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INTRODUCCION 

La capacidad de muchas bacterias pat6genas para adherirse 

a c'lulas epiteliales es una i•portante caracteristica de 

virulencia, ya que es a M!'OUdo, el priaer pi160 1tr1 al 

establecimiento de la infección. As!, las cepas de t&,. G.Q.l.i_ en 

terotoxigónica se adhieren específicamente a las c6lulas epi

teliales del intestino delgado del hu,sped, donde s1tc:retan 

enterotoMinas, las cuales son una causa de diarrea en lactan

tes tanto hua.¡ncs CDllO de ganado porcino y vacuno. 

Las adhesinas o fimbrias de la bacteria s• orioinMl en 

la membrana citoplasatitica y est•n ca11puestas por .an6-tros 

autopolimerizables de una proteína dencminada pilina. Las 

filhbrias se distribuyen alrededOf" de toda la superficie 

celular, y poseen la capacidad de unirse a deter•inados 

residuos de azúcares presentes en las glucoprote!nas y otros 

componentes superficiales de las c'lUl•s. Estas funciones 

pueden detectarse midiendo la adherencia de la bacteria a 

c~lulas epiteliales, o bien, a trav•s de au capacidad de 

producir hemaglutinación en presencia de D-.unotY. la 

D-manosa es uno de los ligandos ft\Ís cDllUnes de las fillhri•s y 

es posible impedir la adhesión de E.t. ~ enterotoxigt&nica 

CETEC> a la superficie celular IN<fi~te un bloqueo 

competitivo con D-manosa o algún man6sido. 



Las cepas de ~ gU_l que producen diarrea requieren la 

presencia de dos factores: una enterotoxina y un factor de 

adherencia; 6ste 61ti11D es un tipo de fimbria cuya adhesi6n 

no es inhibida por D-manosa, como en el caso particular de 

KBB, en el cual se basa este trabajo. 

Las adhesinas manosa resistentes presentes en las cepas de 

ETEC que son especie-espec!ficas, son las siguientes: 

KBB y 987P para el ganado porcino, K99 para bovinos y CFA I y 

CFA 11 para los humanos. 

Cada uno de estos antígenos es codificado por plSsmidos y 

se ha encontrado que a trav¿s de pases de la cepa de ETEC KBB 

positiva en medio sint,tico que contiene calostro in•une, 

estas cepas pierden r~pidamente la capacidad de expresar la 

fi.tlria en la superficie, 

negativas. 

obteni,ndose variantes KBB 

Resumiendo lo anterior, se llev6 a cabo el aislamiento, 

purificaci6n y empleo del antlgeno de superficie KBB para 

despu¿s inducir la p•rdida del mismo, por la importancia que 

tienen las cepas de ETEC de producir cuadros diarreicos en 

lactantes. 



OBJETl\105: 

1. Determinar la capacidad de adherencia de la cepa de ÉL. 

güj_ KBBab. 

2. Visualizar por microscopía electrónica la presencia de 

fillbrias. 

3. Purificar las fimbrias por centrifugaci6n, di~lisis y 

cro.atograf!a por Filtraci&n en Gel. 

4. Inocular a animales de experimentación con la 

bacteria total muerta, para la obtención de inmunoglobulinas 

específicas para KBBab. 

5. Determinar los pl~smidos que codifican para el KBBab, en 

gel es de agarosa por el ectoforesi s. 

6. Realizar la curaci&l de la cepa KBBab positiva con las 

inmunoglobulinas obtenidas. 

IHPOTES!SI 

Es posible que las in•unoglobulinas anti-kBBab, realicen 

la curaci&n del pl~smido que codifica para la fimbria K88ab. 



CAPITULO 

Bacilo recto Gram negativo, que mide de t.1 a 1.5 micro-m 

2.0 a 6*0 micro-m, que pueda encontrarse solo o en pare~. Es 

+acultativo, tiene ambos tipos de rttet&bolismo, re5pir•torio 

y -termentati vo. 

En agar nutritivo su morfolog(a colonial puede ser de tipo 

lisa <SJ, paco convexa, hOmeda, gris, con borde •ntero y la 

superficie brillante y fAcilmente dispersable en solución &alinai 

o puede ser rugosa <R>, seca y diflcil~ente disper•able en 

solucid'n salina. Aunque también pueden ocurrir formas 

intermedi•s, como mucoides y viscosas. 

Es quimioorganótrofo, oxidasa negativo, pudiendo utilizar el 

acetato como una Ónlca fuente de carbono. La glucosa y otros 

carbohidratos son fermentados con la produccion de plruvato, •1 

cual se convierte en ~cido f6rmico, ac,tico y 1Áctico. L• lactes~ 

la fermentan la mayoría de las cepas <72>. 

Caracterlsticas Bioquimic:as <72) Producción d• 'cldo 
• partir d•• 

Catalasa + LActosa + 
Ox:idasa Malto•a + 
Gas de glucosa + Han! tol + 
Acido sulfhídrico 
Reducción de ni tratos + R•acci 6n con 
M.R. + proteínas: 
V.P. 
Citrato Hldr6l !sls de 

G+C, Y. 48-52 gel atina 
lndol + 
Ureasa 



La composición antigénica de E~ &Qli , está dada por los 

antígenos s6matico O, de envoltura K y flagelar H, que se usan 

comunmente para la clasificaci6n serol6gica de las cepas 

pat6genas y no patógenas. 

El ant{geno som~tico O es un polisac~rido que constituye 

parte de la membrana externa, es termoestable a temperaturas de 

1oo•c a 121°C. El lipopolisac~rido est~ compuesto por tres 

parte~• la parte proximal 6 regi6n hidrof6bica del lfpido A; la 

distal 6 región hidrofflica del polisacÍrido del ant{geno Oi y la 

r•gi6n central que conecta a las dos anteriores. De acuerdo al 

estado del lipapolisac~ridot las cepas se describen como lisas 

(SJ o rugosas <R>. Las formas S desarrollan las cadenas de 

polisacáridos, mientras que las formas R pierden esas cadenas por 

mutación (72J. Las propiedades de las mutantes que producen 

moleculas de LPS incompletas, sugieren un cambio en la naturaleza 

de las funciones biológicas. La plrdida del antfgeno O promueve 

la p'rdida de la virulencia (19,53>. 

El antígeno K es un polisac~rido de naturale~a ~cida, el cual 

forma una envoltura o c~psula alrededor de la pared celular; 

algunas de sus caracterlsticas se alteran por calentamiento 

varias temperaturas. 

El antígeno H est~ constituido por una prote{na soluble llama

da flagelinal y en la cual el orden de los amino,cidos representa 

la especificidad de los distintos ant{genos flagelares. Son 

termol~biles y se inactivan a lOOºC por 1h <19). 
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Además de la proteína flagelar, la mayor{a de las cepas 

tienen una iimbria o prote{na fibrilar que •e extiende en gran 

número en la superficie bacteriana y tiene funciones 

espec{ficas, como la adhesi~n a diversos 6rganos. 

Se describen dos variedades de fimbrias (pilis) por su capaci-

dad de aglutinar eritrocitos: el pili tipo <61>, que se carac-

teriza por producir hemaglutinmción <HA> la que es inhibida por 

man6sidos. y que se denomina HA manosa-sensible <MS>J y la otra 

variedad que no es inhibida por manosa, produciendo una hemaglu

tinaci 6n manosa-resi stente <MRJ (30, 70>. 

La fimbria tipo I <F1J, se adhiere a la •uperficie de la 

mucosa de v(as urinarias, mientras que las diversas fimbrias MR, 

son un factor de virulencia especie-específicas y 6rgano

espec{f icas (72>. 

Algunas de las fimbrias MR se han aislado da cepa& 

enterotoxiglnicas en por e i nos, que generalmente poseen el 

ant{geno KBB, 987 P, y ocasionalmente K99; encontr4ndose este 

~ltimo con mAs frecuencia en cepas de bovinos C25J. 

Desde que se reconoció la naturaleza protlica de estos 

antf genos fimbriales MR y se encontraron mas antlgenos similar•• 

no s&lo en casos de diarrea sino en enfermedad extr•intestinal, 

se propuso una nueva designaci&n para tales fimbri••• los antíge

nos " F 11 As{, para el ant{geno KBB es F4, para K99 •• FS y para 

987 P es F6. Las denominaciones F2 y F3 se describen p•r• •l 

Factor de colonizacidn CFA I y CFA II de c•pas •nterotoMig,nica& 



en humanos <72). 

A. É.L ~gli Enteroto>< i glni ca CETEC>. 

Ciertas cepas de la bacteria intestinal comGn g.!. ~gli 

se han identificado como los agentes causales de una variedad 

de enfermedades diarreicas, incluyendo la diarrea infantil, la 

diarrea parecida al cdlera en adultos, la diarrea del viajero y 

la colibacilosis en animales domésticos naonatos (12>. 

Myron M. (481, clasifica a las cepas de S.!. i;Q!.!,. productoras de 

diarrea en cuatro categorfas1 Enterotoxig~nica <causa mayor de la 

diarrea del viajero y diarrea en niños), Enteroinvasiva (una 

causa de disenterla>, Enteropat&gena <una importante causa de 

diarrea en niños) y Enterohemorr~gica (productora de colitis 

hemcrr~gica y síndrome ur6mico hemol{tico>. 

Estas categorfas difieren en su epidemiología, patogénesis y 

en sus serotipos OIH. Las caracter(sticas comunes aunque distin

tas para cada categoría, incluyen propiedades de virulencia codi

ficadas por pl&smido, las interacciones características con la 

mucosa intestinal y la ela~oraci6n de varios tipos de enterotoxi

nas. 

Una quinta categoría no muy bien de.finida de g..!.. ~Qll, es la 

Enteroadherente, que se identifica por su patr¿n de adherencia a 

cll ul as Hep-2. 

Las cepas enterotoxiglnicas se caracteri2an por su capacidad 

de proli.ferar en el intestino delgado y por la producci&n de la 

enteroto)(ina termol~bil LT y/o la termoestable ST, que es 

controlada por pl,smidos. 

4 



La toxina LT es una Proteína con un peso molecular aproKimad~ 

de 91 000 daltones, que se destruye por calentamiento a 6S°C du-

rante 30 minutos. Es semejante a la toxina del cólera y este\ 

constituida por una subunidad A y una subun1dad B. La cadena 

polipeptídica A, consiste en una molécula A1 y otra A2 unid•& por 

un puente disulfuro. Cada subunidad A este\ ligada en forma no 

covalente a cinco cadenas polipeptidicas de e. 

El mecanismo por el cual la toxina LT estimula la actívidiiild de 

la adenilato ciclasa en la célLtla es el s19u1ente: la subunidad B 

de la toxina se liga a el gangl16s1do GMl, un receptor especifico 

de la célula, y la subunidad Al <parte. activa> 1 se libera de la 

toxina y penetra en la célula estimulando la actividad de la 

adenilato ciclasa ligada a la membrana. Esto da como resultado, 

la conversi 6n de ATP en AMP e: í el 1 co <AMPc l, el cual induce la 

excreción activa de cloruros (Cl-> e 1nh1bi' la absorción de sodio 

<Na+), creando asi un deseqLdl1br10 hidroelectrolitico en la mu

cosa intestinal, eliminándose a la vez grandes cantidades de 

bicarbonato y potasio Cll 1 12l. 

La toxina ST son pol1péptidos de bajo peso molecul.ar-

es débilmente antigén1ca y no se destruye por calentamiento a 

lOOºC durante 30 minutos. No tiene reacción cruzada con l.a 

toxina LT de gL ~QU .. ni con la to:<ina del cólera. Las cep11a de 

.S.t. &.Q!i productoras de la to~:1r1a ST que se han aislado de una 

variedad de huéspedes, pr1nc1palmente el humano y los 

porcinos, que pueden producir varios t1pos de la toxina ST qu&-
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difieren en su solubilidad en metano! y son especie-específicas. 

La toxina STa (soluble en metanol> es activa en cerdo y rat6n 

reci4n nacido, mientras la toxina STb <insoluble en metano!> es 

•ctiva en cerdos adultos C11>. 

L• toxina ST no efecta la concentración de AMP, pero 

estimula la QUanilato ciclasa causando un incremento de GMP 

c{clico CGMPc>, inhibiendo el cotransporte de NaCl por Ja pared 

intestina! e 11 > • 

Las cepas de ETEC originalmente se encuentran dentro de dos 

categor{as: cepas productoras solamente de ST y cepas productoras 

de ambas ST y LT. El antígeno K88 se encontr6 asociado con cepas 

productoras de ambas enterotoxinas <22,23>. Sin embargo, 

Guinei y Jansen en 1979 C21>, reportan que de 52 cepas K88+, 37 

producen solamente LT mientras las otras 15 producen ST + LT. En 

el mismo año, SOderlind y MDllby C6BJ, analizan la correlación en 

la producci6n de K88 en cepas con serogrupo O 149 y la producci6n 

de ambas, ST y LT, pero el serogrupo o e solo produce ST. 

Obviamente la presencia de 1<88 puede asociarse con ST, LT, o 

•mbas C21, 68). 

