
n 
z s 

\? -; 
() _.¿.._ 

.Je·/ 

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO 
FACULTAD DE QUIMICA 

:~' 

AISLAMIENTO Y PURlflCACION DEL ANTIGENO 
K99 ADHESINA DE E. COLI 

1'ESIS COM 
FALLA CE 011"4.ll 

T . E 1 s 
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE: 

QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO 

PRESENTA 

LAURA MARTINEZ ORTIGOZA 

1990 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



~­
OBJ'é."fIVOS. 

JUSTIFICACIO~. 

INTRODUCCION. 

I. ESCHERICHIA COLI. 

a. Características morfológicas y co1onia1es. 

b. Clasificación de ~ por su efecto clínico. 

II. MECANISMOS DE ADHESION. 

III. ADHESINAS FIMBRIALES HUESPED ESPECIFICAS. 

a. Ocurrencia 

h. Composición Química y Estructura. 

c. Algunas propiedades biológicas. 

IV. PAPEL DE LAS ADHESINAS EN LA COLONI?.ACION 

DEL EPITELIO INTESTINAL. 

V. EL ANTIGENO IC99. 

a. Estructura y Composición Química. 

b. Ocurrencia. 

c. Hemaglutinación. 

d. Producción. 

e. Papel de la IM!tt.brana celu1ar en la expresión de K99. 

f. Inmunidad. 

ESQUEMA DE TRABAJO. 

METODOLOGIA. 

I. Producción y Aislamiento del Antígeno K99. 

II. Purificación del Antígeno K99. 

III. Determinación de proteínas. 

pág. 

3 

7 

9 

9 

9 

11 

12 

14 

14 

16 

16 

17 

19 

20 

21 

22 

22 

23 

23 



IV. Hemaglutínación 

V. Producción de anticuerpos anti-K99. 

VI. Titulación del suero anti-K99. 

VII. Extracción de plásmidos. 

VIII. Electroforesis en geles de agarosa. 

IX. Efecto de los anticuerpos específicos en -

la expresión de1 plásmido K99. 

RESULTADOS. 

DISCUSION. 

Cll!ICLIJSIO!IES. 

APENDICE DE REACTIVOS. 

BIBLIOGRAFIA. 

23 

24 

25 

26 

27 

27 

29 

35 

37 

36 

42 



Las interacciones específicas entre las bacterias y las células eucario 

tes dependen de la habilidad de los procariotes para producir sustancias que 

permitan su adhesión a la célula huésped. 

En 1977 Janes (41), describe una terminología que define cada una de e~ -

tas sustancias u organelos de adhesión: 

- Fimbrias: son filamentos no flagelares que se encuentran en la superfi­

cie bacteriana y que se conocen como organelos de adhesión bacteriana. 

- Pilis: son estructuras que transmiten información genética. 

- Fibras: son estructuras o filamentos de forma y estructura química irr~ 

gular con puntos indiscretos de origen en la superficie bacteriana. 

- Adhesinas; se refiere a cuaiquíer sustancia que facilite el ataque bac­

teriano a una superficie. 

- Hemaglutinina: es una adhesina especial que causa aglutinación de eritr~ 

ci-tos. 

La importancia de la adhesión a diferentes superficies y en especial a S,!!. 

perficies celulares por las bacterias. radica en que los organismos pat6genos 

tienen que competir con los organismos de la flora habitual para colonizar el 

órgano huésped y una manera efectiva de hacerlo mediante los organclos de 

adhesión; de aquí también la importancia que ha tenido desde la década pasada 

el estudio de los mecanismos de adhesión bacteriana y su papel en la patogéne­

sis de las enfermedades~ 

Se han identificado organelos de adhesión en varios microorganismos, como 

son la mayoría de la familia Enterobacteriaccae, también en los géneros Vibrio, 

Neisseria, Bordetella, Strptococcus. Staphrlococcus, Lactobacillus, Corynebac­

terium. y Mrcoplasma, entre otros. 

Las ventajas que provee la asociación bacteria-célula huésped. a la célu­

la bacteriana. son: nutrirse de los fluidos que secreta la célula huésped (Za -



Bell, 1972), utilización de productos extracclulares, de enzimas celulares y 

de los componentes de la superficie celular, fuentes de susLrato adicional.Ad!!,. 

más en el caso de bacterias que colonizan la mucosa intestinal, una bacteria 

que posee ddhesinas es capaz de resistir los mecanismos de arrastre de lu perl_s 

talsis (30). 

