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RESUMEN

Las interacciones especificas entre las bacterias y las c&lulas eucario.=—
tes dependen de la habilidad de los procariotes para producir sustanciaé'qqé”
permitan su adhesidén a la c€lula huésped. : ‘

En 1977 Jones (41), describe una terminologia que define cada una de es =~
tas sustancias u organelos de adhesidn:

— Fimbrias: son filamentos no flagelares que se encuentran en la superfi—
cie bacteriana y que se conocen como organelos de adhegidn bacteriana.

- Pilis: son estructuras que transmiten informacidén genética.

- Fibras: son estructuras o filamentos de forma y estructura quimica irre
gular con puntos indiscretos de origen en la superficie bacteriana.

- Adhesinas; se refiere a cualquier sustancia que facilite el ataque bac—
teriano a una superficie.

= Hemaglutinina: es una adhesina especial que causa aglutinacidn de eritro
citos.

La importancia de la adhesién a diferentes superficies y en especial a su
perficies celulares por las bacterias, radica en que los organismos patdgenos
tienen que competir con los organismos de la flora habitual para colonizar el
Srgano huésped y una manera efectiva de hacerlo es mediante los organelos de
adhesidén: de aqui también la importancia que ha tenido desde la década pasada
el estudio de los mecanismos de adhesidn bacteriana y su papel en la patogéne—
sis de las enfermedades.

Se han identificadeo organelos de adhesién en varios microorganismos, como
son la mayoria de la familia Enterobacteriaceae, tambié&én en los géneros Vibrio,

Neisseria, Bordetella, Strptococcus, Staphylococcus, Lactobacillus, Corynebac—

terium, y Mycoplasma, entre otros.
Las ventajas que provee la asociacidn bacteria—célula huésped, a la célu—

la bacteriana. son: nutrirse de los fluidos que secreta la cé&lula huésped (Zo -



Bell, 1972), utilizacidn de productos extracclulares, de enzimas celulares y
de los componentes de la superficie celular, fuentes de sustrato adicional.Ade
mis en el case de bacterias que colonizan la mucosa intestinal, una bacteria

que posee adhesinas es capaz de resistir los mecanismos de arrastre de la peris

talsis (30).

Los mecanismos de adhesidén bacteriana a c&lulas animales mids estudiados,
son los de las enfermedades diarréicas, producidas por cepas enterotoxigénicas
de Escherichia coli y las de infecciones urinarias provocadas por la misma bag
teria. En estos casos la colonizacibn estd facilitada por la adhesidn a la mu-

cosa mediante fimbrias huésped especificas, cuya composicidn quimica es en su

mayoria proteinicea (100 & mas subunhidades idénticas de pilina); son estructu-—
ras filamentosas o peludas, no flagelares que pueden apreciarse por microsco —
pia electrénica y que tienen su origen en la membrana citoplasmitica de la bac
teria.

La produccidén de estas fimbrias, depende de factores como, las condicio -

nes de cultivo de la bacteria, la composicidn quimica del medio de cultivo, el

grado de aereacidén, la temperatura y el tiempo de incubacidn.

Por su naturaleza proteinica las adhesinas fimbriales son antigénicas, lo
cual permite su identificacién mediante ensayos seroldgicos.

Ademas tienen la peculiaridad de causar aglutinacidn de eritrocitos de di

ferentes especies en presencia de D-manosa, uniéndose a residuos de azficares

de las glucoproteinas de la superficie de las células eucaridticas (29).
Sc ha reportado qQue existen diferentes fimbrias, dependiendo de la espe -~

cie que alberga a la cepa de Escherichia coli enterotoxigénica, por ejemplo;

en 1961, se describid el antigeno K88 aislado del intestino de porcinos y pos—
teriormente se¢ reportd que cepas que tienen el antigenoc K88 rienen también

otra fimbria designada como 987P (1).



Evans (1978) describid una fimbria de origen humano y la llamd CFA/I, pos
teriormente por métodos inmuncquimicos describid otra a la que llamd CFA/IL. En

1972 se reportd un antigeno comin de cepas enterotoxigénicas de cabras y corde

ros, al cual se designd como K99 (Smith y Linggood).

La produccidon de fimbrias, asi como de enterotoxinas {termolabil y termo-

estable) en las cepas enterotoxigénicas de Escherichia coli asociadas con dia-

rrea animal o humana estd controlada por plasmidos transmisibles. En la mayo -
ria de las cepas porcinas, bovinas y humanas la produccidn de fimbrias y ente—

rotoxinas parece estar codificada por un plasmido sencilleo (1).

Hasta ahora los estudios respectivos a las fimbrias huésped especificas
se han enfocado a la produceidn de las mismas y la induccidn de posible inmuni

dad para la prevencidn de cuadros diarréicos. Sin embargo, sec ignora la posi -

ble participacién de esta respuesta inmune sobre la expresidén de la fimbria

K99, a nivel genético.



OBJETIVOS

El objetivo central de este trabajo fue establecer si los anticuerpos es—

pecificos dirigidos contra el antigeno fimbrial K99 afectan de alguna manera

la expresidon de dicho antigeno.

Para ello hubo que alcanzar primero los siguientes objetivos particulares:

1.

Producir, aislar y purificar el antigeno K99 de Escherichia coli.

Obrener anticuerpos anti-K99, mediante la inoculacidn de cobayos con

el ancigeno purificado.

Comprobar la identidad del antigeno K99, mediante una reaccién antige—

no—-anticuerpo.

Realizar electroforesis en geles de agarosa, para comprobar la presen-—

cia del plasmido de la bacteria K99.

Realizar electroforesis en geles de agarosa, para observar el efecto

de los anticuerpos anti-K99 sobre la expresidén del plasmido de la cepa
K99,



JUSTIFICACION

El presente trabajo pretende dar evidencia de la presencia de fimbrias

dencminadas K99 en Escherichia coli, ¥ con ello hacer un breve bosquejo de

la funcionalidad que dichos organelos tienen en la patogénesis de cuadros

diarréicos principalmente.

Debido a la incidencia en el aislamiento de cepas de Escherichia coli

K99 como agentes patdgenos relacionados con diarrea en bovinos neonatoes, la

importancia del estudio de los factores que intervienen en la produccidn de

la enfermedad, de los factores que influjyen en la produccidn de la fimbria

¥99 y sobre todo el estudio de los mecanismos que afectan la expresidn de la
fimbria, radica en abrir nuevas rutas de investigacidén que comprendan el uso
de los antigenos bacterianos adecuados, para lograr la estimulacidn de una

respuesta inmune especifica y en realidad protectora que facilite la preven—

cidn de cuadros diarréicos,



Escherichia coli K99.

( Cortesia de la seccidn de Microscopia Electrénica del Departamento de —

Ecologia Humana de la Facultad de Medicina UNAM ).




INTROMICCION

I. ESCHERICHIA COLI.

a. Caracteristicas morfolégicas y coloniales,

Son bacilos rectos gramnegativos, que miden 1.1-1.5 .m x 2.0—6.9/4m. se

Presentan solos o en pares. Algunas cepas tienen ciipsulas o microcdpsulas,

especialmente aquellas aisladas de sitios extraintestinales. Son mbviles me
diante flagelos peritricos.

No son exigentes en cuanto a sSus requerimientos nutriciocnales, cualquier
medio de agar sirve para su aislamiento; y para su sislamiente diferencial
los medios contienen generalmente inhibidores parciales o totales de otras

bacterias que no pertenecen a la familia Enterobacteriaceae (inhibidores co-

mo: tetrationato, deoxicolato, sales biliares, etc.).

La temperatura &ptima para su c¢recimiento es de 37%c,

las colonias en agar nutritivo pueden ser lisas (S) o rugosas (R), de -

pendiendo del tipo de lipopolisac8rido (LPS) o de la membrana exterma. lLas
formas S, que crecen usualmente como celonias planas, convexas, grises hime—

das de superficie brillante y bordes entercs, facilmente dispersables en so-—

lucidn salina y muestran turbidéz en medio liquido, han desarrcllado cadenas
laterales de polisacirido; mientras que las formas R, que mostrardn colonias
secas rugosas, dificiles de dispersar en solucidn salina y que aglutinan es—
pontédneamente en medio liquido,

tienen pérdida de sus cadenas polisacaridas
laterales por mutacidn.

Son microorganismos facultativos, con ambos tipos de metabolismo: respi

ratorio y fermentativo.

Fermentan glucosa y otros carbohidratos con produccin de gas y piruva-—

to que despuds es convertido en &Acidos lécrico, acético, y férmico; parte dg



&éste filtimo es degradado por un complejo enzimitico hidrogenilasa en cantida

des iguales de C02 ¥y H2. Algunas cepas son anaerogénicas. La mayoria de las

cepas fermentan lacrosa, pero en algunas la fermentacidén puede ser tardia.