B. Adhesinas Fimbriales. 

En 1961 se describe un nuevo tipo de ant(geno K, 

nombrado KSB, en un estudia serolÓgico realizado a un n6mero de 

cepas de s~ ~Q!! frecuentemente aisladas de enteritis en 

ó 



cerdos. M~s recientemente. Nagy y col en 1977 C49>, reportan la 

colonizaci6n del intestino delgado de porcinos por una cepa de 

s~ ~gll enterotoxiglnica que carece del antígeno KSS• pero que 

posee otra adhesina designada 987 P. 

En 1972, Smith y Linggood<ó7>, reportan un descubrimiento he

cho anteriormente por Sojka, ac~rca de que cepas enterop•t6genas 

para vacas y terneros poseen un ant{geno comdn, K99 que facili

ta la adhesi6n al epitelio intestinal, mientras que la• cepas K99 

negativas no proliferan en el intestino delgado. 

Evans y col, describieron un antígeno de 5uperficie con 

características similares al antígeno KBB 

enterotoxiglnica de origen humano y que fue encontrado en la cepa 

H- 10407 aislada de un paciente con diarrea severa parecida a la 

del c6lera en Daca, Bangladesh, al cual se le denomin6 Factor 

de Colonizaci6n CFA I y a otro inmunológicamente distinto, CFA II 

(13, 14, 15). 

Todos estos ant{genos de superficie, que confieren propiedades 

adhesivas las cepas enterotoMiglnicas, se identifican como 

apéndices protein~ceos, no flagelares filamentosos, que se 

encuentran en la superficie celular bacteri•na. 

La terminolog(a mAs comdn para estas estructuras es fimbria, 

y pili C7l. Pili, es una palabra derivada del latín que •ionifica 

pelo o estructura parecida a un pelo. 

Una típica bacteria fimbriada• EL &Qli K-12, contiene 
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,:1.pro :imadan-1ente de 10(1 a :3,(JQ de estas estructuras alrededor de 

toda la c'lula bacteriana. cada estructura mide aproximadamente 

7 nm de ancho por 0.2 a 2 µm de largo. 

Una simple fimbria consiste de - 1 000 subunidades repetidas 

de un polip¿ptido de - 17 kda. La estructura primaria de una 

subunidad se determina por el an,lisis de sus amino~cidos, la se

cuencia amino-terminal y la secuencia de genes del ADN que codi

fican para la subunidad, En base a esto, la mol,cula contiene 

- 160 residuos de amino,cidos, con una alta proporci6n de amino

~cidos con cadenas hidrocarbonadas y una proporci6n baja de ami

no,cidos b'sicos. Así, la mol,cula es extremadamente hidrof6bica. 

Adem,s, contiene dos residuos de ciste!na, los cuales forman una 

uni6n disulfuro intracadena C7,53>. 

Los pilis se han dividido en dos grupos generales: el sexual 

y el som,tico. El primero tiene una funci6n especifica que se 

requiere para el intercambio de in+ormaci6n gen,tica entre las 

bacterias, Aunque se conocen las funciones precisas de algunos 

pilis so""°'ticos en muchos de los casos se reconocen como 

estructuras morfol6gica y serológicamente distintas. El t'rmino 

de fimbria se usa como sin~nimo de pili som,tico (19>. 

C. Hemaglutinaci6n. 

Hemaglutinina es un t4rmino que se usa para algunos 

componentes de la superficie bacteriana que causan la 
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aglutinación de eritrocitos. La palabra adhesina se usa para 

describir algunas estructuras de la superficie bacteriana 

que median el ataque de la bacteria a la cllula epitelial. 

Hemaglutinina y adhesina son a menudo sin6nimos. 

Se emplean dos tícnicas b'sicas para detectar propie-

dades adhesivas de la bacteria1 primero, la prueba de 

hemaglutinaci~n semi-cuantitativa, la cual muestra la capacidad 

de •dhesividad de la bacteria o de las adhesinas libres de 

c'lulas para unirse a eritrocitosr la segunda es la prueba de 

adhesi6n, en la cual se aislan c6lulas epiteliales, c6lulas en 

cultivo de tejido, eritrocitos, cortes de tejido epitelial o en 

cultivos de órganos que se incuban con cantidades viables de 

bacterias y miden cuantitativamente la adhesión obtenida por 

conteo de bacterias viables o de la bacteria marcada con 

radioisÓtopos <57,62>. 

La mayor{a de las cepas de&~ ~Qli exhiben un patrón similar 

de hemaglutinaci6n con eritrocitos de varias especies animales. 

Evans y col (16>, distinguen tres grupos de cepas con di~eren

te patrón de hemaglutinación y un cuarto grupo que no produjo 

hemaglutinaci6n. La actividad hemaglutinante se asoci6 con las 

fimbrias, las cuales se desarrollaron en cultivos s6lidos y medio 

líquido estAtico. El grupo I exhibe una hemaglutinaci6n inhibida 

totalmente en presencia de 0.5 'l. de D-manosa o metil &-D-man6sido 

por lo cual se cl•sifica como fimbria tipo 1. Los grupos Il y Ill 

muestran una gran diversidad de patrones de reacciones con 

9 



diferentes eritrocitos. Las reacciones no se afectan por la 

presencia de D-manosa, y cuando las mezclas aglutinadas se 

calientan a 10°, 20°, 30º, 40º y SOºC, la bacteria se eluye de 

los eritrocitos. Por lo tanto se le denomina manosa-resistente y 

eluyente tMRE>. Los grupos 11 y lll difieren, en que el grupo 11 

posee la forma de fimbria y el grupo 111 no. 

La producci6n de la adhesina se inhibe a 1BºC y la actividad 

hemaglutinante se destruye por calentamiento de las c'lulas a 

óSºC por 30 minutos. Algunas otras propiedades se muestran en la 

Tabla 1. 

Jones y Rutter <2q), prueban 108 cepas S~ 'ºli KBB positiva 

que muestran una hemaglutinación manosa resistente con 

eritrocitos de cobayo a una temperatura de Oº 

hemaglutinaciÓn no se presenta con las cepas KB9 positivas 

crec.i das 

positiva. 

lBºC o las mutantes KBB negativas de una cepa KBB 

Parry y Porter (55), prueban diferentes tipos de eritrocitos 

contra un gran n~mero de preparaciones libres de c'lulas de 

dos vari~ntes serol6gicas del KBB CKBBab y KBBac>, asf como 

también de c6lulas que portan estos antlQenos. Observaron una 

poderosa afinidad de KBBab por eritrocitos de pollo. La adhesi6n 

es estable a temperatura ambiente y es manosa resistente. L•• 

c6lulas y preparaciones libres de cllulas de KBBac no se adhieren 

a la membrana de eritrocitos de pollo. Con respecto ~ eritrocito• 
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TABLA 1 

Fimbria. Propiedades Generales. 

Propiedad 

Actividad con D-manosa 
al O.S % 

Actividad a m's de 
so•c 

Actividad despu's de 
calentamiento a 65°C 
durante 30 mi n. 

Actividad después de 
tratamiento con for
maldehido o.sr. a 37ºC 
por 4 h. 

Patr&n de actividad 
con eritrocitos de 
diferentes especies. 

Condiciones &ptimas 
de desarrollo para 
la adhesina. 

MS 

Ausente 

Presente 

Presente 

Presente 

Patrón similar 

Cultivo prolon
gado C48 h> en 
medio de caldo 
en aerobiosis 
o est-'ti ce. 

11 

MRE 

Presente 

Ausente 

Ausente 

Ausente 

Patrón 
di fer ente 

Cultivo en 
Agar-amor
ti guador a 
37°C I 24h 
No desarro-
11 a de 15º 
a 20°C. 



de cobayo, aglutinan con ambas bacterias KBSab y K88ac, pero la 

reacción es inestable a temperatura ambiente. La selectividad del 

KSBab para los eritrocitos de pollo puede involucrar la adhesión 

vía el determinante KBSb. 

o. Caracterizaci&n de la adhesina KSB. 

El primer reporte acerca del descubrimiento del antígeno KBS, 

hecho en 1961, describe a la adhesina como una sustancia 

denominada KBB. El proceso aislamiento 

para el antfgeno, descrito en 1966, consiste en liberar 

el antígeno de las c'lulas, por calentamiento a 60ºC durante 20 

min, o por tratamiento de la suspensi&n célular con 

agitaci&n. La purificaci&n se hace bajo precipitaciones iso

el,ctricas repetidas y ultracentrifugaci6n. El an~lisis qu{mico 

revela que el ant!geno purificado es una proteína, en contraste 

con el polisac¿rido natural de todos los otros ant!genos K 

Cl7,69l, 

El estudio por microscop{a electr&nica (7 1 56> muestra la 

mcrfolog!a del antígeno, encontr~ndose que la bacteria estaba 

cubierta por un material filamentoso. El ant!geno purificado 

tiene una estructura parecida a la fimbria y se visualiza como 

un hilo flexible. 

Una fimbria KBB tiene de 0.1 a 1 um de largo y 7nm de 

di,metro, El antígeno KSS presenta cuatro variantes: 

KBBab, K88ac, K88ad, KBSad<e>, mostrando diferencias 
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inmunoldgicas y relativa diferencia en la estructura primaria 

<21>. 

La variante KBSab, originalmente se obtuvo en cepas de &4 ~Q!i 

aisladas en porcinos con enteritis, en lnQlaterra. La variante 

K88ac, se aisl6 primero en Irlanda y en la Repdblica 

Democr,tica Alemana. Posteriormente, la variante K88ad se aisló 

en Holanda, en cepas de g~ 'gli enteropatógen&•· 

La variaci6n serol6gica del antigeno KBB podrfa representar un 

esfuerzo de la bacteria para escapar de la presi6n inmunoldgica 

impuesta sobre la poblaci6n bacteriana KBB positiva por la 

vacunaci6n a grande escala con vacunas que contienen KBB. Otra 

eKpl i caci 6n, para 1 as variantes KBB observadas, puede ser 1 a 

"resistencia" de porcinos a un tipo particular de adhesina KBB, 

debido a la presencia de " sitios receptores " alterado», en l•s 

cjlulas del epitelio intestinal, que esta dirigida a la selecci&n 

de otras variantes KBB naturales que tambi4n s• adaptan a estos 

receptores alterados. 

La idea de que las variantes serol&gicas del ant{geno KSB, so~ 

adaptaciones a circunstancias alteradas, se apoya en el hecho d• 

que la adhesividad se encontró asociada • los antíoenos kSBb y 

KBBc y que e5ta capacidad se neutraliz• con anti &ueros 

hom&l egos. 

El peso molecular de la subunidad KBSab es de 25,000 - 26,000 

daltones empleando la electroforesis en gel SOS/poliacril•mid•S 

sin embargo~ el peso molecular calculado en base a su secuencia 
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completa de aminoácidos es de 27,540 daltones. El punto isoel,c

trico determinado por Klemm en 1981<35) 1 es de 4.4, este valor 

difiere del valor de 4.2 encontrado por Mooi ~ Graaf en 1979 

<41) 1 pero la pequeña diferencia re5ide en el empleo de dis

tintos miitodos. 

La subunidad KBBab comprende cerca de 2ó4 residuos de 

amino,cidos, 43 tienen carga, de los cuales 24 son residuos de 

ácido glutámico y 'cido aspártico y 19 son residuos de aroinina y 

de lisina. Adem~s, el 33 % de los residuos son hidrof6bicos <35). 

Mooi y De Graaf (41>, purificaron variantes de KBB por 

filtraci6n en columna de gel Sepharose CL - 48, después del 

tratamiento de una suspensi6n c'lular del eHtracto crudo de 

KSB por agitación y precipitaci6n con sulfato de amonio. El 

peso molecular var{a dependiendo de la variante aislada. El 98 X 

del peso seco fue proteína. El anAlisis de az~cares indica la 

presencia de cantidades traza, v•riando entrR 0.06 y 0.29 X del 

peso seco del antígeno. 

Aparentemente el antígeno KBB no es una glicoprotet'na; sin 

embargo, existen tres regiones en la secuencia de amino,cidos d• 

la subL•nidad prote{ca del K88ab, donde puede ocurrir una N

glicosidaci6n. 

Las preparaciones de KBS contienen todos los amino4cidos 

comunes, con excepcid'n de ciste!na. Esto implica que la.s 

subunidades de la fimbria, no est~n unidas por puentea di~ulfuro, 

pero sf por interacciones electrost~ticas o hidrof6bica&. 
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La estructura primaria del K88ab la determinaron dos 

grupos por diferentes caminos& Klemm (35>, que determina la 

secuencia de amino,cidos de la subunidad KBSabl y Gaastra y col 

(18> 1 que determinan la secuencia de bases del ADN del gen que 

codifica la protelna K8Bab. La composici&n de amino"cidos se 

encuentra en la Tabla No. 2 <41). 

TABLA 2 

Variantes KBS. Composici6n de amino,cidosa. <41>. 