Los mecanismos de adhesión bacteriana a células animales más estudiados, 

son los de las enfermedades diarréicas, producidas por cepas enterotoxigénicas 

de Escherichia coli y las de infecciones urinarias provocadas por la misma baE.,. 

teria. En estos casos la colonización está facilitada por la adhesión a la 

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

mayoria proteinácea (100 ó más subunidades idénticas de pilina); son estructu­

ras filamentosas o peludas, no flagelares que pueden apreciarse por microsco -

pía electrónica y que tienen su origen en la membrana cltoplasmática de la baE_ 

teria. 

La producción de estas fimbrias. depende de factores como, las condicio -

nes de cultivo de la bacteria, la composición química del medio de cultivo, el 

grado de aereación, la temperatura y el tiempo de incubación. 

Por su naturaleza proteínica las adhesinas fimbriales son antigénicas, lo 

cual permite su identificación mediante ensayos serológicos. 

Además tienen la peculiaridad de causar aglutinación de eritrocitos de d..!_ 

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

de las glucoproteinas de la superficie de las células eucarióticas (29). 

Se ha reportado que existen diferentes fimbrias, dependiendo de la cspe -

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

en 1961, se describió el antígeno K88 aislado del intestino de porcinos y pos­

teriormente se reportó que cepas que tienen el antígeno K88 tienen también 

otra fimbria designada como 987P (1). 



Evans (1978) describió una fimbria de origen humano y ln lldmó CFA/l. po~ 

teriormente por métodos inrounoquímicos describió otra a la que llamó CFA/II. En 

1972 reportó un antígeno común de cepas entcro~oxigénicas de cabras cord~ 

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

La producción de fimbrias, así como de enterotoxinas (termolábil y tenno­

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

rrea animal o humana está controlada por plásmidos transmisibles. En la mayo -

ria de las cepas porcinas, bovinas y humanas la producción de fimbrias y entc­

rotoxinas parece estar codificada por un plásmido sencillo (1). 

Hasta ahora los estudios respectivos a las fimbrias huésped específicas 

se han enfocado a la producción de las mismas y la inducción de posible inmun.!_ 

dad para 1a prevención de cuadros diarréicos. Sin embargo, se ignora la posi -

ble participación de esta respuesta inmune sobre la expresión de la fimbria 

~99, a nivel genético. 



OBJETIVOS 

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

pecíficos dirigidos contra el antígeno fimbrial K99 afectan de alguna manera 

la expresión de dicho antígeno. 

Para ello hubo que alcanzar primero los siguientes objetivos particulares: 

l. Producir, aislar y purificar el antígeno K99 de Escherichia coli. 

~. Obtener anticuerpos anti-K99, mediante la inoculaci6n de cobayos con 

el antígeno purificado. 

3. Comprobar la identidad del antígeno K99, mediante una reacción antíge-

no-anticuerpo. 

4. Realizar electroforesis en geles de agarosa, para comprobar la presen­

cia del plásmido de la bacteria K99. 

5. Realizar electroforesis en geles de agarosa, para observar el efecto 

de los anticuerpos anti-K99 sobre la expresión del plásmido de la cepa 

K99. 



JUSTIFICACION 

El presente trabajo pretende dar evidencia de ta presencia de fimbrias 

denominadas K99 en E.~cherichia col~. y 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 E'.scherichia coli 

K99 como agentes patógenos relacionados con diarrea en bovinos neonatos, la 

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

la enfermedad, de los factores que influyen en la producción de la fimbria 

X99 y sobre todo el estudio de los mecanismos que afectan la expresión de la 

fimbria, radica en abrir nuevas rutas de investigación que comprendan el uso 

de los antígenos bacterianos adecuados 9 para lograr la estimuLación de una 

respuesta inmune especifica y en realidad protectora que faci1ite la preven­

ción de cuadros diarréicos. 
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INTRODUCCION 

I. ESCHERIC!IIA COLI. 

a. Características morfológicas ;:¡_,coloniales. 