Son quimiorgandétrofos, oxidasa negativos, pueden urilizar acetato como
dnica fuente de carbono, pero no el citrato ni la urea, producen indol.
Ademds de los flagelos proteiniceos que les dan movilidad, la mayvoria

de las cepas poseen fimbrias (pilis, adhesinas, proteinas fibrilares). que

se extienden en gran nimero sobre la superficie bacteriana. Tienen un didme-
tro de 5-9nm. Algunas fimbrias tienen funciones especificas como Srganos
adhesivos. Se han descrito dos variedades principales, basadas en su activi-

dad hemaglutinante:

— Fimbrias tipo I; caracterizadas porque su actividad hemaglutinante,
se inhibe por mandsidos (manosa sensible).

— Fimbrias de otra variedad; cuya actividad hemaglutinante no se inhibe

por manosa (manosa resistente).

Algunas cepas de Escherichia coli producen enterotoxinas y se han estu-—

diado bien dos de éstas: la toxina termolabil (LT), que es muy semejante a la

cbHleratoxina, y la toxina termoestable (ST). Ambas se encuentran solas o jun

tas en las cepas de Escherichia coli enterotoxig@&nicas (ECET) y a menudo se—

asocian con un nimero limitado de serovariedades O:K:H y grupos O. Las cepas
ECET tienen frecuentemente fimbria manosa resistente.

La subdivisidn de especies de Escherichia coli puede realizarse por va-—

rios métodos, pero la serologia es uno de los mAs (tiles. Este método se bas
sa en las muchas diferencias antigénicas encontradas ¢n las estructuras de -
la superficie bacteriana. Los antigenos mis comunes de Escherichia coli son-—
los O, K Y H.

La terminologia '"O", se usa para los antigenos somfiticos, que son lipo-—

polisaciridos complejos y constituyen parte de la membrana externa. Son ter—



moestables, no se inactivan a temperaturas de 100 a 121°¢C,
Los antigenos "H" o flagelares, son proteinas y se inactivan a 100°C.
Los antigenos "K', son polisacdridos acidicos que forman una envoltura-

o cdpsula alrededor de la pared celular.

Otro métodos para la subdivisidn de especies son: la tipificacidn por -

fagos y colicinas, por patrdn de proteinas de membrana externa, por patrones

de resistencia a antibidticos, hemaglutinacidn directa, etc.

Los microorganismos colonizan la parte baja del intestino de animales -
de sangre caliente e inicialmente se designaban como patSgenos oportunistas,
pero otras investigaciones mostraron gque un nimero bastante limitado de sero
variedades también juegan un papel muy importante y especifico en enfermeda-—

des intestinales y extraintestinales (25).

b. Clasificacién de Escherichia coli por su efecto clinico.

Las cepas de Escherichia coli que causan enfermedades entéricas pueden—
clasificarse en base a sus diferentes propiedades de virulencia, interaccio-
nes con la mucosa intestinal, sindromes clinicos y serotipos O:H, de la si—

guiente manera:

ECEI (Enteroinvasivas).

Son cepas que causan un sindrome parecido a la disenteria causada por —

Shigella dysenteriae, ya que la capacidad invasiva de ambas depende de la —
presencia de un plasmido que codifica para la produccidn de varias protei--—
nas de membrana externa involucradas en la invasividad. ECEL al igual que --
Shigella no es mdvil y no fermenta la lactosa. Adem3s sus antigenos "0O" mues
tran varias reacciones cruzadas.

ECEI invade preferentemente la mucosa del colon.

La enfermedad clinica se caracteriza por fiebre, contracciones abdoming



les severas, toxemia y diarrea acuosa seguida por disenteria gruesa consisten

te de heces escasas de sangre y moco.

ECEP (Enteropatégenas).

Las clasicas cepas ECEP son l&8gicamente patSgenas, pero el mecanismo por
el cual causan diarrea todavia se desconoce.

Se ha observado por microscopia electrénica (Polotsky y cols. 1977) que
las cepas ECEP causan una lesidn histopateldgica ultraestructural en el intes
tino humano. Esta lesidn distintiva involucra la destruccién del microvello —
por la bacteria sin evidencia de invasidn.

La bacteria se une firmemente a la membrana del enterocito, cubriéndose-—
o envolviéndose parcialmente en ésta.

Esta misma lesidn ultraestructural también se ha estudiado en cerdos (Mo
on y cols. 1983).

Otros estudios (Cravioto y cols. 1973) han demostrado que aproximadamen-—
te el 80% de las cepas ECEP se adhieren a cé&lulas Hep—-2 en cultivo de tejidos,
sesta prop‘iedad es rara en cepas ECET y ECEI o en cepas de flora normal y esti
dada en cepas ECEP por un factor de adherencia enteropatSgena (EAF) que es un
plasmido de 60MDa.

Los serotipos ECEP gque no poscen el factor EAF no dan adherencia locali-
zada o dan adherencia difusa a células Hep—-2, y su patogénesis a nivel molecu
lar todavia no se conoce. Sin embargo, estas cepas EAF-negativas se conside——
ran como una segunda clase de la categoria ECEP.

Algunos autores han reportado que las cepas ECEP elaboren cantidades mo-
deradas de una citotoxina idéntica a la citotoxina de 3. dysenteriae tipo 1 y
que &sta puede participar en el desarrollo de la enfermedad.

La enfermedad clinica se caracteriza por fiebre, vémitos y diarreca con -

gran cantidad de moco, pero sin sangre. La enfermedad por ECEP tiende a ser —



clinicamente mds severa que muchas otras enfermedndes diarréicas.

ECEH (Enterchemorrigicas).

El término ECEH se refiere a cepas como la 0157:H7, que causan un sindro
me cléisico, notable por la diarrea acuosa y sanguinolenta no acompafada por -
leucocitosis fecal en pacientes afebriles a diferencia de la disenteria cléasi
ca por Shigella o ECEI.

Las cepas ECEH elaboran potentes citotoxinas que son activas en células-—
He-la y cé&lulas Vero. Una de estas toxinas (toxina Shiga-1 o Verotoxina-1) es

aparentemente idéntica a la potente citotoxina neuro-enterotdxica producida —

por Shigella dysenteriae tipo 1; reacciona y es neutralizada por anticuerpos
contra la toxina Shiga.

Muchas cepas también elaboran una segunda citotoxina (toxina Shiga—2 o —
Verotoxina-2), la cual no es neutralizada por anticuerpos contra la toxina -
Shiga.

- Las caracteristicas patolfgicas de la infeccidn observadas por microsco-
pia electrdnica, muestran el ataque y destruccidn de los enterocitos asi como
el del microvello, como a una lesidn semejante a la causada por cepas ECEP, -
Sin embargo en cerdos la infeccidén por ECEH y ECEP puede diferenciarse clara-—
mente por el sikio anatémico involucrado, la severidad de lIas lesiones y el -
grado de infiltracidn de polimorfonucleares., ECEP infecta la entrada del in—
testino en cerdos, ECEH sdlo el colon, las lesiones por ECEP son generalmente
menos Severas Y se ha observado infiltracidn de leucocitos con ECEP, pero no

con ECEH.

ECET (Enterotoxigénicas).
Estas cepas son la segunds clase mds importante asociada con diarrea en—

animales neonatos y en el hombre. Se caracterizan por su habilidad para proli



ferar en el intestino delgado y por la produccidn de enterotoxinas.

La infeccidn por ECET se adquiere por ingestidén de agua o comida contamina

La colonizacidn del intestino delgado se da por adherencia directa a las -
superficies mucosas, mediante organelos especificos llamados fimbrias (codifica
das por pliasmidos) con las guales las células bacterianas se unen a leos bordes
ciliados de la cé&lula intestinal permitiéndoles superar el mecanismo peristdl -
tico de defensa del intestino delgado. La consecuente produccidn de enterotoxi-
nas (LT y/o ST) estimula a las c&lulas del epitelio intestinal para secretar -
fluidos en el lumen, lo cual implica un cuadro diarréico con deshidratacidn.

Es de primordial importancia la presencia de estos factores fimbriales de-~
colonizaciGn para el desarrollo de la enfermedad, ya que la capacidad adhesiva
de la bacteria esti relacionada con el niimero de fimbrias presentes en la super
ficie bacteriana de cada cepa, es decir, que la asociacidn de varios factores -

fimbriales en una misma cepa, hace mds efectiva la colonizacién del intestino.



II. MECANISMOS DE ADHESION.

El mayor problema que debe superar las c&lulas bacterianas para adherirse
a las cé&lulas animales, es la repulsidn de cargas que existe entre ambas. Las -
membranas bioldgicas , incluyendo las bacterias, tienen generalmente una carga-—
neta negativa y pH &cido, con punto isoeléctrico en la regidn de pH 3. Esto es-—
el resultado de la ionizacidn de varios grupos Quimicos de la superficie; en -
gramnegativos por ejemplo, la fuente de cargas negativas son lipopolisacidridos—
Acidos y proteinas de la membrana externa, ademids de polimeros extracelulares —
del glicocalix (23,30).