AMINOACIDO 1<88ab 1<88ac 1<88ad 1<88ad <el 

Asp 28 28 29 30 
Thr 27 23 24 23 
Ser 16 19 16 17 
Glu 16 15 18 20 
Pro 6 7 7 7 
Gly 35 34 34 35 
Ala 27 28 26 25 
Cys o o o 1 
Val 18 17 19 19 
Met 2 2 2 1 
lle 10 10 11 13 
Leu 18 20 18 18 
Tyr 8 9 7 7 
Phe 10 9 10 10 
His o 1 2 2 
Lys 12 13 10 9 
Arg 7 7 6 s 

------------- ---------- ---------- ---------- -----------
0 Expresados como subunidad pi l i /residuos, con un peso 
molecular de aproMimadamente 25,000 da.ltones. 

15 



Con respecto a otras adheminas, no se observa ningun• homolo

g( a entre la estructura primaria del KSB con el F2, ni con las 

secuencias de amino,cidos de otros antlgenos de adhesi&n (30). 

Tabla No. 3 <19), 

TABLA 3 

Composici6n de amino,cidos de subunidade5 

de varias adhesinas <19>. 

AMINO.\CIOOS K8Bab 987 p K99 CFA 1 CFA 11 

--------------
Asp 30 34 23 12 14 
Thr 29 28 19 15 9 
Ser 18 23 15 17 6 
Glu 17 16 10 11 20 
Pro 5 8 s 7 3 
Gly 36 26 19 10 11 
Ala 28 26 18 19 8 
Cys o 2 4 o o 
Val 21 15 8 19 7 
Met 3 1 3 3 2 
lle 13 12 9 5 4 
Leu 20 17 9 12 7 
Tyr 10 s 7 4 5 
Phe 11 3 9 2 4 
Hls o o 3 1 1 
Lys 11 10 9 8 5 
Arg 8 2 6 1 3 
Trp 4 l NO 1 NO 

--------------
NO, no determinado. 
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La relaci6n funcidn-estructura en la secuencia del KBB está 

dirigida hacia el hecho de que todas las variantes antig6n1cas de 

KSB poseen la parte e-terminal id,ntica. La preservacidn de esta 

estructura altamente hidrofdbica, puede servir como un ancla 

molecular que fije la fimbria a la membrana bacteriana. Al 

contrario, la parte central de la mollcula es bastante 

hidrof{lica y es tambiln en esta parte donde se encuentran 

la mayoría de los residuos de amino~cidos b~sicos. AdemAs, 

las cuatro variantes antiglnicas contienen el determinante 

"a 11
, el cual probablemente es esencial para la 

función de la fimbria K88 puede estar involucrado en la 

interacci6n con el receptor en el intestino delgado de porcinos 

<41l. 

17 



CAPITULO 11 

ADHERENCIA 

A. Mecanismos de adherencia. 

Desde 1950, se conoce que la adherencia bacteriana de muchas 

bacterias Gram negativas a c'lulas eucari6ticas es especificamente 

inhibida por manosa y metil a-mandsidos. En 1977 se sugirió que 

la bacteria posee lec:tinas en su superficie, que sirven como 

adhesinas, las cuales enlazan o se unen a residuos de manosa en 

c'lulas humanas. Desde entonces, se han identif.icado varias 

adhesinas bmcterianas como lactinas, con diferentes azdcares 

&spec:Íficos. 

La adherencia mediada por adhesinas bacterianas con 

enlace a c:arbohidratos f CBAs ) en bacterias Gram negativas, se 

e~presa en la superficie en forma de fimbria. 

M's tarde, se describen unas CBAs manosa-espec{fica <47>,que 

posee la bacteria en la forma de fimbria tipo 1 y encuentran que 

el trisac,rido a-O-Man C1-3)-a-D-Man C 1-4 )-0-GlcNAc y el 

glic6sido p-nitrofenil-a-O-mano-piran6sido sen potentes 

inhibidores para CBAs manosa-especffico en ~ ~ 

En contraste con otras enterobacteri as, estos compuestos 

inhiben pobremente el CBAs de Salmonella fil!.!.., 

trisacirido resulta un potente ínhibidor para 

solamente 

el CBAs 

el 

de 

Enterobacter ~ los estudios sugieren que el carbohidrato 
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mís simple reconocido por la fimbria Fl de enterobacterias es 

D-manosa; las CBAs de distintos g'neros exhiben diferencias en el 

tipo de oligoman6sido. 

El nexo de unión tambi'n puede establecerse mediante lactinas 

extracelulares que forman enlaces entre las c'lulas del hu,sped y 

c'lulas bacterianas. La procedencia de la lactina pu•de ser 

endógena <producida por el hu~spedJ 6 ex6gena <adquirida 

principalmente de alimentos>, fig.1. 

Un tercer mecanismo, propone a las lectinas como componentes 

integrales de la membrana c'lular del hu,sped que se unen a 

residuos de az6cares en la superficie de la bacteria. 

Costerton y col < 8 J • sugieren que esta adherencia se 

consigue mediante una masa de fibras de pclisac,ridcs ramificados 

que se extienden desde la superficie bacteriana formando un 

compacto glicoc,lix que rodea a las c'lulas individualmente. El 

glicoc,lix de la bacteria y el de la c'lula hu,sped interactOan 

entre sí. Los monosac,ridos terminales de las fibras interactdan 

directamente por medio de enlaces polares reaccionando los 

az6cares cargados negativamente con cationes divalentes como el 

magnesio, fig. 2 • 

• .. 
e 
T 

" • .. 
Fi ;ura 1. 
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La aherencia de la bacteria a una c'lula del hu,sped por medio 

de enl•ces covalentes o de lactinas puede inhibirse de varias 

formas (8) : 

i J suministrando un an,logo de los mon6meros que constituyen 

las fibras de polisac,ridos, que ocuparia los sitios activos de 

lAS enzimas de polimerizaci60, evit,ndose as! las síntesis de las 

fibras de polisac,ridos¡ 

ii > bloqueando los sitios activos de una lactina por un 

iii J bloqueando los receptores de las glicoprote!nas de 

la c'lula hu,sped por un agente que mimetice el glicoc,liK 

bacteriano . 

LEC'l'JNA 

-(A°'··-e 

.)9"~~. ·~:·····-
•• -· •• i+f:I -": . ( .. ~ 

\ ... ~ . ' ~ q, 
~ .. : .... 1 ·-

:_ 1 t:..tL. •• _: l i :-
~ ..... ~ .I~ @ ~ .. ~ ..... .. 

-'Y ~ ... ., Jll1b -·· ' .. 
oQ11rnbffiLn111óm001K5[ 

~ELUL.R HUE:SPED 

Figura 2. 
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B. ~ ª- !A c4lula epitelial intestinal. 

Existen ciertos factores que pueden influenciar la adherencia 

bacteriana (4), los cuales se dan a continuaci6n. 

1. fil.. ootenc:ial qg_ l.A. 1uperfic:i1 ~ 

La superficie de ambas c:4lula•, eucari6tica y procaridtica, 

tiene un potencial negativo que resulta de la ionizaci&i de varios 

grupos químicos en la superficie. El potencial de la superficie de 

los eritrocitos de origen humano, resulta principalmente de la 

ionización del grupo carboxilo del 'cido si,lico. Las entidad•• 

químicas responsables del potencial de superf ici& de la c4lula 

bacteriana varían con la cepa, especie y condicione• de 

crecimiento, así como con la presencia de la fimbria en É..:.. "º1..!..s... 

La p'rdida o modificación de estos componentes puede cambiar el 

potencial de superficie. La carga negativa de los Qrupos fijados 

en la superficie atrae iones cargados positivamente del medio en 

que se encuentra, lo que forma una doble capa ell6ctrica difusa. 

Cuando una c'lula es forzada a moverse dentro de un campo 

el,ctrico, los iones de la doble capa se mueven junto con la 

c'lula. 

2. ~DLVO. 

La aparente paradoja de dos cuerpos , en lo5 que ambos tienen 

un potencial de superficie negativo y pueden atraer&e y adherir•• 

uno con otro, puede explicarse en parte con la teoria d• 

Derjaquin-Landau y de Verwuey-Overbeek CDLVOl CS7l. la cual 
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considera que la energia de interacción de dos partfculas 

cargadas, de igual magnitud y signo, es la suma de la energía 

electrostittca de repulsión VR y la energla de atracci6n VA 

propuesta por fuerzas de Vander Waals. 

Las fuerzas de repulsión VR y de atracción VA, entre 

auperficies pr6>cimas con una distancia de separaci6n "d" , 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 enero!a que favorece las interacciones superficie 

-superficie ocurre una apro>cimaci6n muy cerrada 

p~rt! cul as Cm.! ni ma primaria> y otras que ocurren 

distancias de separaci6n apro>cimadamente de 10 a mAs 

Cm! ni ma secundar! a>. 

a 

de 

de las 

grandes 

100 A 

En un ambiente de al ta fuerza i 6n1 ca, 1 a doble capa 

se contrae efectivamente y la repulsión entre ambas superficies 

se reduce. Al contrario, una baja fuer~a i6nica del extendido de 

la doble capa puede ser tal, que la mínima secundaria se reduzca 

como una efectiva fuerza de atracci6n <57). 

c. ~~Adherencia ~ 

La uni&n específica de la fimbria KBB receptores en la 

superficie de las c'lulas epiteliales debe vencer las fuer~as 

repulsivas entre las c6lulas epiteliales y la bacteria. 

El papel de las interacciones hidrof6bicas en las propiedades 

adhesivas de la cepa enteroto>ci9,nica fimbriada, se ha demostrado 
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por cromatografía. de interacci6n hidrofÓbica. <l:S>. Smyth y col (66) 

sugieren que la reducci6n en el potencial de la superTici• c'lul&r 

por enmascaramiento de la carga por los antígenos polisac,ridos K, 

lipopolisac,ridos y adhesinas con caracter!sticae hidrof&bicas, 

probablemente promueven la adhesi6n; ta.mbi'n su9ieren que la uni6n 

hidrof~bica esti involucrada en la interAcci6n de ••taa 

adhesinas con la mucosa intestinal. El 11nt!'geno K88 

capacita a lo$ microorganismos para proli~erar en la porci&n 

anterior del intestina delgado, irea m's sensible • la actividad 

anterot6>cica.. 

Bertschinger y col 5 ) • comparan dos cepas, una 

enterotoxig,nica y otra no enterotoxig,nica de E.s.. '5ll1.. y au 

asociaci&n con el epitelio del intestino delgado en porcinos. La 

primera se encontr6 cerca de la punta de la base de la~ 

vellosídades y se continu~ en el borde velloso, pero no se 

encontró en las cripta$ <2>; mientras que la otra cep• perm•nece 

en el lumen del íntestino cerca de las puntas del vello. 

La importan~ia del antígeno KSS y el papel de adherencia que 

desempe~a en la diarrea causada por ~ i;Q!_l enteropat6Qena en 

porcinos, se muestra claramente cuando se compara el nómero d• 

microorganismos presentes en los tejidos del intestino delQ&do de 

neonatos de hembras vacunadas con KBB positiva o con K88 neQatival 

una vacuna contiene solamente antígenos 11 0 11 y estimula la 

producción de anticuerpos anti -o, mientras que la vacuna con KB8 

positivo estimula la producci6n de ambos anticuerpos para 0 0 11 y 

l<BB. 
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Comparando a cerdos no vacunados con 101° KBB positiva, la 

vacuna KBB negativa produce un establecimiento de cinco veces la 

cantidad de microorganismos presentes en el lumen del intestino 

delgado y un establecimiento de tres veces el n6mero de 

microorganismos presentes en la pared del intestino delgado. Con 

la vacuna KBB positiva, el establecimiento del ndmero de 

microorganismos Tu' de 10 y 100 veces respectivamente (19). 

Moon y Whipp 46 >, reportan que la resistencia en el 

intestino delgado de porcinos hacia cepas enteropat&genas de 

S::... ~la adquieren especies adultas, mientras la respuesta a 

otras cepas enterotoxig,ninas Tue positiva para todas las edades. 

El rat&n reci'n nacido, es susceptible a cepas de s... ~1<88 
positivas, pero no as{ el rat6n adulto, porque este ya produce 

anticuerpos contra la bacteria, la cual pierde el pl"smido que 

codifica para KBBI por lo tanto, el rat6n viejo es resistente 

a estas cepas. 

En contraste a ETEC ~88-positivo en porcinos, las cepas ETEC 

KBB-negativo no se adhieren a la c'lula epitelial intestinal in 

utl.ro; •in embargo, se adhieren al epitelio intestinal in vivo. La 

diferencia entre la adhesi6n in vivo e tn vitro puede explicarse 

por las condiciones que se generan en el crecimiento dentro del 

intestino, lo cual parece seleccionar o promover el desarrollo de 

c'lulas Timbriadas. Las colonias fimbriadas aisladas del intestino 

pueden distinguirse de las no fimbriadas por su morfolog!a 

colonial en placas de Agar Sangre, son pequertas y translúcidas 

las fimbriadas y grandes y opacas las no f1mbriadas (49>. 
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Bajo cierto control en las condiciones de crecimiento, se 

promueve la producci6n de la adhesina, seleccion,ndose clonas 

fimbriadas. Issacson y col 

c'lulas 987 P-positivo 

<26>, fueron capaces de demostrar que 

se adhieren a c'l ul as del •plt•llo 

intestinal tn utt"lO. Nagy y col C49>, al establacRr la 

adhesina 987 P como un factor de colonizaci6n en porcinos, y 

compar,ndola con la bacteria K88 positiva, la cual prolifer• en 

mayor grado en la parte anterior del intestino delgado, observan 

que las cepas 987 P positivas se encuentran en mayor proporci&n en 

la parte posterior del mismo. 

l. Naturaleza de los sitios receptores para KBB. 

