular 46.0,
43.0, 30.4 y 34.5 Md, indica que una curacién especifica
promueve la pérdida del plasaido de 18 Md.

5. Durante el proceso de curacidn, no se deben realizar pases
de la cepa SC 444 KBBab en presencia de anticuerpo, para no
promover la pérdida espontanea del plaismido K88 y obtensr
falsos positivos.

6. La pérdida de un plasmido de bajo peso salecular
visualizado a nivel de electroforesis en geles de agarosa, no
es determinante, si no va respaldado de prusbas que indiguen
1a pérdida de la adhesina codificada por el pla&saido K88ab.
7. En este caso lo anterior se logré a través de hesagluti
nacién en presencia de D-sanosa mediada por K88ab, ya que en
la literatura se ha descrito la presencia de ma&s de un tipo

de fimbria que pudiera confundirse por msicroscoplia slsctrénica.



ANEXO

Soluciones.

Para la sxtracciéon de plasaido:

Bolucién 1. Lisozima 2 sg/m]l de conc.final 10 mg
EDTA 0.5 M 0.1 =l
Tris 1 M pH B.O 0.125 ml
Blucosa al 20 % 0.222 al
HZD desionizada estéril 4.55 al

Bolucién Il. NaOH 10 N ( 0.2 N de conc. final ) 0.2 ml

SDS al 20 X (1 % de conc. final ) 0.5 al

qu desionizada estéril 7.3 ml
Bolucién I11. Acetato de sodio 3 M pH 4.8.

Disolver wl acetato de sodio en un volumsen
minimo de agua. Medir pH y ajustarlo con 4acido aceético

glacial, aforar y almacenar a temperatura ambiente.
TE a pH de 8.0t

Tris—HC1 10 mM pH B.0.

EDTA 1 mM pH 6.0.

as



Tris-Boratos:

¥ris-—Base 54 g
Acido horico 27.5 g
EDTA 0.05 M pH B.O 20 ml

Aforar a un litro. Solucién patrén 5x

5p5 20 %.
Pesar 200 g de SDE y disolverlos en 90 al de agua
desionizada, calentar a s8¢ para disolver. Ajustar a pH 7.2

con gotas de HCl. Aforar a un volusen de 1 litro.

EDTA 0.5 M pH 8.0.
Adicionar 184.1 g de EDTA a BOO ml 4 agua desionizada,

disolver y ajustar pH con NaOH.
Tris 1 M pH B.0O.

Disolver 121.1 g de Tris-hase en B00 sl de agua

desionizada. Ajustar pH por adicidén de HCl.

as



Amortiquador de fosfatos (PBS) 0.15M pH 7.2:

NazHPD4 1.15 g
KHZPO4 0.20 g
NaCl 8.00 g
KC1 0.20 g
Hzﬂ Destilada 1000 ml

Tris—HC1 SOnm pH7.4 con NaCl M.
Disolver 6.05 gy de trizma-base en 800 wml
destilada, ajustar pH c¢on HCl. Agregar 58.4 g

disolver y aforar a un litro.
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