De las muchas descripciones acerca de las interacciones fisicoquimicas en-—
tre particulas de carga parecida, la teoria DVLO y sus derivaciones han dudo —
las descripciones mds convenientes. Esta teoria afirma que, los cuerpos rigidos
con cargas parecidas, estdn sujetos a fuerzas atractivas y repulsivas que son -
aditivas, pero que varian con la distancia de separacidn entre los cuerpos. La-—
carga y la forn;a de los cuerpos son importantes y contribuyen significativamen=—
te a las fuerzas de atraccidn y repulsidn.

Hablando de cuerpos planos; a distancias relativamente grandes (10Onm), las
fuerzas entre estos cuerpos son mis de atraccidén que de repulsidn, es decir, es
tan en el minimo secundario de energia potencial. Sin embargo las fuerzas de -—
atraccidn a esta distancia son débiles y ficimente reversibles por el fluido de
arrastre, lo cual resulta en una adhesidn reversible.

A diatancias cortas, aumentan relativamente las fuerzas repulsivas, con —
respecto a las atractivas. Si las fuerzas de repulsidén pueden superarse a dis —
tancias muy cortas (lnm), entonces hay una atraccidn murua y se habla de un mi-—
nimo primario de energia potencial. A esta distancia, la atraccién entre los -—
dos cuerpos es fuerte y no ficilmente reve:sible, de lo cual resulta una _a_d_h_e -
5i6n irreversible. Desafortunadamente la bacreria no posee suficiente cnergia —

cinética para superar las fuerzas del mdximo de energie potencial y por lo tan—



to nunca alcanzarid el minimo primario.

Las fuerzas de atraccidn v repulsidn pueden disminuirse cambiando la forma

de los cuerpos. Aumentando la curvatura (disminuyendo el radio) hay una disminu

cién en las fuerzas de atraccidn y repulsidn. De esta manera, los cuerpos cur -

vos estdn mis cercanos al minimo secundario y requieren menos energfa cinética-

para llegar al minimo primario, la adhesién de la bacteria de estructura elipso

idal a c&lulas con microvellosidades, es energéticamente mis favorable compara-

da con un tejido de configuracidn plana, ya que el microvello también es curvo.

Sin embargo, el efecto de la curvatura, no disminuye las fuerzas repulsivas lo

suficiente para perwitir que la bacteria alcance el minimo primario. En un &rga
no como el intestino delgado, el efecto del fluido de arrastre debido a la pe~—

ristalsis deberd desalojar a la bacteria resultando en su remocidn de la super—

ficie del tejido.
Las estructuras en las células bacterianas pueden acortar la distancia en—
tre &stas y el tejido. manteniendo el minhimo secundario., pues son, generalmente

estructuras largas que mantienen a la bacteria a la distancia requerida para —--—
que disminuyan las fuerzas repulsivas, y de esto resultard una adhesidn irrever-
sible. Tales estructuras deben por necesidad, tener radio relativo muy pequefo
con respecto a la ¢élula bacteriana y deber3n entrar en contacto con el tejido.

Las adhesinas bacterianas, con radios de 1 a 5 nm cumplen este requerimiento y—
deben ser adhesinas ideales. Debido al pequefio radio de la adhesina, la intera—
ccidén molecular entre &sta y el tejido, no necesita depender del efecto de car—
ga; aunque tales fuerzas son importantes. A nivel molecular, la distribucién de
carga es menos importante que la carga total de las estructuras (23).



IT1. ADHESINAS FIMBRTIALES HUESPED ESPECITICAS.

Se sabe que en la patogénesis de las enfermedades diarréicas producidas —
por bacterias, como en el caso de Escherichia coli, el procese de adhesién tie-—
ne gran importancia, ya que de ello depende la colonizacidn del intestino delga

do ¥ la produccién de cuadros diarréicos.

a, Ocurrencia,
La adhesidn de estas bacterias a 12 célula huésped se ve facilitada pbr or
ganelos de superficie llamados adhesinas fimbriales y la presencia de estas en—

huéspedes especificos estd relacionada con un nimero relativamente pequefio de —

serogrupos ''0" (21), como se enlista a continuacién:

Adhesina

Origen Serogrupo O

K88 Cerdo 08,045,0138,0141
0147,0149,0157.
987P Cerdo 09,020,0141.
K99 Cerdo,Cabra 08,09,020,0101.
K99 Cerdo 064,0101.
F41 Cabra 09,0101.
CFA/T Humano 015,025,063,078.
. CFA/II Humano 06,08,

b. Composicidn Quimica y Estructura.

Las adhesinas fimbriales son polimeros de subunidades idénticas de protei-—
na, llamadas pilina (aunque en algunas fimbrias se han encontrado sustituyentes
no aminodcidos)(23).

El nimero de subunidades define el peso molecular y la longitud de la fim—

bria. Los datos obtenidos del andlisis de aminocédcidos y de la determinacidn de-—



la secuencia amino terminal, muestran que una molécula de estas contiene aproxi
madamente 160 residuos de aminoidcidos entre los cuules hay una gran proporcidn-—
de cadenas no polares (50%) y pocos grupos basicos, lo cual, da & la fimbria ca
racteristicas acidicas y cxtremadamente hidrofébicas.

Una subunidad sencilla tambi&n contiene dos residuos de cisteina los cua—-
les parecen formar una unidn por puentes disulfuro (24).

No se conocen todavia las fuerzas que mantienen‘unidas a cstas subunidades,
pero no incluyen uniones covalentes interpilina. Sin embargo parece ser que en
algunas fimbrias son esenciales las uniones disulfuro intrapilina, pues estas —
fimbrias adquieren tres diferentes conformaciones estructurales gue dependen de
la integridad de la unidn S-S5 y que pueden por lo tanto afectar la funcionali -
dad adhesiva, de ensamblaje o antigénica (23).

La morfologia de estas estructuras filamentosas se aprecia solo por micros
copia electrdnica, y en la mayoria de las bacterias gramnegativas se encuentran
distribuidas en forma peritrica y el niimero de fimbrias por célula depende del-
microorganismo y las condiciones de crecimiento (temperatura y composicién del-
medio de éulcivo): no se producen a lBOC y los medios nutritivos comerciales no
son eficaces para la produccidn.

Solo se han reportado estudios amplios sobre los factores que afectan la ~
produccidn, del antigeno K99 y 987P. De otras adhesinas se sabe muy poco acerca
de esto, por ejemplo; para el antigeno K88 solo se ha descrito la influencia de
la temperatura y para el CFA/I se han descrito algunos medios de cultivo Spti—
mos.

Todo esto es consecuencia de un mecanismo de regulacidn que determina el -
nimero y/o la longitud de fimbrijas por c&lula y que es independiente de la va —
riacidn de fase a la que estén ste:as las fimbdbrias tipo I (1); este mecanismo-—
se llama variacién cuantitativa y el ejemplo mids ampliamente estudiado sobre &g

ta corresponde al antigeno K99, al cual se hari referencia mis adelante.
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c. Algunas Propiedades Biol&gicas.

Su naturaleza protéica confiere a las adhesinas fimbriales huésped especi-
ficas, propiedades antigénicas que han sido de gran ayuda en la deteccidn de es

tos organelos por pruebas inmunoldgicas como son la aglutinacidn,
ELISA, etc.

precipitacién,

Debido tambi&n a dicha antigenicidad, es posible que el hi@sped que alber—

82 a microorganismos fimbriados, active sus mecanismos de defensa contra ellos

inhibiendo la adhesidn bacteriana mediante anticuerpos especificos, ya sea por-—

sintesis local via sistema inmune secretorio intestinal o por via materna atra-

vés del calostro y la leche (21).

Las adhesinas fimbriales tienen ademds propiedades hemaglutinantes que des

pertaron el interes de los investigadores, precisamente por su asociacién con -

la presencia de antigenos particulares "K", adhesivos para el epitelio intesti-

nal de humanos, cerdos y vacas.

En 1955 Duguid probd actividad hemaglutinante de varias cepas de Escheri—

c coli y encontrd tres grupos (I,II,ITI) de cepas con diferentes patrones de

actividad hemaglutinante contra eritrocitos de diferentes especies animales y —
cuatro grupos de cepas no aglutinantes y las clasificd de la siguiente manera:

Todas las cepas del grupo I que aglutinan la mayoria de especies de eritrg
citos probados a temperaturas entre O—SOC. que desarrollan mejor en la fase es-
tacionaria del crecimiento y en medioc liquido y cuya actividad hemaglutinante -
se inhibe totalmente por la presencis de 0.5% de D—wanosas o =X -metilmandsidos,—
son designadas como manosa sensibles (MS), y a &stas pertenecen las fimbrias ti
po I.