Kearns y Gibbons (32>, reportan que las membranas plas~ticas 

preparadas del borde velloso de epitelios susceptibl•• a la 

adhesi6n por la bacteria KBB positiva, pierden el 78'l. de su 

actividad de receptor. La capacidad de enl•ce de las membran•s de 

borde velloso, fue mejor cuando las membranas se incubaron con las 

fracciones del sobrenadante obtenidas durante su pr&pilracid'n. El 

an-'lisis de estas fracciones del borde velloso adhesivo 

y no adhesivo, revela una diferencia consistente en loa 

perfiles de glicol!pidos de estas fracciones, lo que indica la 

posible naturaleza del receptor para el antígeno KBB. Intentos 

para inhibir el enlace del antígeno KSB marcado r•dioactivamente 

al borde velloso con varios mono-, di-, y oligosaclridos, sugiere 

25 



que en estas interacciones complejas puedan estar involucrados 

residuos de galactosa. La inhibici6n por parte de algunas 

glicoprote{nas de Ja mucosa sobre la capacidad del ant!geno KBB 

de aglutinar eritrocitos de cobayo, sugiere que est' presente un 

residuo terminal ¡3-0-galactosil en el receptor para el KBB <20). 

Una especificidad diferente fue reportada por Anderson y col C1>, 

quienes emplearon el antígeno K88 marcado con I' 25 iormando 

complejos con membranas de bordes vellosos aisladas de porcinos. 

La formación de estos complejos se vi& inhibida por glicoproteinas 

con residuos terminales de N-acetilglucosamina, 

N-acetilgalactosamina y poco menos para N-acetilhexosaminas 

libres. Se desarroll6 un directo y cuantitativo, 

para investigar el efecto de az6cares y glicoprote!nas en esta 

interacci6n (1). Los resultados muestran que la glucosa, 

manosa, galactosa, fue osa, lactosa, a-metil-0-galactdsido, 

~-metil-d-galact&sido, a-metil-D-man6sido, o ~-metil-D-gluc6sido 

no producen una inhibici~n signiiicante a una concentración de 

100 mH Mientras que la N-acetil-galactosamina, 

N-acetil-manosamina y N-acetil-glL•cosamina a 100 mM inhiben la 

uni&n del K88 en un 40, 29 y 14 Y., respectivamente. Con respecto a 

las glicoprote!nas , el efecto mostrado es mayor para la asialo 

OSM C Mucina Submaxilar de Ovino l con un 457. de inhibici6n, para 

la asialoagalactosil al-,cido-glicoprotefna un 38% de inhibici~n y 

para la asialo PSM C Mucina Submaxilar de Porcino > un 28% de 

inhibicí~n. La OSM , que tiene como residuo terminal el 'cido 

26 



si,lico no muestra un efecto inhibitorio. Sin embargo, despu~s de 

quitar el 'cido si,lico de la OSM queda un residuo terminal de 

N-acetil-galactosamina, que inhibe el enlace. Lo mismo sucede 

con 1 a PSM, que contiene un residuo terminal de 

N-acetil-galactosomina, interactuando con el antígeno KBS <1>. 

En conclusi6n, la diferencia puede ser el resultado de 

haber empleado distintos sistemas. Gibbons <20>, estudi6 la 

adhesi&n de KBB cOn eritrocitos de cobayo mientras Anderson 

<1>, us& un enlace directo con membranas de borde velloso. 

La bacteria K88 positiva no se adhiere al borde de las 

microvellosidades de todos los porcinas. Se encontraron dos 

fenot!pos en porcinos, el designado como "adhesiva" <para Ja 

bacteria K88 positiva que se une a su borde velloso y "no 

adhesiva" <para la que no se une al borde vel 1 oso> , (58, 63). En 

estudios recientes se clasificaron cinco diferentes fenotipos por 

su capacidad adhesiva, que involucran tres de las variantes KSB 

<Tabla 4>. Un fenotipo es susceptible a todas las tres 

variantes, tres fenotipos son susceptibles s6lamente a una o dos 

variantes y un fenotipo es resistente a la adhesi6n mediada por 

KBB. 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> es dominante sobre el gen no 

adhesivo <s>. As!, existen dos fenotipos que son la expresi6n de 

tres genotipos <SS, Ss, ss >, (6, 32). 

~~earns y Gibbons (32) estudiaron la posible naturaleza del 
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receptor. Este, que tiene especificidad para KBB, muestra 

•imilitud con el receptor para la toxina del cólera <Ganglidsido 

Gl'11 l, 

Tablo 4. 

Adherencia de cepas de ~ ~ KBSab, KBBac, KBBad-positivas 
•islad•• del borde de l•• microvellcsidades del intestino delgado 
de porcinos C19>. 

Fenotipo 
KElBab 

Adhes!6n por c'lulas KBB+ 
KBSac KBBad 

A + ) + ) + ) 

B + > + ) C -

e + > - > < + 

D - l - l < + 

E - l < - < -

D. Organizaci&n gen,tica del determinante KBB. 

El determinante gan,tico de la adhesina KBS se ancontr6 

localizado en un plismido que puede tranferirse a otra bacteria 

por conjugaci6n. Se encuentran involucrados dos pl,smidos en la 

tranferencia del determinante KBB 1 Ci > un factor responsable de 

l~ tr•nsfarencia de los genes de KBB y/o marcas cromos6micas 

c'lul•• receptor••• y Cii) otro segmento de DNA en el cual se 

localiza el determinante KBB. 
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Bak y col, C3J realizaron estudios con microscopía electrónica 

en ADN de plÍsmidos aislados de cuatro cepas de &...... ~ que 

portan diferentes variantes del determinante K88 1 •u• result•dos 

sugieren que un pl,smido que porta la adhesina y otro que porta 

los genes de transferencia, pueden asociarse en uno compuesto. 

La capacidad para utiliz~r r•finosa CRafJ como una dnic• fuente 

de carbono es cotransferida frecuentemente con el determin•nte 

K88. Shipley y col C64J, determinan que 105 genes R•f y KBB se 

localizan en un simple pl,amido no conjugativo de un peso 

molecular de 50 Md. Sin embargo, en algun•s cepas con pl,smido 

conjugativo grande se observ6 que existió r•combinaci6n 

aparente entre el factor que lo transfiere y el pl,smido 

Raf-KSS. Mooi y col C42>, localizan los det•rminantes gen,ticog 

KSSab y Raf en un pl,smido KSS, los cuales no est'n estrechamente 

unidos, sino separados por un pequefto segmento d• ADN de 

20 Md. El determinante Raf, dota a las cepas ent•ropat&genas 

de una ventaja, ya qu& les permite establecer resistencia con

tra la fagocitosis por la producci&i de una pared c•lular de 

rafinosa C19J. 

Los genes para KBBab (45>, K88ac C33,34> y KBB•d <19> se han 

aislado por clonaci&n molecular. En los tres casos, •l determinantw 

gen,tico KBS se localiza en un fragmento Hind III de un tamafto d• 

aproximadamente de 7 a 8 Md. 

t. Organización de genes involucrados en l• producci&i de 

K88ab, 
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Los genes que codifican para la producción del KBBab •• han 

aislado por clonaci6n molecular, construy6ndose un pl,smido 

recombinante designado pFM205. El mapa gen,tico de los fragmentos 

de AON clonado de KBBab (43,44> se describe en la figura 3. 

Este fragmento expresa, por lo menos, seis pol ip-'Ptido• 

en minic,lulas, con pesos moleculares de 17,000 26,000 

27,000 , 27,500 , 30,000 y 81,000 daltones. El polip"3tido de 

26 000 daltones se identific~ como la subunidad fimbria!. El poli

p,ptido de 30,000 daltones parece ser el precursor del polip'-Ptido 

de 27 000 daltones <44>. El promotor natural para KBSab no ••t' 

presente en pFM205 y los genes KBBab son transcrito• eaencialmente 

por un fuerte promotor Pl pBR322 (54J. Cuando este promotor esti 

ausente se observa un decremento de 10 a 20 veces en la producci&n 

de la fimbria KBBab. Un promotor d'bil, pr~ximo al gen que codifica 

para el polip,ptido de 17,600 daltones Cp.17.6 Kd>, puede ser res

ponsable del bajo nivel de producci6n de la fimbria K8Bab en 

ausencia de Pl. El gen para la subunidad fimbrial KBSab <p.26 KdJ 

se localiza hacía el extremo 3' del oper6n K88ab, a la derecha del 

gen para (p81 Kd>, fig. 3. El K88ab puede codificar para un ~!nimo 

de dos diferentes proteínas de superficie. Lo9 cinco polip,ptidos 

<81, 27.5, 27, 26 y 17 KdJ se sintetizan como precursores, por lo 

tanto es de esperarse que se localicen fuera del citoplasma. Tr•• 

polip,ptidos se localizan en el espacio peripl,!lmico < p 17, 

p27 y p27.5 Kd ) y dos en la membrana externa ( p26 y p81 Kd >, 

ver tabla 5 (54, 71>. 
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Tabla 5. 

Localizaci6n celular y posible función de los polip4ptidos 

codificados por el determinante KSSab t19). 

Polip~t!do Localizaci6n Posible func!&n 
P.H. ( d > celular 

91,000 Membrana 
•><terna 

27,500 Peripl asma 

27,000 Peri plasma 

26,000 Membrana 
externa 

11,000 Peri plasma 

PI p 

17.b 81 

Ensamblaje y/o anclaje de la sub
unidad fimbrial. 

Necesaria para la integraci6n de 
la subunidad fimbrial dentro de 
la membrana externa. 

La subunidad fimbrial 

Involucrado en la modificacidn 
post-translacional de las subuni
dades de la fimbria. 

27 17 26 27.5 - ------ ---------------------- ----- ----- -----

~'-'------------'---------~~'---'-'---' pFl'l20S 

KSBab 

Figura 3. 

!'lapa gen,tico de DNA KSBab clonado <54>. -pBR322. PI, promotor principal pBR:S22 

DNA clonado. p . promotor d"bl l. 

~ genes estructurale9. Los n,1meros, se refieren al 
peso molecular (X 1,000 daltones>. 
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2. Bios{ntesis del KBBab. 

Para el estudio de este proceso y obtener la informaci6n sobre 

la funci&n de los productos de los genes, se obtienen una serie de 

mutantes por deleci&n para cada gen del plismido pFM205, siendo 

cada mutante analizada en minic¿lulas. 

A las cepas que contienen la deleci&n derivada de pFM205, se 

les prob& la capacidad para adherirse a las c'lulas del epitelio 

intestinal de porcinos y para aglutinar eritrocitos de cobayo 

<55,56). Una deleci&n en el gen para pBl Kd, no tiene influencia 

en la expresi&n de la subunidad de la fimbria ni en el transporte 

de 4sta hacia la superficie de la c'lula. Sin embargo, no se 

adhiere al borde de las vellosidades del epitelio intestinal y no 

aglutinan eritrocitos de cobayo. Las mutantes con delecién para 

p27 Kd tambi¿n expresan la subunidad pero se degradan muy r~pido 

porque aparentemente en ausencia de p27 Kd la subunidad es 

susceptible a prote6lisis. Las cepas con deleci&n 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 deleci~n en el gen de p27.5 Kd produce poca cantidad 

de la adhesina KBBab, pero todavía se adhiere y aglutina a los 

eritrocitos CS4}, 

Nooi y col., (44), localizan al polip4ptido de 17,000 daltones 

fuera del citoplasma < tabla S ) y excluyen un papel de regulac16n 

positiva, por lo menos a nivel de transcripción. Adem,s, p27 Kd 

puede forzar la cadena polipept{dica de las subunidades, a una 
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conformación requerida para el transporte a trav's de la membrana 

externa y polimerizarla en fimbria. 

Las mutantes defectivas en la síntesis de p17.6 Kd, acumulan 

subunidades fimbriales en el interior de la c4lula, sugiriendo que 

p 17.6 Kd estí involucrado en el transporte o ensamblaje de las 

subunidades CS4>. 