Las cepas de los grupos que muestran diferentes patrones de hemaglutina-—-—
cidn a8 temperaturas de 3-5%¢ preferentemente, que desarrollan mejor en cultivos
de agar a 37°C ¥ cuya actividad ;:emaglucinan:e no se afecta por la presencia de
D-manosa, pero si por temperaturas elevadas, son designadas como manosa resis—

tentes eluyentes (MRE) y son las fimbrias huésped especificas.

11



IV. PAPEL DE LAS ADHESINAS EN LA COLONIZACION DEL EPTTELIO INTESTINAL.

Se ha propuesto que las adhesinas bacterianas interactiian especificamente
con sustancias receptoras localizadas en el habitat de la bacteria, De este mo-
do la adhesiSn de bacterias a receptores especificos, on la mucosa del intesti-
no delgado no soclamente las habilita para resistir la peristalsis, sino gue,tam
bién asegura que se localicen en un ambiente favorable; lo cual, facilita la so
brevivencia y la subsecuente colonizacidén del tejido huésped.

Es aparente, sin embargo, que los sitios mis probables de adhesidn bacte—
riana y proliferacidn, son los bordes pilosos de las c&lulas epiteliales y la -
sobrecapa de gel mucoso. Se supone, por lo tanto, que componentes especificos -
de estos sitios, acthen como receptores para las adhesinas bacterianas.

Los bordes pilosos y la sobrecapa de gel mucoso, constituyen pues, -
dos ambientes de la superficie del intestino delgado. De éstos, los bordes pilo
sos son fisica y quimicamente mis estables, ademis de que son los Gltimos en -
ser influenciados por cambios en la composicidn del contenide luminal.

La superficie de los bordes pilosos estid cubierta por una capa rica en car
bohidratos (glicocdlix) similar a la de orras células eucariotes. El glicocdlix
es sintetizado por la c&lula, y se compone principalmente de una poblacidn hete
rogénea de glicoproteinas formando una parte integral de la superficie celular.

La bacteria se une probablemente a residuos de aziicar del glicocidlix.

La fase inicial de colonizacidén de 1los bordes pilosos, ocasiona la unidn-—
de la adhesina posiblemente por la interaccidn de receptores con una o mis de -—
las subunidades del filamento bacteriano. Consecuentemente la bacteria se une a
la superficie y posteriormente prolifera.

El ambiente del moco epitelial, es probablemente desfavorable porque remuc
ve particulas inertes de la superficie epitelial y remueve también bacterias de
1a mucosa; el moco intestinal contiene ademids receptores para adhesinas y por —

lo tanto, bacterias pegadas.
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Para colonizar la superficie mucosu, parece ser que, el patfgeno requiere-
mis que la habilidad potencial para adherirse y para utilizar nutrientes, Sin -
embargo, la awsencia de otras actividades microbianas como son, la habilidad pa
ra superar la remocidn por secrecidn de moco y la distribucién de receptores —

restringen la celonizacidn (30),



V. EL ANTIGENO K99.

El antigeno K99 es unn adhesina encontrada en‘la‘mafériq, siﬁo es que en -
todas las cepas de Escherichia coli enterotoxigénicas que chusah'diafrea en ca-
bras y en una tercera parte de todas las ETEC ﬁuc caysan diarrea cn cerdos, In-
vivo, K99, promueve la colonizacién del intestino delgado facilitando la adhé -

s5i6n, por el acercamiento entre la bacteria y vl supuesto receptor (9).

a, Estructura y Composicifn Quimica,

El antigeno K99 puro, parecce estar compuesto principalmente de proteinas;
menos del 0,6% de carbohidratos y 6.6% de lipidos. Parece ser que estd formado-
por agregados de pequeiias subunidades de pilina (5).

Morfoldgicomente parece ser {lexible, y, debido a esta morfelogia es muy -
dificil de visualizar en las células bacterianas. A menudo, las bacterias K99 -
parecen tener una superficie peluda {23). La estructura flexible estd dada por-
el niimero de subunidades que forman la estructura helicoidal (por, ejemplo, en—

K99 son mAs numerosas que en el tipo 1),

Representacidn esquemitica de la fimbria
tipo I (izquierda) y del antigeno K99 -

(derecha).
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El peso molecular de una subunidad es de 19 500 U, Aunque en 1977 Isaacson
reportd inicislmente que el antfgeno X99 era un polimero proteinico compuesto -
de subunidades de dos diferentes pesos moleculares (22 S00 y 29 500 D respecti-
vamente) ; posteriormente en 1981, el mismo Isaacson explica esta difercncia de
pesos moleculares, de la siguiente mancra:

Las subunidades de K99 contienen una intercadena sencilla de puentes disul
furo, dos residuos de cisteina, que se rompe por un tratamiento con 2-mercapto-
etanol y que se regeners si &ste se elimina, Entonces las subunidades puedcn ad
quirir una o dos conformaciones que parecen tener diferentes pesos moleculares,
dependiendo de la conformacién que adquiera la unibn disulfuro.

Una tercera conformacifn ocurre cuando la unién disulfuro no se rompe con—
2-mercaptoetanol (9,5).

Su punto isoeléctrico es de 10.1 (5); esto es una excepcidén pues la mayoria
de las adhesinas tienen puntos isoeléctricos en el rango de pH 3.7 a 5.6 y por
lo tanta, carga negativa {(rabla No.1); ests propiedad hace al antigeno K99 una-
adhesina particularmente {itil, pues las Escherichia coli K99 se adhieren total-
mente a las células del epitelio intestinal, en base, a la interaccidn de car —
gas. Aunque se presume gue existen receptores especificos para K99 en la super-
ficie intestinal; la interaccibn de carga entre K99 y la célula blanco incremen
tard la estabilidad de la capa bacteriana y con esto la probabilidad del ataque
irrevergible permanente.

TABLA No.l

Algunas caracteristicas de adhesinas de cepas ECET,

ADHESTHA DIAMETRC P.M, DE LA UNIDAD ju s
K88 2.1 27 340 4.2
987p 7 20 000 3.7
K99 4.8 19 500 10.1
F4l 3.2 29 500 4.6
CFA/T 3.2 15 038 4.8
CFA/T1 3.2 13 000 -



b. Ocurrencia,
La produccidn del antfgeno K99 parece estar relacionada con el antigeno O,
portado por la cepa.

Cepas de Escherichia coli aisladas de cabras o corderos con diarrea porta-

ron los serogrupos 08,09,0101 y 020 (17). Myers y Guineé (22) reportaron la se-

rotipificacidn de 35 cepas enterotoxigénicas de Escherichia coli aisladas de ca

bras en los Estades Unidos; los serotipos detectados fueron: 08:K25. 08:K85, ——
020:X7, 0101:X30, Posteriormente Guineé y Jansen (1979) describieron los sigui-
entes serogrupos de 74 cepas aisladas de bovinos; 08(16%), 09(27%), 020(3%) y -~
0101{34%), (23).

Otros reportes confirman la frecuente asociacién de la produccidn de K99 -
con grupos 08, 09, 020 y0lO0l.

El antigeno K99 parece ocurrir también entre cepas porcinas de los serogru
pos 064 y 0101 y ocasionalmente en el 09. Estos datos indican que aunque K99 —
también facilita 1a adhesién y colonizacién del intestinc en cerdos, no todas -
las cepas enterotoxigénicas K99 son hibiles para hacerlo.

Por lo tanto, la ocurrencia del antigeno K99 parece estar restringida a cg

pas bovinas, porcinas y ovinas.

c. Hemglutiﬁaciﬁn’._

l.os reportes relacionados con la actividad hemaglutinante del antigeno K99,
indican que se trata de una adhesina manosa resistente, pues dicha actividad se
manifiesta cuando la bacteria crece a 35°C y el ensayo de hemaglutinacidn se rea
liza a AOC, en presencia de 0,31 de D-manosa. Esto actividad se inhibe si el an
tigeno se calienta a IOOOC, durante 15 minutos (29).

La naturaleza hemaglutinante, asi como, adhesiva del antigeno X99, se ha -
demostrado por transferencia de este pldsmido K99 a una cepa recipiente K93 ne-
gativa; la transferencia de este plasmido confiere ambas propiedades a la cepa-

receptota (37),



Existen diferencias de actividad hemaglutinante ciando el antigeno estd to

davia unido a ia bacteria y cuvando estd puro o libre de células; las diferenci-

as son las siguientes:

Bacteria K99 K99 puro
= Aglutina eritrocitos de cobayo, = Aglutina eritroci!ss de caballo
oveja y humano tipo O {Orsov y- y oveja pero no de cobayo(Isanc
cols.,Tixier y Govet (1975),Bu-~ son, De Graaf{1981)).
rrows y cols.(1976) ,Morris y - ~ Aglutina eritrocitos de cobayo
cols.{1978)), y oveja (Morris y cols.(1978)).

Los reportes de Isaacson y De Graaf sugieren que las preparaciones utiliza
das por Morris y cols., contenfan una adhesina adicional no id8ntica al antige-
no K99; y que es designada como F41, la cual estd presente en cepas que tienen—

serogrupos 09 y 0101 (1).

d. Produccidn.

Los estudios que conciernen a la produccidén de K99 se han intensificado -
debido a la dificultad que presenta la deteccién del mismo (principalmente por—
aglutinacidén en placa) en cepas crecidas en un medio de cultive comercial comin
donde 1a produccién de antigenos capsulares K enmascara al antigeno K99 (1).

Hasta ahora se sabe que los factores que influyen en la produccidn del an-
tigeno K99 son: aereacidn, presencia de glucosa, L-alanina, AMPc y temperatura
de incubacién (3,27,28).

Estudios realizados por Guineé y cols.(15), determinaron que la produccién
de K99 se ve favorecida en un medio semisintético {medio Minca) que contiene me
nos amincicidos y carbohidratos que un medio nutritive comercial comiin (pues sy
prime la produccidn de antigenos capsulares K) y con una temperatura de incuba-—

cién de 37°C.



En 1980 Isaacson demostrd que la produccién neta de K99 ocurre exclusiva -
mente durante ls fase logarftmica de crecimiento y declina en la fase estaciona
ria, La expresidn de la fimbria parece estar también relacionada con el grado —
de aereacién y la concentracidn de oxfgeno, pues células crecidas en aereacidn
produjeron seis veces m3s K99 por célula gue las células no aereadas. Esta se -
relaciona con el modelo de colonizacibn intestinal por cepas enterotoxigénicas

de Escherichia coli K99; en cl cual se propone que de las células K99 ingeridas

por el hubsped, una parte de ellas estard en la fase estacionaria del crecimien
to y tendré por lo tante poco K99, la otra parte de las células estard en la fa
se logaritmica y tendrd entonces mas K99. Estas bacterias ingeridas descienden-—
en el intestino delgado y solo se adherirdn al epitclio mucoso aquellas que po—
sean K99; dicha adhesién se verd favorecide por la concentracién de oxigeno en—
ésta frea, pues se presume que hay mayor concentracibn de oxigeno en el epite -
1io que en el lumen. Entonces la colonizacién del intestino delgado serd mads in
tensiva y extensiva por la existencia de células fimbriadas y de futuras célu -
las hijas (3),

La glucosa adicionada al medio de crecim!en;:o suprime la produccibn de la~
fimbria K99: el grado de supresién se relaciona con el medio basal, es decir, -
1a glucosa en un medio rico comp el caldo de soya y tripticaseina suprime alta-
mente la produccidn; el AMPc disminuye la represidn por la glucosa, mientras —
que en un medio minimo la glucosa no afecta significativamente la produccibn.

Otro factor que afecta la blosintesisde ¥99, es la L-alanina; células cre-
cidas en un medio que contenga glucese y L-alanina a una concentracién imM, se-
ven afectadas en la sintesis de subuynidades. Este efecto puede modularse inclu-
vendo en el medio de cultivo otros aminodcidos como la L-treonina o L-isoleuci~
na (27,28).

Isaacson (1983) concluye que la L-alanina no afecta la regulacidén genética

de gintesis de K99, pero afecta indirectamente a la membrana celular, la cual,-



tiene un papel active en ia biosintesis de K99.

e. Papel de la membrana celular en la expresién de K99.

Estudios realizados por Isaccson (1983), revelan el mecanismo de regulacidn
para la expresidn de K993

La expresidn de K99,dice) . es un proceso regulado que puede dividirse en -
dos pasos; sintesis de subunidades y ensamblaje de la fimbrie. Aunque ambos pro
cesos pueden acoplarse, no necesariamente son simultdneos.

La fimbria XK99 ensamblada aparece en la superficie de Escherichia coli du-
rante la fase logaritmica de crecimiento, pero la sintesis de subunidades K99 -
ocurre durante el ciclo de vida de la célula, El ensamblaje de subunidades en -
polimeros de fimbria no requiere sintesis sctiva de subunidades., Por lo tanto,
se concluye que la concentracidn de subunidades de fimbria en la membrana E¥tq5
na debe ser adecuada para permitir el ensamblaje sin la sintesis simultdnea de-
subunidades.

No se han encontrado subunidades de fimbria en el citoplasma y si se ha --
observadovque la sintesis de subunidades se inhibe a ISQC, por le cual se presu
me que la sintesis ocurre en la membrena interna, y que X99 como protefna de -
membranas requiere ser transportada de la membrana interna hacia la membrana ex-—
terna.

A IEOC, 1a membrana de Escherichia coli estd mAs bien en un estado s§lidu-

que 1fquido y la secuencia de iniciacibn necessria para la afntesis de subunida
des no puede insertarse en ella o transportargse de membrana interna a espacio -
periplismico o membrana externa. puesto que no hay sintesis de subunidades a —
18%¢ y como no se encuentran en el citoplasma a 37°C, se deduce que cualquier -
iniciacién de cadena de sintesis de subunidades de K99, requierc un sitio en la

membrana (27).



f. Inmunidad.

Se han publicade varios reportes sobre la inmunizaciGn pasiva de becerros
recién nacidos contra la colibacilosis producida experimentalmente, aplicando —
vacuna a sus madres, Estas vacunas consisten generalmente de: células bacteria-
nas K99 inactivadas con formalina o de fimbria purificada (11,14),

El primer reporte indica la presencia de inmunidad en neonates hacia cepas
enterotoxigénicas de Escherichia coli via calostro materno y coresponde a Mor ~
gan y cols. (1978).

Morgan indujo la formacidn de anticuerpos, mediante la inoculacién parentg
ral de antigeno K99 purificado y observé que la incidencia, d.urar.iﬁn y grado de
colonizacidn intestinal disminuyeron después de administrar una cepa viable de~

Escherichia coli K99.

Posteriormente, Isaacson (1979), mostré un incremento en los anticuerpos —
anti-’l(99, tanto en suero, como en calostro de hembras prefiadas, después de vacu
narlas via parenteral con antfgeno K99 purificado. Un estudio similar, realiza-
do por Morris y cols. (19B80) reveld que la vacunacibn produce altos niveles de-
anticuerpos K99 en suero y calostro , que estos anticuerpos son predominantemen
te inmunoglobulina G y que mostraron estar asociados con propiedades antiadhesi
vas (1),

Tedos los d;tos anteriores apoyan la hipStesis de que el antfgeno K99, es-
un factor de virulencia, y que la inmunidad contra &ste previene cuadros diarréi
cos. Un mecanismo propuesto para esta hipitesis es que los anticuerpos pueden -
bloquear la adhesién ya sea inhibiéndola, haciéndola reversible o ambas cosas.
Estos anticuerpos pueden también actuar aglutinando u opsonizando a la bacteria
o inhibiendo otras funciones de la fimbria como son la movilidad y la utiliza—-
cifn de oxigeno (14).

Es aparente, por lo tanto, que el use de vacunas fimbriales puede ser de -

gran ayuda en la prevencibn de muchas enfermedades.
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METODOLOGIA

I. Produccidu y Aislamiento del Antigeno K99.

Fundamento:

Las bacterias estfin constituidas por un gran nlmero de fracciones anrigéni
cas diferentes; de aqul gue puedan utilizarse come antipenos tanto las células-—
integras o bien sus fracciones aisladas; ys sea antigenos somiticos, [lagelares
o capsulares, dependiendo del tipo de bacterias. En el presente trabajo se abty

vieron antigenos fimbrigles de Escherichia coli, mediante desprendimiento de 1a

célula bacteriana y su posterior recuperacidu en precipitaciones sucesivas,

Téenleas

Se utilizd una cepa bacteriana de Escherichia coli 8944K99.

Después de tres pases sucesivos en medic Minea (calde), las células bacte—
rianas crecidas en cuatro litros de medio, o 37°C, durante 1B-26 heras con agi~
tacibn vigorosa, se recolectaron por centrifugacién o 17 000xg durante 30 minuy-~
08 ¥ se resuspendieron en 100ml de PB con NaCl 1.0M.

La extraccidn del antigeno K99, se llev6 a cabo mediante el rompimiento de
las células bacterianas con perlas de vidrio y agitacién vigorosa durante 30 mi
nutos; se recuperd el sobrenadante despufs de centrifugar a 17 000xg durante 10
minutos a 4°C,

El sobrenadante obtenido se precipitd con sulfatc de smonio (10.6g/100m1)-
y agitacibn constante a 4°c, Después de 30 minutes, el materisl insoludble se sg
pard por centrifugacién a 20 DODxg durante 10 minutos y el sobrenadante se pre-—
cipitd con 11.33/100m} de sulfato de amonic en las mismas condiciones. el mate—
rial insoluble se recuper§ por centrifugacidn a 20 000xg durante 10 minutos, se

resuspendi& en PEB y se dializd una noche contra PB.