3. Modelo de exportaci&n de subunidades KBBab. 

Se ha propuesto un modelo basado en los datos presentados 

anteriormente acerca del modelo a seguir para la exportaci6n y la 

unión de subunidades de KBBab. Este modelo se describe en la 

figura 4 • Los precursores de la subunidad fimbrial se translocan 

co-transduccionalmente a trav's de l• membrana citopl,amica con la 

ayuda de su p¿ptido se"al en el eKtremo amino terminal. En el 

espacio peripl,smico los polip,ptidos p27 Kd se asocian con las 

subunidades y estabilizan la conformación que se requiere para la 

exportaci6n a trav¿s de la membrana externa y previenen la 

degradación proteoJ{tica y la polimerizaci~n prematura de las 

subunidades. Los complejos p27 Kd y la subunidad fimbria! •• 

asocian para formar agregados de diferentes tamaftos. Los p17 Kd 

se unen a estos complejos y aumentan su afinidad por los pBl Kd 

en Ja membrana externa. Una vez que los polip4ptidos p17, 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 

trav's de canales formados por uno o m's p81 Kd. Los p17 y p27 Kd 

se disocian del complejo y se vuelven a utiliz•r para ciclo• 



adicionales de unión. Los p81 Kd catalizan el pliegue de las 

subunidades a una conformaci6n que polimeriza espont,neamente con 

otras subunidades y que tambi'n sirve como ancla para las 

fimbrias. En este modelo no se incluye una funci6n para pl7.ó Kdi 

sin embargo, puesto que 'ste parece afectar el transporte y/o la 

uni6n de la• aubunidades, podr1• interactuar con las subunidades 

en el curso del proceso de uni6n o podría ser siempre una parte 

de la estructura de la fimbria, o bi,n, formar un enlace entre la 

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



'R 

Ü}i.1 MC 

'>~+m~[mJ+~~ ~ EP 8 (Í,S+Z'f) N l? 

a b e d 

~~8i ~~ 

NC 

Fioura 4. 

Modelo de e><portaci6n de la subunid•id KS8ab. 

a, b, e, d, e, f, indican la secuenct• del proceso. 

Los n6meros, se refieren al peso aolecular <x 1,000 d•ltanee> 

de cada polip6ptido. La R, indica el ribosa.a; tite, ....,rana 

citopl~smica; EP, espacio peripl~s•ico; f'tE, ..-brana •xtarna. 



E. Importancia del antígeno KBB en cuadros diarre!cos. 

El reconocimiento de determinantes microbianos de virulencia y 

su p•pel en la patog,nesis de la enfermedad ent,rica, proveen una 

base-'• para el estudio de la respuesta del hu,sped. Entre tales 

d•ter~inantes de virulencia, el antígeno KBB y la enterotoxina, 

se han identificado en cepas de ~ ~ KBB enteropat6gena para 

porcinos. Estudios úi. uW• e ln. u""', suguieren que la propiedad 

adhesiva de KBB, capacita a la bacteria para colonizar el 

intestino delgado de porcinos e indican que el porcino es 

protegido contra la diarrea neonatal por la neutralizaci6n de 

•sta propiedad adhesiva (27,28>. Sin embargo, a pesar de que las 

fimbrias son específicas de especie, estudios hechos por Oeneke 

y col en 1984 (9), reportan que el pat&geno portador de KBB de 

porcinos, puede colonizar c6lulas del intestino delgado del 

hombre. Para esto se aislaron c'lulas del epitelio intestinal 

<ileon> de humano y porcino, ambas c'lulas se pusieron en contacto 

con cepas de ~ 1&Q1.L enterotoxig,nica patógenas para el hombre 

<B2C, 334 y Hl0407> y para porcinos <G205 , Pl55, Vl7, G491, P307 

y GllOS-E>. Las tres cepas pat~genas para el hombre, se adhirieron 

a ambos tipos da c'lulas, tanto de porcinos como de humanos. Un 

h9Cho si~ilar ocurri& con las cepas productoras de los antígenos 

KBSab y KSSac, que tambi'n se adhirieron a los dos tipos de 

c'lulas. Este experimento confirma el estudio hecho en 1971, 

alimentando a cuatro voluntarios con una dosis de bacteria KBB 

vi•ble Clo10 c•lulas/ml> en la leche. Los resultados sobre la re

cuperación d• la b•cteria de las heces por períodos de tres meses 



sugieren que ocurre alguna colonización en el intestino d•lgado 

por el pat6geno KBB. Sin embargo, solamente uno de los volun-

tarios, desarrolló una diarrea m.1nima comparado con siete 

de diez voluntarios alimentados con una dosis bacteriana de las 

cepas B2C y B7A pat6genas para humanos. La cepa KBB se recupar6 de 

muestras de aspirados de Íleon en cantidad de 106 bacterias, 

comparado con 107 bacterias pat6genas para el humano, •ólo 

que estas 6ltimas se recuperaron tanto de yeyuno como d• Íleon. 

El enlace de ~ ~ enterotoxig,nica pat6gena para el hombre, 

a c'lulas del epitelio intestinal de porcinos, puede proveer un 

modelo ótil para la fase de ataque de la colonizaci6n en el 

humano. El conocimiento de los mecanismos precisos dal poder de 

ataque de ETEC KBB, tiene gran relevancia en la diarrea del 

humano <9>. 

Como la adhesi6n de ~ ~ al epitelio intestinal es un 

prerrequisito esencial para el desarrollo de la •nteritis, la 

inhibici6n de la adherencia mediada por anticuerpos, •• uno de los 

mecanismos de defensa del hu6sped contra el pat6geno. En un 

porcino neonato, el valor protector del calo•tro contra la 

enteritis es bien conocido. No 

transplacentaria de inmunoglobulina maternal tn ut•ro y la cr1a 

depende de la absorción intestinal de nivel ea altos da 

inmunoglobulina del calostro dur•nta los primeros dia• d• su vida 

para sobrevivir (3b,39,40l. L• v•cun•ci6n de h•mbr•• con un• 

preparaci6n de KBB puri+icado, confiere in•unidad p••iv• a su 

cría. Rutter y col (59l, probaron 4.n. ~. ••cr•cion•• •••aria• y 
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suero de hembras vacunadas para investigar la naturaleza del 

factor protector concluyendo que la neutrali2aci6n de la propiedad 

adhesiva por anticuerpos KBB de calostro 

significativamente a la protecci6n de 

y de leche, contribuye 

1 os cri os. Ademís, el 

calostro de hembras susceptibles efectúa "'°'s eficientemente la 

fagocitosis opsonizante y muerte de ~ !:.Q..!J_ KBB in. uUJi.. , que el 

calostro de hembras resistentes. En ~~el efecto del pili en 

la susceptibilidad a la fagocitosis se reduce despu6s de que la 

fimbria se elimina por irradiación ultravioleta. La fagocitosis 

disminuye en un 75X en presencia de D-manosa 0.1 M, un agente que 

inhibe competitivamente el enlace del pili a la superficie celular 

16!5). 

En colibacilosis neonatal, el 

específicas de ataque al epitelio 

KBB e•hibe 

intestinal de 

caracter! sti cas 

porcinos, y 1 a 

eliminaci6n de elementos gen,ticos responsables de su sintesis, 

promueven la p'rdida de su virulencia <10). La p'rdida de la 

c•p•cidad de sintetizar la fimbria, se debe a la p"rdida 

permanente del gen que la controla y no de la supresión temporal 

de este efecto. Tal p'rdlda del ptismido se acepta normalmente 

como una evidencia de curación de pl,smido C40). En este proceso 

se usan tambi'n otros agentes, como el colorante de acridina y el 

dodecil sulfato de ~odio <SOS>, pero no se utilizan l.t\. vlcJ, por 

su inherente toHicidad (60>. Esta curaci6n del pl,smido KBB 

positiva produce variantes KBB negativas • 
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1. Variantes KBB-negati vas. 

Una inmunizaci6n oral con vacuna de &..!.. !:.2l..!. inactivada con 

calor, muestra una capacidad peculiar para inducir la p4rdida de 

la adhesina KBB del pat6geno bajo esta infecci6n, mientras una 

camada control no inmunizada, no la muestra. La infecci6n se 

controla en el grupo vacunado y despu's de un periodo corto se 

eKcreta el pat6geno administrado, como una forma KBB negativa 

avirulenta. Sin embargo, en el grupo control usado, se ewcret6 la 

bacteria KBS positiva despu•s de dos semanas aproKimadamente, 

asociada con diarrea. Estudios posteriores ln. uUJw, confirman que 

los anticuerpos producidos por inmunizaci6n oral inducen la 

~rdida de los antígenos KBBab y KBBac en un cultivo (39, 40 y 

56). El efecto que tienen los pases de la cepa 081KB7<B>K8Bab en 

presencia de anticuerpos de origen porcino que se obtuvieron por 

inmunización con antígenos inactivados con calor, se hace reali

zando cinco pases cada doce horas en presencia del 25'l. de la 

~racci&n en caldo nutritivo. Bajo condiciones de control no pierde 

la capacidad de sintetizar el antígeno, pero con anticuerpos pre

sentes en el cultivo, la cepa OB se convierte en KBB negativa des

pu's de cuatro a cinco pases. Esta p'rdida no se restablece cuando 

la cepa se hace crecer en un medio apropiado. Cuando se realiz6 la 

investigaci6n de las fracciones del suero relacionadas con l• ac

tividad curante del pl,smido, en gel de filtraci6n SephadeM G-200 

se locali26 en las fracciones IgGt mientras que las fraccione• IQG 

e IgM/IgA de la leche, tambi4n inducen la p'rdida, pero las •'• 

activas resultaron ser la~ fracciones IQM/IQA <56). 
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Por otro lado, se han utilizado preparaciones de la fimbria 

para proteger pasivamente a porcinos reci'n nacidos contra la 

diarrea causada por ETEC, amamant,ndolos con calostro o leche d• 

cerdas inmunizadas con tales preparaciones de fimbria (39,40, 

50, 51 >. Estos datos muestran que la cepa bacteriana que 

alberga el pl,smido natural KBB que se pas6 a trav4s de 

un medio que contiene calostro inmune, pierde 

la capacidad de eMpresar la fimbria KSS en su •uperf icie. Se 

propuso que el calostro inmune contiene un factor que cura 

activamente el pl,smido de la bacteria y un compon•nte 

termoestable distinto a los anticuerpos KBB, que ea el responsable 

de tal curacidn. Otra posible eMplicaci&n para la p~dida de 

c'lulas que eMpresan el KBB de la poblaci&n, es que al calostro 

inmune selecciona a las c'lulas que pierden espont,neamente el 

pl,smido. Tales c'lulas aparecen a una baja frecuencia an 

cultivos normales. Este otro mecanismo se ve favorecido por varia• 

observaciones reportadas por Nagy y col <~2), en la• cuales 

se hicieron pases de la cepa CNó913 de ~ ~ KBB positiva, a 

trav4s de un medio sint,tico con calostro inmune, produci.,..dose en 

gran cantidad variantes CNó913 K88 negativas. Estas variante• 

pierden un pl,5mido grande que codifica para K88. Otros cuatro 

pl,smidos de resistencia a antibioticos que port• la misma cepa, no 

se afectan. Sin embargo, cuando se incubaron a teºc cultivo• simi

lares, condici6n en la cual se suprime la •Mpresi6n f•not!pica de 

la fimbria, las c4lulas viables acumuladas no mostraron p"'dida 

del pl.ismido. Esto parece indicar que se requiere la eMpresidn 
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fenotípica del determinante para su eliminacidn. 

L• estabilid•d da los otros cuatro pl,smidos que porta la cepa 

CNá913, que no se af&etaron por el calostro inmune, sugiere que el 

afecto de curación específica del pl,smido , es responsable 

de la p'rdid• del pl,smido K88. As!, es inverosímil que la 

interferencia dir11cta con la replicacicSn del pl,smido, sea 

raspons•ble de l• eliminaci6n del mismo <52>. 
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CAPITULO I II 

PARTE EXPERIMENTAL 

Eritrocitos de cobayo, de pollo y tipo A humano. 

Conejos Nu•va Zelanda C 2 - 3 kilos >. 

Cepa de !L.. ¡;_2lJ_ SC 644 K8Bab, 

Copa d• ¡¡..._ !;.2Jj_ K99. 

C•p• de ¡¡,_ i;,.Q!i J54. 

Cepas de ~ ~con pl,smidos de referencial 

GH 30/PBR 322 Te• Amp . 2.6 " 10
6 

dalton••· 

P 654/PRS DI Te• 35 " 106 ditiltones. 

J 53/RP 4 Te• Amp . Km• Nm• 40 " 106 d•ltones. 

K 37/Rl-19 Amp" Km" sm• sp• su" Cf" 63 ;::¡:~6 daltonH. 

2. Material de uso cc•dn. 

Asa bacterioJ6gica. 

BAft'O de hiel o. 

B•fto de hiel o seco-etanol C -10°c ) • 

Cajas de Petri. 

Filtros de pl,stico millipore. 

Frascos viales de vidrio de 10 ml. 

Gradilla. 

Jeringa de insulina. 
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Matraz Erlenmeyer de 50 ml. 

Matraz Erlenmeyer de 4 litros. 

Mechero. 

Membrana para di,lisis. 

Microplacas de pl~stico. 

Hlcroplpeta de 1-20 µl. 

Hlcroplpeta de 25 µl. 

Hlcroplpeta de ~0-200 µl. 

Pip•t• Paateur. 

Pipeta de 1 mi dividida en 1/10. 

Pipeta d• 10 mi dividida en 1/10. 

Portaobjetos. 

Probeta oraduad• de 100 ml. 

Probeta oraduada de 500 ml. 

T•l• d• •lambr• con asbesto. 

Tri pi•. 

Tubo de ensayo de 12 X 7~ mm. 

Tubo de •n••yo de 13 X 100 mm. 

Tubo de ensayo de 16 X 150 mm con 

Tubo Eppendorf d• 1.5 mi. 