II, Purificacidn del Antfgeno K99,

Fundamento:

La separacifn de sustancias por resinas de intercambio iénico, se cosiguc~
por un mecanismo de adsorcibn reversible que consiste en la fijacidn inicial a-
una resina estabilizada de las sustancias a fijar, seguida de su remocidn. Si =
las sustancias fijadas tienen diferentes propiedades eléctricas, mediante la va
riacién de pH ¢ de la fuerza idnica del eluyente se coseguird que cada una de -
ella eluya por separado. En el presente trabajo la elucibn se hizd per variacidén
de fuerza iGnica.

Técnicas

La muestra dimlizada se aplicé & una columna con DEAE~Sephadex A-50 (0.5 x
8.0 cm) equilibrada con PB. Se aplicé un gradiente de NaCl (O a 1,0 M) en PB y-
la absorbancia de las fracciones eluidas se determind a 280nta en un espectrofo—

témetro Zeeis PMQ 3.

II1. Cuantificacibn de Proteinas,

Fundamento:

En el Método de Lowry las proteinas reaccionan inicialmente con los iones-
Cu en solucidén alcalina y posteriormente el complejo Cu-~protefns reducirs a los
&cidos fosfotlingstico y fosfomolibdico a un producto colorido con absorbansia -
mixima a 750nm.

Técnicas

La cuantificacién de proteinas en éste trabajo se hizo por el sftodo de -

Lowry usando albimina sérica bovina como patrdn.

IV, Hemaglutinacidn.

Fundamento:

Los eritrocitos normales tienen la capacidad de absorber polisacéiridos y -
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se usan con diversos extractos microbiunos crudos o purificados, Tumbi&n pueden
adsorber varies anLigenos en forma simultdnea y pueden tener receptores especi-
ficos para diferentes antigenos. En este trabajo se probard la capacidad adhesi
va del antigeno K99, ya que los eritrocitos de caballo poseen receptores especi
ficos para éste, y en presencia ide D-manosa, se bloquea la posible interferencia
por fimbrias tipo I.

Técnica:

Para probar actividad hemaglutinante del antigeno K99 purificado, se utilji
zaron placas de microdilucidn en las cuales se trabajaron diluciones dobles cre
cientes del antfgeno (25}{1) y se hicieron reaccionar con eritrocitos de caballo
al 3% (251} en presencia de D-manosa al 0.5% (25M1); las placas se mantuvicron
a 4°C y después de una hora sc observé la hemaglutinacién,

El ensayo para hemaglutinacién de la bacteria completa se realizb en las ~

mismas condiciones pero ademis con eritrocitos de cobayo,

V. Produccidn de anticuerpos anti-K99.

Fundamento:

La célula bacterisna comprende un conjunto de materiales antigénicos, cuda
componente antigénico proveca la formacidén de un anticuerpo homdlogo. En este -
trabajo se utilizé el an‘tfgeno fimbrial K99 purificado para estimular la pro --
duccién de anticuerpos anti~K99, en cobayos.

Técnica:

Se utilizaron dos cobayos hembra adultes y se inocularon segiin el siguien-
te esquems (40):

Inyececidn subcuténea de 10-109‘3 de K99 con adyuvante completn de Freund -

en 4-5 sitios del lomo del animal (0.Iml por sitie).

Dia 8.

Inyeccién subcutdnea de 10—5%5 de K99 con adyuvante incomplete de Freund-
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en 4=5 gitios del lomo del animal (O,lm] por sitia),

Dia 16,

Inyeccidn intramuscular de 10-5913 de X99 con SSI en las patas traseras -
del animal {0.2ml por pata).

Dia 24,

Sangria de cosecha.

Se purificé la fraccién? del suero por precipitacién con suifato de amo-

nio y a ésta se le llamd suero anti-K99.

VI. Titulacidn del suerc inmune por aglutinacién en placa.

Fundamento:

Al pener encontacto anticuer‘pos con su antigeno correspondiente, reaccio-
nan con éste formando acimulos apreciables a simple vista, En este trabajo se-
utilizaron los anticuerpos a}nzi—K99 ¥ su antigeno correspondiente, bacterias -
K99 para cuantificar dichos anticuerpos,

Téenica:

Un cultivo bacterianc de 18 horas se resuspendié en 10ml de SSI vy, 59}41 -
de éste se hicieron reaccionar ¢on suero inmune de cobayo a diferentes dilu --—
ciones, en una placa de vidrio para observar aglutinacidén.

Posteriormente se hicieron reaccionar 2."#11 de fimbria purificada con Zfﬂl
de suerc inmune y 59‘11 de bacterias resuspendidas en SSI, en una placa de vi—

drio para observar inhibicidn de la aglutinacién.

VIT. Extraccidn de plismidos por lisis alcalina,

Fundamento:

En este método la lisis celular se realiza en dos pasos; la formacidn del
esferoplasto se consigue por digestidn con la enzima lisozima en presencia de
sacarosa, 1a cual provee una alta presién osmatics externa, protegiendo al esfe

roplasto del estnllamiento, Para completar la lisis celular se agrega una solu
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cibn de SDS/NaOH, 1a cual ademfs de precipitar lipidos y proteinas de membrona
proporciona un medio alcalino que provoca la desnaturalizacién del ADN; el re-
torno a la neutralidad por la adicién de acetato de sodio renaturaliza el ADN
del pldsmido. La subsccuente centrifugacidn sirve para remover el ADN cromoso-
mal y los desechos celulares, E1 ADN del pldsmido se precipita con etanol.

Técnicaz

Una colonia bacteriana se inoculd en 2ml de caldo Muller-Hinton y se hi-
20 crecer durante 12-16 horas a 37°C con agitacién vigorosa; Iml de este cul-
tivo se centrifugd en una microcentrifuga Eppendorf durante 3 minutos, el pa-
quete celular se resuspendid en lﬁqﬂl de solucidn I fresca y fria y se dejd -
reposar en hielo durante 30 minutos. Al cabo de este tiempo se agregaron ZCKyh
de solucién II; el contenido se mezclé por inversidn y se colocd en hielo du-
rante 5 minutos. Posteriormente se agregaron lﬁgﬂl de solucién ITI, se agitd
el tubo en un vortex y se dejé reposar en hielo durante 40 minutos. La mues—
tra se centrifugd durante 20 minutos y bﬂcyﬁ del sobrenadante se separaron en
otro tubo para posteriormente agregar lml de etsnol absoluto frio; las dos so
luciones se mezclaron y el tubo se colocd en un bafio de hielo seco-etanol has
ta lograr una consistencia viscosa, Después de 5 minutos de centrifugacidn, -
el botdén se homogenizd con 100)(]. de solucidn IIl y 209‘h de etanol absoluto -
frfo, el tubo se colocd nuevamente en el baio de hielo seco-etancl hasta lo—
grar viscosidad y enseguida se centrifugd; el boton se lavd con 1ml de etanol
abscluto y se dej6 secar & cristalizacién. Finalwente los cristales formados
se resuspendieron en Sgﬂl de TE pHl 8 + lg)ﬁ de verde de bromocresol, .

Esta Gltima solucidn se centrifugd durante 5 minutes antes de realizar -
la electroforesis en geles de agarosa, utilizendo para este fin el liquide so

brenadante.
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VIiI. Electroforesis en gelus de agarosa.

Fundamentos

El método de electroforesis en geles de agarosa, permite separar los compo
nentes de la extraccidn por lisis alcalina en base a sus pesos moleculares, y -
como en la agarosa no se produce el cfecto de electroenddsmosis, todos los com—
ponentes migran hacia el dnodo a pH 8.

Técnjca:

Se prepard agarosa a une concentracidn del 0.7% en amortiguador Tris-Bora-—
tos y se disolvid en autoclave a 10lbs de presidn durante 5 minutos. Se vaciG a
una placa de acrilico de 12.5 x B.Ocm y se dejd selidificar,

El gel sGlido se colocd en la cimara para electroforesis con 200ml de amor
tiguador Tris-Boratos y en cada pozo del gel se colocaron Z;ﬂl de muestra trata
da por lisis alcalina. Se hizé pasar una corriente de 80volts durante 2 horas,-
haciendo dos cambios de amortiguador a los 30 y 60 minutos y al cabo de este -
tiempo, el gel se tifid con bromuro de etidio (O.F,\g/ml) durante una hora a tem—
peratura ambiente. Posteriormente, el gel se observd en un transiluminador de -
luz ultravioleta y se fotografid utilizando un filtro rojo y pelicula fotogrdfi
ca Kodak blanco y negro Tri-X-Pan (asa 400}, durante 30-40 segundos de exposi—

cién. Los geles tedidos se almacenaron a 4°C,

IX. Efecto de los anticuerpos especificos en la expresion del pldsmide K99.

Fundamento:

Al hacer crecer suspensiones bacterianas K99, en presencia de anticuerpos-
anti-K99, se trata de determinar si estos anticuerpos, al reaccionnr antigénica
mente con las fimbrias bacterianas, afectan la expresidn del pldsmido que codi-
fica para estas fimbrias.

Técnica:

Un cultivo bacteriano K99 se ajustd a las siguientes concentraciones:
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-300x10° bacterias/ml.

- 300 bacterias/m]

Las cuales se hicieron crecer en presencia de suero inmune de cobayo (sue—
ros A y B), usando como control la misma cepa crecida en suero normal de cobayo

(fraccitnY') como se indica a continuacidn:

TABLA No. 1.

POZ0 No. SUERQ COBAYD SUSPENSTON BACTERIANA #BACT/m] SUERO

W) Mh

1 150 150 30010° ngn

6 50 150 300 o
7 150 150 300x10° g

s 150 150 300 g
3 200 150 300:10° NORMAL
4 200 150 300:10° NORAL

Se utilizo la dilucidn del suero, siguiente & la Gltima dilucidn que did -
aglutinacibén franca.

Después de 24 horas de incubacidn a 37°C, se realizé un plaqueo en agar -
sangre y después.de incubar estas placas a 37°C durante 24 horas, se tomb una -
colonia bacteriana y se procedid a la extraccién de plasmidos descrita anterior
mente.

Egtos experimentos se corrieron cada uno por quintuplicado.
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RESULTADOS

Para lograr una mayor produccién del antigeno K99, se cmpled un medio de
cultivo que facilitara la expresidn de la fimbria y disminuyers la interferen
cia de los antigenos capsulares bacterianos; este medio de cultivo es el mo==
dio Minca y es un medio minimo que da las condiciones &ptimas para este fin.

Durante los ensayos anteriores al emplec de este medio, se utilizd el me
dio comercial de soya y tripticaseina, efectuando el desarrolle bacterianc a-
paf'tir de un inbculo base de una ssada de bacterias en 2ml de medio de culti=-
vo' y aumentando este infculo cada 18-24 horas a indculos de 20ml, 200ml,y 200

) mi, de modo de obtener un desarrollo abundante. Sin embargo, aunque el desa—
rrolle fue el esperado, no fue posible aislar la fimbria, probablemente por -
las interferencias antes mencionadas; con el empleoc del medio Minca el desa—
rrollo en los inbSculos fue el mismo, pero la recuperacidn del material preci~
_pitado cun sulfato de amonio aumentd considerablemente y por lo tanto aumentd
también la produccién de la fimbria.

El antigeno obtenido se hizo pasar através de una columna cromatogrifica
de intercambio iénico, y de las seis fracciones cluidas con un gradiente de —
cloruro de sm_uo de O a 1.0M, s6le se encontrd actividad hemaglutinante mano
sa resistente en la fraceién I (figura No. 1), las fracciones II a IV aunque—
muestren en la grifica picos de alta absorbancia, no presentaron actividad he
maglutinante (tabla No. 2), y probablemente esta olts absorbancia se deba a —
restos de proteinas celulares no fimbriales que no lograron eliminarse duran-—
te la precipitacién con sulfato de amonio, por le tanto cl antigeno K99 se ~—
concentrd s8lo en la fraceién I y la cuntificacidn de proteipas de esta fra—
ccidn resultd en 1&20){3/1!\1 de extracto purificado, lo cual tomundo en cuenta -~
el desarrollo bacteriano de cuatro litres de medio de cultive, es aceptable,

La prescncia del antigeno K99 en la fraccién I se confirmd por aglutinacién -
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ABSORBANCIA 2BO nm.

-y n oo

1] 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 TUBO No.

Figura No.l Purificacién del antfigeno kY9 por croma-
tografia en columna DEAE-Sephadex.
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especifica de eritrocitos de caballa, como lo reporta la literatura (1).

El titulo de anticuerpos producido por el antigeno K99 pure inoculado a-
cobayos, fue de 1:65 536 y 1:4096 para los sueros A § B respectivamente, esto
demuestra la inmunogenicidad del antigeno, pues el titulo fue satisfactoria y
se detectd por una aglutinacidn bacteriana franca; la especificidad de estos—
anticuerpos se determind al inhibir esta aglutimacidn con el antigeno purifi-
cado, observandose inhibicién de la aglutinacidn en las diluciones 1:1024 y -

1:128 para los sueros A ¥ B respectivamente,

TABLA No, 2
GRADIENTE FRACCION ACTIVINAD
DE NaCl APLICADO HEMAGLUTINANTE

o 1 H

0.24 II

0.4 11t o

0.6 v .

0.84 v —_—

1.4 Vi

Hemaglutinacidn de eritrocitos de caballo al 3% por la fimbria -

X99 en presencia de D-manosa al 0.05% a 4°C.

Segiin 1a literatura (32,34,38), la expresidn del antigeno K99 estd regu-
lada por un plésmido de aproximadamente 50MDa, y para demostrar su presencia-
se realizd electroforesis en geles de agarosa, del material extrafido a las —
bacterias K99 por lisis alcalina, los geles revelaron la presencia de bandas-
de material genético, presumiblemente plismidos de diferentes tomaios o dife-

rente corrimiento electroforético, y casi siempre una banda superior cop el ~
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mismo currimiemn, el cual Suponemos es el plasmido d SDMDa. repurtada en la

llteratura, pues a\mque se reporta siempre el peqo moleculnr del plﬁsmlda. no -

tehemas evidancm de este en un’ gel ‘de’ elecr,rofo sisy laS'bandas 1nter:mres €o

T!’L’SPonden presumxblemente a or.ros plésmidos o hien a: fragmentos del wismo plm

mido (Eigura No. 3).
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Figura No.2 (a) y (b): aglutinacién de eritrocitos de caballo por el ~
antigeno K99 purificado (fraccidn I), (c); aglutinacidn de eritrocitos
de cobays por la cepa de Escherichia goli K99, (d); fraccidn II, (e)i~
fraccign III, {F); fraccidn IV, (g); fraccidn V, (h}; froccidn VI. Enx

(4), (e), (£}, (8), y (h), no se observa actividad hemaglutinante.
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Para evaluar el efacto de los anticuerpos especificos contra K99, se reali
z_6 el corrimiento electroforético de 1la bacteria K99 en presencia de suero inmu
ne de cobayo y tambi&n en presencis de suero normal de cobaye como contrel, de-
estn manera observamos que la presencia del pldsmido de 50MDa, no se ve afecta
da por 10s enticuerpos especificos del suero "A", pero si por los del suero "BY
es decir, que el suero "A" es capaz de aglutinar a la bacteria X99 especifica—

mente, pero no es capaz de regular la expresidn del plAsmido {figura No.3),
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Figura.No, 3 Los pozos marcados con los niimeros 3 y 4, corresponden a
los controles; en el control Cys aparecen las bandas de plésmidos origi
nales de una cepa K99 crecida en medio Muller-Hinton, el control Cor T
contienc la misma cepa K99, pero crecida en presencia de Eracc‘i.(')ny‘ do~
suero normal de cobayo no inmunizado y se observan las mismas bandas.

Los pozos | y & corresponden a la cepa K99 crecida en presencia de sue—
ro inmyne "A" a las concentraciones indicadas en la tabla No,i,observin
dose que este antisuero no tiene efecto en el patron de bandeo. Los po-
205 2 y 5 que muestran upn patrdon incomplero y ausencia de éste respecti,

vamente, indican un efecto del antisuero "B" sobre la cepa K99.
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DRISCUSION

los resultados presentados agqui, muestran que los anticuerpos dirigidos -~
contra diferentes epitopes de la fimbria K99 afectan lu expresian del plasmido-
que codifica para la expresi&n de &sta, pues al observar el corrimiento de los
plismidos en las muestras tratadas con suero inmupe y compararlos con el con—-
trol, es evidente que el pldasmido de == 50 MDa, desaparece cuando 15041 del anti
suero "B" son incubados con 300 becterias/ml. EL mismo suero “B" (15041) cuan-~
do se incuba con :iOOxlO6 bacterias/ml induce la desaparicién de las bandas de -
menor pesoc molecular, sugiriende un efecto de dilucidn (figura No.3}.