V•so de pr•cipitado. 

3. Equipo. 

Agitador maon,tico Cornino. 

Balanza analítica digital CFI DGN. 

Balanza granataria OHAUS. 

Colorímetro Klett-Summerson. 
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Espectrofot6metro Beckman DU-b. 

Fotómetro de sistema PM03 Zeiss. 

Fuente de poder Buchler Instruments. 

Microfraccionador Gilson. 

Ultacentrífuga Beckmann. 

Utracentrífuga Eppendorf Brinkmann. 

Potenci~metro Corning. 

4. Reactivos. 

Acetato de sodio - Baker Analyzed. 

Acido ac4tico glacial - Baker Analyzed. 

Acido clorhídrico - Merck. 

Acido bdrico - P. Q. Monterrey. 

Acido etil6n-diamino-tetra-ac,tico CEDTA) - Baker Analyzed. 

Agarosa - Sigma. 

Albdmina ~rica 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. Chem. 

D-manosa - Merck. 

Dodecil sulfato de sodio C SOS > - Sigma. 

Etanol absoluto - Merck. 

Fosfato de sodio dib,sico - Merck. 
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Fosfato de sodio monob,sico - Merck. 

Glucosa - Merck. 

Hidr6Kido de sodio - Baker Analy:ed. 

Lisozima - Sigma. 

Reactivo de fenol Folin-Ciocalteau - Merck. 

Sepharosa CL 48 - Pharm. Chem. 

Sulfato de amonio - Merck. 

Sulfato de cobre - Merck. 

Sul~ato de magnesio - P. O. Monterrey. 

Tartrato doble de sodio y potasio - Baker Analyzed. 

Trizma-base - SiQma. 

Urea - Merck. 

5. Medios de cultivo. 

Agar Sangre ( Base l - Merck. 

Agar Soya Tripticase - Sioxon. 

Caldo BHI - Merck. 

Caldo Nutritivo - BioKon. 
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B. rw¡todo. 

I. Pruebas para con~irmar la presencia de la fimbria. 

1. Hemaglutinaci6n. 

De los medios de conservación se tom6 una asad• de cada 

cepe ·< K80, K99, J54 1 y se sembr6 en Agar Soya Tripticasa 

C TSA >1 &1 desarrollo se resuspendi6 en amortiguador de 

fo9fatos e PBS 1 o.ts M pH 7.4 ajust,ndose la concentración a 

1.5 K 10~ c•tulas/ml <ver esquem~ lJ. La suspensi&i bacteriana 

y la suspensi6n de eritrocitos se agregaron en cantidades 

iguales. Por otra parte, bajo las mismas condiciones se agrego 

D-manosa al 1%, efectu.6.ndose la lectura a los 1~ min, observan 

do como re3cci6n de Hemaglutinaci6n Manosa Resistente < HMR l 

la hemaglutinaci6n en presencia de manosa. 

2. Hidrofobicidad. 

La cepa se 644 se sembr6 en TSA cver esq. 2>. •e incub& y 

se ajust6 a 1~ concentracidn de 5 x tog c•lulas/ml. Se colocó 

la suspensi6n bacteriana con diferentes ccncentr&ciones de 

sulfato de amonio <0.1, 1, 2, 3 y 4 t1) C3E3). Posteriormente 

la aparición de un precipitado blanco, corre9pondi6 a 

una reacci6n de hidrofobicidad positiva. 

3. Micro~cop!a Electrdnica. 

Esta parte se realiz6 con el apoyo del personal del 

Departamento de Histología de la Facultad de Medicina UNAM. 
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ESQUEMA 

HEHAGLUTINACION 

Cepas de ~ ~ K88ab, K99 y JS4 

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

l 
Ajustar concentraci6n • 1.5 H 109 c61ulas/ml. 

l 
Adicionar 20 µl de la suspensi6n bacteri•n• • c•d• pozo de la 

pl•ca por duplicado. 

.. .. 
Adicionar 20 µl d• l• sus- Adlcion•r 20 µl de 

pensidn de eritrocitos al 1X de D-m•nos• en 

3X en PBS O.ISM pH 7.4. PBS O.ISM pH 7.4. 

l 
Adicionar 20 µl d• 

l • •u•pensi6n de 

•ritrocito& al 3r. 

7.4. 

Incubar a 4ºc y 20°c 

~ durante IS mln 

Hemaglutinaci6n H•m•glutin•cl6n 

.. .. 
f'lanosa "•no•• 

Resistente Benaibl• 
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ESQUEMA 2 

HIDROFOBICIDAD 

Cepa KSBab 

que desarro116 en TSA a 37°c durante 24 h. 

1 
C•ntrtfuoar y l•v&r con •mortiguadcr da fosfatos 0.002 H 

pH o.a. Ajust•r lA concentración a 5 H 109 c•lulas/ml. 

l 
Agregar 2~ µl de la •uspvnsi6n bacteriana a las diferentes 

concentraciones de sulfato de amonio (0.1, 1, 2, 3, 4 M>. 

l 
Incubar • 20°c durante 10 min. 

1 
Form•ci6n de precipitado 

Hldrofcbicldad positiva. 
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II. Producci6n de la fimbria KBB. 

1. EMtr•cci6n. 

Se agreg6 en p•rtes iguales un in6culo de 6 ~l de un culti 

vo de 24 horas a 4 matraces con 100 ml de medio para su 

desarrollo. Despu's de 5 horas de incubaci&i , ge depositó el 

in6culo en 4 matraces con 2 litros de medio cada uno, 

incub,ndose por otras 5 horas. 

Al terminar el pertodo de incubacidn, el paquet• 

celular se recuper6 y se lav6 con Amortiguador Tris-HCl 50 

mM pH 7.4 con NaCI M ( Esq. 3 l. 

La extracci6n parcial se efectud con la 6Uspensi6n 

bacteriana en agit•ci6n vigorosa durante 30 min a 4°C. El 

homogeni2ado se centr1fug6 • baja velocidad durante 20 minJ 

~e recuper6 el sobrenadante y se centrifug6 a 50,000 K g 

durante 60 min. Todo esto, se hizo con el prop6sito de ir 

eliminando restos celulares que no interesan. Posteriormente, 

al sobrenadante se le agregó sulfato de amonio al 60X durante 

16 horas a 4°C, para que precipitara la fimbrial se 

centrifugó y el precipitado sa resuspendió en 20 ml d• 

amortiguador Tris-HCl 100 mM pH 7.4 con urea 2 H. Despu'9 de 

dializar contra el mismo amortiguador•• le agregó azida d• 

sodio al 0.02% como conservador. 

Al extracto crudo se le determin6 la cantidad d• proteinaw 

por el m'otodo de Lowry <31>, para calcular la c•ntidad de gel 

en la columna para su purificación. 
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ESQUEMA 3 

EXTRACCION 

La cepa KSSab se cultiva aerébicamente en 8 litros de medio 

caldo soy• tripticasa. Se incuba a 37°C durante ~ h. 

1 
Durante l• f••• e>Cpon•ncial, •e centrifuga a 7,000 rpm 

dura.nte 20 min. 

l 
Lavar el paquete celular con Tris-HCl 50 mM pH 7.4 y 

resuspender a una concentraci6n de 10 11 c61ulas/ml con el 

mismo con NaCl l M. 

L• 1uspensidn bacteriana se agita vigorosamente por 30 min 

a 4ºc. Centrifugar rpm durante 20 min~ 

El sobrenadante se centrifu~a a S0,000 x g/60 min 

y se recupera el scbrenadante. Precipitar con CNH4 >2so4 al 

60'l. durante lb h a 4ºc. 

l 
Centrifugar y resuspender el precipitado en 20 ml de 

Tris-HCl 100 mM pH 7.4 con urea 2 M. Diali~ar contra el mismo 

amort i Iuador. 

E>etrac~o crudo 

D&terminaci~n de prot•inas por el m'todo de Lowry. 
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2~ Purificací6n. 

La puríficaci6n se llevó a cabo por filtraci6n en gel 

Sepharosa CL-49 ( Esq. 4 ). El extracto crudo se hizo pasar 

por la columna y despu•s se eluy6 con amortiguador 

Tris-HCl 100 mM pH 7.4 con urea 2 M. A las fracciones 

colectadas se les determtn6 la Densidad Optica < o.o. l 

a 280 nm, gr,fica 1. 

3. Prueba de Actividad. 

La presvncia del Factor de Adhesi&n K8Sab se confir""'5 

tomando ventaja de su actlvidad de hemaglutinaci6n espec!fica 

con eritrocitos de pollo, lo cual ocurre a temperatura 

ambiente en presencia de 0-manosa al 0.5Y. <esq. S). Las mues

tras de los tres picos (gr,fica 1> encontrados durante la puri

ficación se diluyeron con 25 µl de D-manosa al 0.5Y. en PBS pH 

7.1. A cada diluci6n se le agregó 25 µ1 de la su•pensi6n de 

eritrocitos de pollo al 1Y.. El sistema se agit6 cada 5 min y 

se tom6 la lectura al t'rmino de los 20 min • El título indica 

do es la 6ltima diluci&n en la cual se observ6 hem•glutinaci6n. 
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ESQUEMA 4 

PURIF!CACION 

Extracto crudo dializado. 

1 
Se hace pasar por cromatograf!a en columna de Sepharosa Cl-48 

previamente equilibrada con amortiguador Tris-HCl 100 mM pH 

7.4 con urea 2 M. 

l 
Se eluye con 45 ml del mismo amortiguador utilizado para 

columna. 

Las fracciones elu{das se colectan en un volumen de 2.5 ml 

determinando la O.O. a 280 nm de cada fracci6n. 
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ESQUEMA 5 

PRUEBA DE A~TIVIDAD 

Fracciones de los picos encontrados en el perfil de 

purificaci6n de la fimbria. Adicionar 25 ~1 de cada fracci6n. 

l 
Hacer diluciones, 112, 114, l•ó, 110, 11512 con 

0-manosa al 0.5 'l. en PBS 0.15M pH 7.1. 

l 
,,,.,~ ,, ,, , ••• """'"""'"'¡'· ·········~ ,. '"''º •• ''· 

Agitar cada S min durante un período de 20 min. 

l 
Lectura1 un& reacci6n positiva de aglutinaci6n indica la 

presencia de la fimbria. 



111. Obtenci6n de variantes KSB-negativae. 

1. Produccién del suero antí-KBB. 

La cepa KSS positiva se cultiv6 en medio da TSA, 

se resuspendi6 en solución salina isct6nic• CSSI> 

agreg,ndose 

(0.bY.I para 

otra cantidad 

inactivarla de 

igual 

24-48 h. 

de SSl formalinizada 

El paquete celular 

obtenido se ajust6 al tuba No.J del E•t'-ndAr de Hac F~rland 

(37) con SSl formalinizada <0.3~). Deapu4s de realizadas 

las pruebas de inactivaci6o y esterilidad ae procedi6 a 1~ 

inmunizaci~n de tres conejo& Nuev• Zel•nda de 2-3 kilo• de 

peso <Esquema b>. 

Se aplicaron S dosis por v!a intravenosa, 2 dosis de O.~ml 

y 3 dosis de 1 ml, con intervalos de 4 días entr• c•d• 

inoculaci6n. A los 8 dias se efectuó la sangr!a de prueba y 

~ue adecuado un título mayor a 1S12BO <Esq. 7). 

2. Obtenci6n de !QG antl-K88ab. 

2.1. Preparaci6n d• la fracción y-Globullna 

La t"=nlca de preparaci6n de la fracci6n y-Globullna 

se e~ectu6 por precipitaci6n con sulfato de amonio CEaq. B>. 

Esta precipitación se realiza do• veces con un• solución 

saturada de sulfato de •monio para t•ner una conc•ntr•c16n 

final del 45 y 40 Y. ftn la primera y ••Qunda pr•clpitaci6n 

respectivamente. El sulfato de amonio se eliminó m•diante 

di,lisis contra una solución amortiguadora de fo•f•tos 0.01M 

pH 7.8. La fracci6n obtenida debe quedar llbr• de las d•m'• 

proteínas contenidas en el suero. 
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ESQUEMA 6 

PRODUCCION DEL SUERO ANTl-KBB 

Sembrar la cepa se 644 KBB en agar inclinado de TSA. 

Se incuba a 37°C durante 24 h. 

l 
Cosechar el crecimiento en soluci6n salina isot6nica. 

Inactivar de 24-48 h con un volúmen igual de SSI 

formalinizada al O.ó Y.. 

l 
Centrifugar la auspensi6n a 2,500 rpm durante 15 min y 

ajustar el paquete celular al tubo no.3 del estindar de Me 

Farland con SSI formalinizada al 0.3 %. 

l 
Inmunización: se utizan 5 dosis para la inoculaci6n de cada 

conejo, por v!a intravenosa. Las primeras dosis de O.Sml y 

las otras tres dosis de 1 ml, con intervalos de 4 dias entre 

cada dosis. 

1 
Realizar a los 8 días, una sangria de prueba. 

l 
A un título menor de 1:1200, debe aplicarse refuerzo con el 

anti geno vivo en SSI. 
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ESQUEMA 7 

TITULACION DEL SUERO HIPERINMUNE 

Hacer una diluci6n del suero 1:10. 