Nuestrds datos sugieren diferentes comportamiento de anticuerpos de la mis
ma especie (suero de cobayo), inducidos en iguales condiciocnes; pero esto no im
plica sélo uns disparidad de datos pues cxisten reportes que apoyan lo expuesto,
como por ejemplo, el de Dougan y cols. (1986}, qu;enes al analizar cl comporta-
miente de cepas de Escherichia coli K88 y K99 frente a calostro inmune, observa
ron esta doble respuesta en la expresidn del material que codifica para dichos-
antigenos fimbriales y hacen notar que aiin cuando las cepes K99 plerden la viru
lencia, no pierden la capacidad de expresar el plésmido, al contrario de las ce
pas K88 (38), Del mismo modo, Moon y cols (1987), al intentar determinar como ~
una cepa K99 pierde los genes que codifican para la expresién de la adhesina -
K99,durante la infeccidn en cerdos lactantes inoculados con una cepa K99, encuen
tran que esta doble respuesta se di también, tanto en animales no inmunizades,=
como en los inmunizados especifica e inespecificamente contra K99. Reportan tam
bién que la pérdida de la caracteristica K99, siempre es secundarin a ia pérdida
de la capacidad para producir enterotoxina, pero que el plismido puede o no cs-
tar presente, independientemente de la presencia de anticuerpas especificos (32)

Otros estudios (Williams, 1986}, demuestran que es posible desarrollar una-

respuesta inmune protectora en cuanto a disminuir el grado de colonizacibn in--
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testinal y por lo tanto evitar el cuadro diarrdico al inoculsr sueros homdlogos
por via oral en cerdos (34),

) Recientemente se ha repartado que la respuesta inmune intestinal comntra el
antigenc ¥99, se debe 8 una respuesta local, de la cwal son responsables anti—-
cuerpos de las clases IgM, IgA e IgG, pero que é&stos iltimos son absorbides de-
la circulacién sanguinea(42).

Se ha sugerido que los anticuerpos dirigides contra los antigenos fimbria-
les, favorecen la pérdida de la virulencia en cepas ETEC, y que son un importan
te componente de proteccidn en poblaciones animales vacunadas. Tedricamente, es
tos anticuerpos, contribuyen a la pérdida de virulencia suprimiendo el crecimien
to bacteriano o removiendo a lag bacterias del sistema (32), Sin embargo, los =
reportes descritos previamente indican que la pérdida de virulencia ne es comple
ta, y que si esta pérdida de virulencia estaba asociada con la pérdida del plas
mido asociado a las adhesinas, aiin hay que especular a csta respecto, debido a—
que la expresidn del pldsmido K99, puede o no afectarse por la presencia de an-—
t.icuerpus especificos. Aunque no se descarta el hecho de que la expresidon del -
plésmido juegue algiin papel en esta pérdida de virulencia; pero entonces hay =
que tomar en cuenta que es posible gque intervengan otros factores diferentes a-
los anticuerpos para inhibir la expresidn. También es posible que los anticuer—
pos tengan que estar dirigidos contra uno o mis de estos epitopes de la adhesi-
na, o blen que el anticuerpo unido a la fimbria bloquee la adhesién bacteriana,
pero que fio necesariamente penere algln evento que intervenga el la sintesis o
regulacidn del plismido; pero tal vez si actiie en los procesos de polimeriza ——
cién y ensamblaje de la fimbria.

Fs importante sefialar que no se conoce el nivel de anticuerpos requerido—
para un efecto protectivo en una poblacidn animal, ni tampoco se conoce el ni -
vel de pérdida de virulencia en animales no protegidos; por lo tanto es relati-
va la importancia de 1a pérdida del pldsmido K99, para el desarrollo de una va-
cuna,
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CONCLUSIONES

Las adhesinas bacterianas responsables de cuadros diarrdices, son capa-
ces de despertar una respuesta inmune tanto a nivel local como & nivel-
sistémico, pero esta respuesta no es del todo preventiva de la enferme—
dad,

Los anticuerpos obtenidos inducen diferente regulacidn de la sfntesis -
del plismido, sugiriende que diferentes epitopes de la fimbria son capa,
ces de regular la expresidén del plasmido.

Es necesario investigar la relacidn que existe entre la pérdids del -
plasmido y la expresidn de la adhesina correspondiente.

Localizando los diferentes epftopes que componen & la fimbria, tal vez

se logre el desarrollo de una vacuna.

Con todo lo anterior concluimos que el trabajo desarrollado es solo el ini

cio de una linea de investigacidn con enfoque veterinario para la preven ~

cidn de cuadros diarréicos que obstaculicen el buen desarrolle del gsnado—

disminuyendo con ello su aprovechamiento.
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APENDICE DE REACTIVOS.

Medio de cultivo (Mineca) para la produccidn de K99.

KHpPO, wvvnvininnsnan, 1.36g.
NaZIIPOA.ZHZO ciaceeaas 10,18,
Glucosa ..eivreeseeaes 18,
Sol. trza de sales ..., 1ml.
Casamino8cidos ,...v.. IR,
Agug destjilada ,,,..,, 1000ml.
pH 7.5 )
Esterilizar en autoclave a 121°C.151hs..durante 15minutos.

Solucidn traza de sales.

MgS0, . 7TH,0 vovurvnene, 10g.

HnClz.IaHZO PR |- 3

FeC13.0H20 Cereen eve.. 0.135g.

CaClz.ZHZO vevnassenas Dodbg,

Agua destilada ,...... 1000ml1,

Adicionar al medio de cultivo antes de esterilizar.

. PB {Solucién amertiguadors de fosfatos 0.05M,pH 7,2_—
con 1,0M de NaCl,).

Na HPO, ..oveveinnenn, 4.97g.
NalizPOA.HZO tesereeevs 1.96g.
NaCl ,voveseerenas-s.. 3B.5g
Nalla.................0.022

Agua destilasda .....,, 1000ml.,
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“de fosfatos 0, 15M,pH7.2)

KaCl .... <Bg..
S0l 20g.
;\.‘55.
..0.20g."
Agua destilada ......1000ml.

Preparacifn de eritrocitos de csballo y cobayo para =
hemaglutinacidn

.Colectar 5-10 ml de eritrocitos en anticoagulante -~
(EDTA 0.1%2).

.Lavarlos por lo menos tres veces con PBS 0,15M,pH 7,2;
centrifugando 8 2000rpm durante 20 minutos en cada lavado.
.Resuspender 0.3 ml del paquete de eritrocitos en 10 ml

de PBS para obtener una solucidn al 3% v/v,

D-manosa al 0.5%.

D-manoss ....i0.0..0 0.058.

PBS siievivivinranas 10 ml,

Disolver la D-manosa en PBS y utilizar esta solucidn co-
wo diluyente en la hemaglutinacida.

Reactivos parsa la determinacidn de proteinas.

SOLUCION "A".

Nu2003 ceiesnssssaaes 284
NaOH .oiovinvarnnas. Dodg
Agua destilada ..,.. 100 ml,

SOLUCION "B".

CuSOk.SHZD......... 0.5g/100m1 de agus destilada.
Tartrato de Na y X.,1.,08/100ml de agua destilada.
Mezeclar vollmenes igusles antes de usar.

» ESTA TESIS 0 DEBE
$ALIR BE LA BIBLIOTECA



REACTIVO “C"..

Solucidn "A" ... ivsea.s 50m1,
Solucidn "B" .......eeess Iml.
Preparar en el momento de usar.

Solucidn patrdn de Albiimina,

Albiimina sérica bovina ..... 10mg.
Agua destilada ............. 10ml.,
Diluir 1310 antes de usar.

Reactivos para la extraccidn de plésmidos.

SOLUCION I.

Lisozima (2mg/ml) .....,.:. 10ma.
EDTA 0.5M pH 8 ,.....vssuv .0, 1ml,
TRIS BASE pH 8,I1M ...,.,,.,.0.125ml..
‘Sacarosa 201.........,......701222&1;
Agua desionizada estéril .. A.SSﬁl.

Preparar en bafio de hiclo,al-@ﬁmento de usar.

SOLUCION IIX. .
NaOH 10N s.vvvuvnsesnnasas 0.2ml,
SDS al 20% ..cieveesnaases 0,5ml,
Agua desionizada ,e:...... 9.3ml,

SOLUCION ITI.

Disolver acetato de sodio 3M en un voldmen minimo de agua.
Medir pH y ajustarlo a 4.8 con Acido acético glacial.
Aforar a llitro.

Esterilizar en autoclave a 10l1bs.,durante 10 minutos.

Almacenar a temperatura ambiente.,
TE pH 8,0

TRIS BASE pH 8 .........., 10mM
EDTA pH 8.0 ..vvvievavsras ImM
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TRIS BORATOS (5X)

Tris Base ....0uv.e. 543,

Acido bdérico ....... 27.58.

BDTA 0.05M pH 8 .... 20ml.

Agua desionizada ... 1000ml,

Esterilizar a 101lbs.,115°C,durante 10 mgnutos.
Almacenar a temperatura ambiente, :

Diluir a 1X antes de usar,con aguas desionizada estéril.
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