1 
Colocar 0.5 ml de SSI en cada tubo, pasar 0.5 ml del suero 

diluido al primer tubo, mezclar y pasar 0.5 ml de 'ste al 

segundo tubo y as! sucesivamente. 

l 
Del paso anterior se obtienen diluciones 1:20, 1140, 1180, 

1: 160, 1'320, 1:12so, 1:2s60. 

De cada diluci6n se toman 20 µl y del mismo antígeno 

utilizado para la inmunizaci6n se agregan 20 µl. 

l 
La aglutinaci6n en placa a la mis alta diluci6n 

indica el título. 



ESOUEMA 8 

PREPARACION DE LA FRACCION y-GLOBULINA 

Diluir el suero 1:2 con SSI, adicionar una solución de 

CNH4 >2so4 saturada hasta obtener una concentraci6n final de 

45 Y. CV/VJ. Agregando gota a gota con agitaci6n suave 

durante 30 mi n. 

l 
Centrifugar a 3,000 rpm durante 15 min a 4ºC y efectuar un la 

vado con la solución de sulfato de amonio al 45 Y., se centri-

fuga. l 
Redisolver el precipitado en PBS, en el mismo volumen 

usado. 

Agregar la soluci6n saturada de sulfato de amonio hasta 

obtener una concentraci6n final del 40 %, centrifugar a 3,000 

rpm durante 15 min a 4°C, efectua~ un lavado con la sus-

pensi6n de suHato de amonio al 40 X. 

l 
Centrifugar, redisolver el precipitado en un volumen mínimo 

de PBS O.OIM pH 7.8. 

l 
Dializar contra PBS a 4°C y cambiar esta soluci6n hasta que 

se de una reacci~n negativa de sulfatos. La aparici6n de un 

precipitado blanco al agregar a la muestra cloruro de bario 

al 10 'l.., indica presencia de sulfatos. 
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A la fracci6n y-G obtenida, se Je determin6 proteínas 

total es por el mt6todo de Lowry (31 >, para proceder a 1 a 

purificación. 

2.2. Purificación de IgG. 

En este ~todo se emple6 la resina dietilaminoetil Sephacel 

<DEAE>, que es un intercambi ador i6nico que tiene la 

propiedad de adsorber a todas las inmunoglobulinas 

e>ecepci6n de la IgG, la cual se eluy6 con el mismo 

amortiguador de fosfatos 0.01 M a pH 8 utilizado para 

equilibrar la columna Esq. 9 ). Las fraccioneli d• IgG 

colectadas aparecen indicadas como picos que se muestran en 

la gr4fic.o 2. 

La pureza de la fraccic:Sn IgG se llevó il cabo por 

inmunoelectroforesis C24). 

En la inmunoelectroforesis se utiliz6 gel de agarosa al ti 

en amortiguador Tris-barbital. En la placa de agarosa •• 

hicieron dos pozos laterales y el centro de l• placa se 

dividi6 por un canal. Se coloc6 la placa d•l Qel de agar 

sobre la plantilla de la c'mara y se puso la muestra an el 

pozo, asi como el colorante azul da bromofenol. El 

corrimiento se lleva a cabo a 120 V durante 1 horaJ •e sacó 

la placa de la c•mara y se retiró el gel del c•n•l, 

llen,ndose con anti-IgG de conejo. La inmunoprecipitaci&n •• 

llev6 a cabo en ambiente h6medo durante 24 horas. 
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ESQUEMA 9 

PURIFICACION DE lgG 

La fracción r-G obtenida, se aplica a una columna de 

9.5 x 2.2 cm con DEAE-Sephacel previamente equilibrada con 

amortiguador de fosfatos 0.01 M a pH B.O. 

l 
, •••• ,. 'º" ., ··~· ·¡········~ .. ········· 

Las fracciones elutdas se colectan en volumenes de 2.5 ml. 

l 
Cada fracción se lee a 280 nm en el espectrofotómetro. 
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2.3. Obtención de IgG anti-KBBab. 

La absorción de anticuerpos inespeci+icos se realizó con 

la cepa de l.i..:... s.Q!j_ J 54 que no codifica para ningón factor de 

adherencia. 

La cepa J54 se inactiv6 igual a como se preparó la cepa 

KBBab para la inmunización <Esq. 6). El paquete celular de 

J54 se pone a incubar con la fracción IgG a 37°C durante 30 

min. El sobrenadante obtenido representa la ~racción de IgG 

anti-KBBab e Esq. 10 l. 

3. Neutralización <ver esquema 11). 

La neutralización se llevó a cabo con una su•pensi6n 

bacteriana de 10• bacterias en 200 µ1 de medio de caldo 

nutritivo en presencia de anticuerpos, y un control en 

ausencia de anticuerpos. Despu6s de una incubación de 24 

horas, se hicieron diluciones con amortiguador PBS 0.15M pH 

7.2 tomando la dilución 10-d, de la cual se obtuvo un inóculo 

para colocar en placas con Agar Sangre. Despu6s de 24 

horas de incubación, a las colonias •aleccionadas 

se les probó aglutinación con eritrocitos de cobayo en pre

sencia de D-manosa al l'l. y se determinó la presencia d•· 

pl•smido. 

4. Obtención de pl~smido <ver esquema 12>. 

4.1. Extracción. M6todo de lisis alcalina. 

El ~todo emplea un cultivo de 18 horas •n BHI con 

ampicilina. La lisis se llevó a cabo a pH B.O en presencia de 

lisozima , la cual rompió la pared c6lular y junto con la 
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ESQUEMA 10 

OBTENCION DE IgG K88 ab 

l 
A 200 µl del paquete celular de la cepa J54 adicionar 

0.5 ml de la fracción IgG purificada. 

l 
Incubar a 37°C durante 30 min. 

l 
Centrifugar a 3,000lrpm durante 15 min. 

Recuperar sobrenadante. 

l 
IgG antl-K88ab. 
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ESQUEMA J J 

NEUTRALIZACION 

Adicionar una suspensión bacteriana de 102 bacteriaa/ml 

en amor ti guadr 

Agregar 200 µl de medio 

l 

de fosfatos. 

de caldo nutritivo. 

Adicionar 10 1 20, 30 µl de la fracción de lgG 

especifica al microcultivo anterior. 

1 
Incubar a 37°C durante 24 horas. 

l 
Hacer diluciones de cada microcultivo con anticuerpo, 

incluyendo el control <no contiene anticuerpo). 

l 
Tomar 0.02 ml de la dilución 10-d y colocar en placas con 

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

1 
Tomar cinco colonias al azar y probar hemaglutinación manosa 

resistente. 

l 
Determinación de pl4smidos. 
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glucosa provocó el estallamiento suave de la c•lula sin 

desnaturalización del DNA. La adición posterior de SOS y N•OH 

<ver anexo> hizo que precipitaran los lipidos de la membrana y 

las proteínas; mientras que el Acido acético de la solución 

III <ver anexo>, bajó el pH aproximadamente a 7 por lo tanto, 

el DNA cromosómico se desnaturalizó, pero permitió la 

renaturalización del plAsmido. La muestra obtenida despu•s del 

6ltimo lavado con etanol absoluto fr1o se dejó que 

precipitara, para luego proceder a la electroforesis. 

El precipitado se resuspendendio en 50 µl de TE a pH e.o 

m4s 10 µl de pOrpura de bromocresol al 0.1 X. 

4.2. Electroforesis en gel de agarosa. 

Se utilizaron geles de agarosa al 0.75 % en amortiguador 

Tris-boratos pH e.o. Se colocaron 10 µ1 de la muestra 

obtenida en el paso 4.1, previamente centrifugada durante 5 

min, efectu4ndose el corrimiento electrofor•tico a 10 V/cm 

durante 2 1
12 horas. El gel se tift6 en solución de bromuro de 

etidio. Despu•s de 1 hora, se pudieron observar las bandas de 

ADN del plAsmido al exponer el gel a un transiluminador de 

lm w. 
Los plAsmidos de referencia utilizados tienen un p~so 

molecular de 2.6, 35, 40, y 63 Md 

material biológico>. 
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ESQUEMA 12 

EXTRACCION DE PLASH!DO 

< ,.,.todo de lisis alcalina l 

Inocular en 3 ml de BHI con ampicilina. Incubar a 37°C dura~ 

te 18 h en agitación vigorosa. Agregar 1 ml del cultivo a un 

tubo Eppendorf de 1. 5 ml y (en tri fugar durante 5 min. 

Remover el sobrenadante y resuspender el paquete en 100 µl 

de la solución I <fria> agitando en vortex. Colocar durante 

30 min en un ba"o de hielo. 

l 
AQregar 200 µl de solución II y mezclar el contenido por 

inversión del tubo dos o tres veces. Poner el tubo sobre 

hielo durante 5 min. 

l 
Adicionar 150 µ1 de la solución III. Cerrar el tubo y agitar 

suavemente en Vortex. Poner sobre hielo durante 40 min. 

l 
Centrifugar durante 20 min, pasar 400 µl del sobrenadante 

inmediatamente a otro tubo Eppendorf limpio. 

l 
Adicionar 1 ml de etanol absoluto frie <enfriarlo 10 min en 

baf"l'o de hielo seco-etanol antes de agregarlo>. Mezclar y 

poner en bafto de hielo seco-etanol <-70°C> durante 5 min o 

hasta que est6 viscoso. 
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CONTINUACION ••• 

l 
Centrifugar 5 min y desechar el sobrenadante. Adicionar 100 

µ1 de acetato de sodio mAs 200 µl de etanol absoluto fr!o. 

Mezclar por inversión. Poner en ba~o a -70°C hasta que se 

ponga viscoso (5 min>. 

l 
Centrifugar 5 min, desechar el scbrenadante 1 lavar con ml 

de etanol absoluto fr1o. Agitar en vortex. 

l 
Centrifugar S min, desechar el etanol. Secar con bomba de 

vacio hasta que la muestra. 

El precipitado se resuspende en 50 µl de TE pH e.o mAs 10 µl 

de pOrpura de bromocresol al 0.1 r.. 



RESUL TAOOS 

TABl..A b 

HEl1AGLUTINACION 

CEPA 
DI: 

s:•rTaOCtToa D&' JIS:MAOLUTINACJON 
C0•4YO Tr•o A .... 

CTll:C 

KBSab + ) ( +) ( .. ) 

( + ( +) ( .. ) 

JS4 ( - ) ( - ) 

HW•, MCMAOLUTINACION MANOaA •K•JaTCMTC. 
N ... , JISNAOLUTINACION MANOaA 8CN818LC. 

No. DE PA•s 

TABLA 7. 

HI!IR{FOBICIDAD 

AOal:OACION 

t 10 IUN > 

+ 1 

'"" > •o . . . 
( + 1 

·-
( - 1 

( - 1 

( + 1 

... 

----- ------------
lI + 1 ( + ) 

----- -------------
III ( + ( + ) 

IV ( - 1 C - ) 
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PRODUl:CION Y PL.fiIFICACICJN DE LA Flf'IBRIA 

La concentración de proteínas del e~tracto crudo fué de 

126.3 •g. Para la purificación del antígeno se utilizó la 

tecnica de filtraci6n en gel, la eluci6n de l•s mol~ulas de 

mayor peso molecular se obtien•n dentro de los dos primeros 

picos qu• apar.cl!Pn •n la QrAfica No. 1, que corresponden al 

k8B. El tercer pico 1tUestra restos de fragmentos celulares. 

La tabla B muestra la absorbancia a 290 nm que mide la 

cantidad relativa de proteinas de las diversas fracciones 

elu1das. 

A las fracciones de los tres picos se les deter~in6 

actividad para kBB, con eritrocitos de polla en presencia de 

manosa CTabla 9>. Los picos 1 y 2 mostraron actividad y el 3 

no. 
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TABLA B. 

FRACCIONAMIENTO POR FIL TRACION EN GEL EN SEP!-WroSA CL-48. 

----------------------------
FaACCION COLECTADA 

t mL 1 

2.5 
5.0 
7.5 

10.0 
12.5 
15.0 
17.5 
20.0 
22.5 
~.o 
27.5 
30.0 
32.5 
35.0 
37.5 
40.0 
42.5 
45.0 

DENSIDAD OPTICA 

' ••o 

0.109 
0.100 
0.114 
0.102 
0.401 
o. 700 ••• 
0.527 
0.520 
0.533 • 
0.238 
0.263 
0.427 
0.699 
0.760 • 
0.734 
0.590 
0.269 
0.079 

---~-~~----~~--- ---------------
• 1 1 t 1, P:ICOlil NO. :l Y ll, 

• , PICO NO. 9, 

TABLA 9 

ACTIVIDAD PARA KBll&b. 

----------------------------------~ 
PICO NO. H.EWAOL.UTINACION 

----------- ------------ ------------
HHR ( + 

--~------ -·------------1-----------
2 HHR + l 

-----------~ ----~-~--~~-~- ---------·-·-
3 HHS - l 
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PRODUCC!ON Y PUR!FICAC!ON DE lgG ANTl-KBBab. 

La producción del suero anti-K88ab se realizó en tres 

conejos Nueva Zelanda < 2 a 3 kilos 

obtuvieron los siguientes titulas 

conejo na.: 

2 

3 

La fracción de 

titular 

1 1 12SO 

1 2560 

1 2560 

in.unoglabulinas 

de los cuales se 

obtenidas por 

precipitación coo sulfato de aaanio, se sometió a una 

crOt1atograf1 a de i ntercalnbio iónico un gel de 

DEAE-Sephacel. TOlando ventaja de las diferencias 1tn su cargA 

eléctrica, el corrimiento crCNlatogr~fico .u•stra las 

fracciones < tabla 11 > que ca.prenden al pico obtenido que 

se observa en la grAf ica no. 2, con una concentración de 

proteJnas de 2.5 ag/ml. 

Para comprobar la pureza de las lgG, se r••liz6 una 

inmunoelectroforesis colocando la IQG en los pozos y la 

anti-IgG en el canal, observAndose la banda de precipit•ci6n 

que muestra la figura no. s. 
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TABLA 11. 

PlJRIFICACION DE IgG POR CR011AT0611AFIA DE INTERCA11BID IDNICD 

raACCION COLECTADA 
e rnl J 

2.5 
5.0 
7.5 

10.0 
12.5 
15.0 
17.5 
20.0 
22.s 
25.0 
27.5 
30.0 
32.S 
35.0 
37.5 

DENSIDAD OPTICA 
e z•o nm J 

0.122 
0.026 
0.021 
1.623 
2.006 
2.000 
1.510 
0.420 
0.410 
0.224 
0.123 
0.129 
0.209 
0.110 
0.017 

Figura 5 
Inmunoelectroforesis de IgG. 
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Determinación del Peso Molecular de Plásmidos. 

Para la correlación de pesos moleculares con la movilidad 

relativa obtenida de ADN de plásmidos por electroforesis en 

geles de agarosa, se utilizaron plásmidos de peso molecular 

conocido que portan las cepas de ~ ~ GM 30/PBR322, PG 

54/PRSD1, J53/RP4 y K37/R1-19 referidos en la tabla 12, como 

R1, R2, R3 y R4 respectivamente construyendo una gr~fica 

<gr•f. 3) en la cual s• interpoló el logaritMo de la 

aovilidad relativa de las muestras problec1as. 

En la tabla 13 se auestra el peso 1K>lecular de los 

pl •~••idos encontrados en 1 as cepas de E.t,. f.Qll KBBab y KSB ac. 

Cl>tenci6n da variantes KBB negativas. 

El efecto que tuvo en la cepa KBBab la presencia de lgG 

anti-KBB en un mtedio de cultivo de 24 horas se observa en la 

tabla 14, donde hay eli•inación del plAsmido de bajo peso 

11elecular (fig. 7) que presentó la cepa original (fig.6). 

utilizando ca.o grupo control la cepa KBBab crecida en un 

cultivo de 24 horas sin anticuerpo, y el grupo problema se 

desarrolló ccn la cepa en presencia de dichos anticuerpos. 

A las cepas de los orupos probleaa y control se les 

determinó he.aglutinación con eritrocitos de cobayo en 

presencia de •anosa; observando una hemaglutinación manosa 

resistente en el grupo control, mientras que en las variantes 

KBB obtenidas no. 
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TABLA 12. 

PLASMID08 MOY1&.IDAD a..og DS ..... •••o 
DS aSLATIVA llOVl&.IDAD MOL.SCULAa 

••r•aSNCJA e mm , •sLA'l'JYA e Md } 

R 1 45 1.6!5 2.6 

R 2 16 1.20 35.0 

R 3 9 0.95 40.0 

R 4 7 0.84 63.0 

PLA8MIDO• 

K88ab 

MOVILIDAD 

aSLATIYA 
e mm > 

10 
11 
13 
15 
26 

TABLA 13. 

Log DS LA 
llOVILIDAD 
aSLATIYA 

1.00 
1.04 
1.11 
1.17 
1.41 

llOLSCULAa 

e 11d J 

46.0 
43.0 
38.4 
34.5 • 
18.0 • 

K88ac 11 1.04 43.0 
48 1.68 0.5 

••.e• t•.o ~ea.e Md. 
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TABLA 14. 

CSPA PLA8MID08 f P. 111. SN lld 1 

ac••ab •••••NTW AUSENTE 

46.0 
43.0 

oau•o 38. 4 N J'NOUNO 

CONT•oL 34.5 

oau•o 
Pao•LKMA 

18.0 

45.8 
43.0 
38.4 
34.5 

18.0 
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ESTA 
SALIR 

TESIS 
DE LA 

NO DEBE 
BIBLlüítGA 

o~ 

?J~.s 
Or Origen 

lB Cr Cromosoma 

A J54 

B GM 30/PBR 
o.s e KBBac 

o y E = KBBab 

F!g. b. 

Cepa 5C ó44 de [.. Q2l.!. KBBab 

(antes de la curación) 

_ar 

-46.0 Md 
-'34.5 Or = Dri gen 

Cr = Cromosoma 

A,B y C = KBB ab 

322 

._,___ = Indica la po-

síci6n del pl~smido 

eliminado. 

Fig. 7. 

Cepa SC ó44 de [.. col.!. KBBab 

(después de la curación) 
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ANALISIS DE RESULTADOS: 

La presencia de la fimbria se detectó por hemaglutinaci6n 

manosa resistente. La hidrofobicidad entre dos o tiÚS 

bacterias, se debe a la oran cantidad de fimbri~s que 

contienen a su alrededor, de 100 a 300 de estas adhesinas, 

que contienen una alta proporción de .. 1n0Acidos con 

cadenas hidrocarbonadas. La hidrofobicidad dis•inuye debido a 

que la bacteria pierde el pl•smido que codifica para •l 

determinante KSB. 

La visualización de la fimbria por •icroscopia el.ctr6nica 

solainente nos indica una bacteria oriQinal.ente fi.t:Jriada. 

Durante el proceso de obtención de la fimbria sin al empleo 

de un fermentador corno lo realizaron algunos investigadores 

Hooi y De Graff <41) se logró tenRr 126 ~ de prot•ina, 

cifra que se considera no .uy distante de la ya reportada, 

que es de 150 11g, a partir de un •is.:> volumen que es de 

e litros. 

En la purificación con la t•cnica de Filtr•ci6n en Q&l se 

logr6 la eluci6n d• MJl~ulas de altu peso qu• correspond.n • 

KBB. n diferencia de otros autores (41> se obtuvo un tercer 

tipo que correspondió • molM:ulas de .enor pe50 .alacular cuya 

actividad ante eritrocitos de pollo fu6 negativa <Tabla 9) • 

Se puede afirmar que la purificación de kSB utilizando 

Sepharosa CL-4B, se manifestó en los dos picos iniciales 

<grAfica 1). 



Shipley y col (64), identifican 

conjugativo de aproximadamente 50 x 10° 

un plá&•ido no 

daltones, el cual 

puede disociarse en dos: uno de 10 Hd que porta los genes 

estructurales para KBB y otro de 40 Hd que porta el factor que 

porta el factor que lo transfiere. Esto se compara con los 

resultados obtenidos en el corrimiento electrofor•tico de AON 

en geles de agarosa, los cuales muestran que la cepa de ~ 

~ KBBab porta cinco plásmidos, de los cuales, los de paso 

molecular de 18 y 34.5 Md corresponden a un plásmido co~uesto 

K88, dando un peso •olecular total de 52.5 f1d. 

Con respecto a la capacidad de adherencia IMtdiada por 

estructuras fimbriales conto KBB que pueden inducir la 

respuesta inmune, CQ9J>robada a través de la pre&encia de 

anticuerpos en calostro y suero, •stos se han usado coaa 

protectores contra bacterias portadoras de dicho ant1geno, 

disminuyendo su efecto patógeno. 

Ahora bien, la actividad curante de las fracciones de lQB 

en suero y de las fracciones de lgM/IQA en leche, reportada 

por Porter y Linggood <561, da como resultado ••& activa a 

la primera fracción. 

Linggood y col (391 proponen que el calostro inaune 

contiene un factor que cura activaraente al plismido que 

codifica al determinante KBB de la bacteria y que un 

componente termoestable, distinto a los anticuerpo• KBS, fue 

responsable de la curacit-in. 
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Otra posible explicación de la pérdida de las células que 

expresan el antigenc KBB de la población es que el calostro 

inraune hace una selección activa de las células que pierden 

espontaneamente el plasmido KBB <52l. 

En base a lo hecho por Nagy y col en 1986 (52l 1 se elimina 

un pl•smido grande que codifica para KBB, a traves de 

pases en presencia de calostro inmune, sin verse afectados 

otros cuatro pl~smidos de resistencia a antibioticos 

contenidos en la misma cepa. 

Partiendo de esta premisa, el presente trabajo estuvo di-

rigido a deter~inar el efecto de IQG serica anti K88ab. 

Posteriormente, cuando se llevó a cabo el proceso de 

curación en pr•sencia de lQG anti KBBab, los plasmidos que 

permanecen son los de alto peso molecular y el que se 

pierde es 
_,, 

el de 18 11d tfig.bl, esto se presenta 

indeplitfldiententente de la concentración de IgG aplicada al 

medio de cultivo. 
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CONCLUSIONES 

1. El rendiMiento de la fia.bria KBBab Qbtenida .., este 

experimento fue de 126 mg. 

2. La purificación de K88 utilizando 5-pharosa CL-48 aa 

presentó en los dos priaeros picos. 

3. Independientemente de la concentración de JgG aplicada al 

JMtdio de cultivo con la bacteria, los resultados obtenidos 

p&r•itieron visualizar la p...,.dida de un pl4s•ido d• bajo peao 

.al ecul ar. 

4. La P9f"••n.,..cia de los pl~s•idos de paso taolecul&r 46.0, 

43.0, 39.4 y 34.5 '1d, indica que una curación ••f>1tcifica 

pro10Ueve l• p...-dld• del pl•saldo de 18 Pld. 

~. Durante el procaso de curaci6n, no se deben r•alizar pasas 

de la cepa SC 644 k88ab en presencia de antiCUltf'"po, para no 

pronKJver la pkdida espont.i.nea del p14.saido l<9B y abtltf"ler 

falsos positivos. 

6. La pi6-rdida de un pl.i.smido de bajo paso .alecular 

visuali~ado a nivel de eJectrOforesis en geles d• agara&a, no 

es d&tar•inante, si no v• respaldado de pruebas que indiqu.., 

la p...-dlda de la •dhesina codificada por el plA .. ldo KBBab. 

7. En este caso Jo anterior se lOQró a travK de h ... gluti 

nación en presencia de D-•~osa ..c:tiada por K88&b, ya qu• 9M 

la literatura sao ha descrito la presenci• de ••• d& wt tipo 

de fimbria que pudiera confundirse por •icroscopJa •lmctr6nica. 
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Soluciones. 

Para la •xtrAcci6n de plASllido: 

Solución I. Llsozlaa 2 OIQ/•l de cene.final 

EDTA 0.:5 11 

Tria l 11 pH B.O 

Glucosa Al 20 X 

H2o deslonlz•d• ••t6rll 

10 Olg 

0.1 •l 

0.125 •l 

0.222 •l 

4.5:5 •l 

Solución II. NAOH 10 N 0.2 N de conc. final > 0.2 •l 

BDS al 20 % 11 % de conc. final > 0.:5 •l 

H2o d•sionlzad• •st6rll 9.3 mi 

Solución III. Ac•tato d• sodio 3 11 pH 4.8. 

Oisolv.,.. •l •c•tato de sodio en un volu.en 

llinilNJ de agua. ftltdir pH y ajustarlo con ~cido ac•ttco 

glacial, aforar y al•acenar a tenaperatura ambiente. 

TE a pH de B.O• 

Trh-HCl 10 1111 pH e. o. 

EDTA •11 pH e.o. 
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Tris-Boratos: 

Tris-Ba$e 

Acido bórico 

EDTA o.os M pH e.o 

5'1 g 

27.S g 

20 ml 

Aforar a un litro. 5oluci6n patrón 5x 

SDS 20 'X. 

Pesar 200 g de SDS y disolverlos en 90 •1 de aQua 

desionizada, calentar a 6a0 c para disolver. Ajustar a pH 7.2 

con gotas de HCl. Aforar a un volueen de 1 1 i tro. 

EDTA o.s"' pH e.o. 

Adicionar 186.1 g de EDTA a 800 ~1 de agua dasionizada, 

disolver y ajustar pH con NaOH. 

Tris 1 H pH e.o. 

Disolver 121.1 g de Tris-base en 800 al de agua 

desionizada. Ajustar pH por adición de HCl. 

es 



Alaort i guador de fosfatos <PBSl 0.1511 pH 7.2: 

Na2HPo4 1.15 g 

KH2P04 0.20 g 

NaC:l 8.00 g 

KC:l 0.20 g 

H20 Destilada 1000 mi 

Tris-He:! 50n• pH7.4 con N;oC:l 1H. 

Disolver 6.05 g de trizma-base en BOO ~l de agua 

destilada, ajustar pH con HCl. Agregar 58.4 g de NaCl, 

disolver y aforar A un litro. 

Bó 
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