Son bacilos rectos gramnegativos, que miden 1.1-1.5 .m x 2.0-6.~m, se 

presentan solos o en pares. Algunas cepas tienen cápsulas o microcápsulns, 

especialmente aquellas aisladas de sitios extraintestinales. Son móviles m!!_ 

diente flagelos perítricos. 

No son exigentes en cuanto a sus requerimientos nutricionales, cualquier 

medio de agar sirve para su aislamiento; y para su aislamiento 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 óptima para su crecimiento es de 37°C, 

Las colonias en agar nutritivo pueden ser lisas (5) o rugosas (R), de -

pendiendo del tipo de lipopolisacárido (LPS) o de la membrana externa. Las 

formas ~. que crecen usualmente como colonias planas, convexas, grises húme-

das de superficie brillante y bordes enteros, fácilmente dispersables en so-

lución salina y muestran turbidéz en medio líquido, han desarrollado cadenas 

laterales de polisacárido; mientras que las formas B_, que mostrarán colonias 

secas rugosas, difíciles de dispersar en solución salina y que aglutinan es­

pontáneamente en medio liquido, tienen pérdida de sus cadenas polisacáridas 

laterales por mutación. 

Son microorganismos facultativos, con ambos tipos de metabolismo: resp_i. 

ratorio y fermentativo. 

Fermentan glucosa y otros carbohidratos con producción de gas y piruva­

to que después es convertido en ácidos láctico, acético, y fórmico¡ parte C.!:_ 



éste último es degradado por un complejo enzi~tico hidrogcnilasa en cantid.f!_. 

des iguales de co2 y H2 • Algunas cepas son anaerogénicas. La mayoría de las 

cepas fermentan lactosa. pero en algunas la fermentación puede ser tardía. 

Son quimiorganótrofos. oxidasa negativos. pueden utilizar ac~tato como 

única fuente de carbono. pero no el citrato ni la urea. producen indoi. 

Además de los flagelos proteináceos que les dan movilidad. la mayoría 

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

se extienden en gran número sobre la superficie bacteriana. Tienen un diámc-

tro de S-9nm. Algunas fimbr1as tienen funciones específicas como órganos 

adhesivos. Se han descrito dos variedades principales, basadas en su activi­

dad hemaglutinante: 

- Fimbrias tipo I; caracterizadas porque su actividad hemaglutinante. 

se inhibe por manósidos (manosa sensible). 

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

por manosa (manosa resistente). 

A1gunas cepas de Escherichia coli producen enterotoxinas y se han estu­

diado bien dos de éstas: la toxina termolábil (LT). que es muy semejant~ a la 

cóleratoxina. y la toxina termoestable (ST). Ambas se encuentran solas o ju~ 

tas en les cepas de E.scherichia coli enterotoxigénicas (ECET) y a menudo sc­

asocian con un número limitado de serovariedades O:K:H y grupos O. Las cepas 

ECET tienen frecuentemente fimbria manosa resistente. 

Le subdivisión de especies de Escherichia co1i puede realizarse por 

rios métodos. pero la serología es uno de los más útiles. Este método se ba~ 

sa en las muchas diferencias antigénicas encontradas un las estrucLuras de -

la superficie bacteriana. Los antígenos más comunes de Eschcrichia coli son-

los o. )( Y H. 

La terminología "Oº. se usa para los antígenos somáticos. que son lipo-

polisacáridos complejos y constituyen parte de la membrana externa. Son ter-
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moestables .. no se inactivan a temperaturas de 100 a 121 ºc. 
Los antígenos ''H" o flagelares. son proteínas y se inactivan a lOOºC. 

Los antígenos "](". son polisacáridos acidicos que forman una envoltura­

º cápsula alrededor de la pared celulnr. 

Otro métodos para la subdivisión de especies son: la tipificación por -

fagos y co1icinas. por patrón de proteínas de membrana externa, por patrones 

de resistencia a antibióticos, hemaglutinación directa. etc. 

Los microorganismos colonizan la parte baja del intestino de animales -

de sangre caliente e inicialmente se designaban como pat6genos oportunistas, 

pero otras investigaciones mostraron que un número bastante limitado de sera 

variedades también juegan un papel muy importante y específico en enfermeda­

des intestinales y extraintestinales (25). 

b. Clasificación de Escherich1a coli 22.!... .!:!.!:!.. efecto clínico. 

Las cepas de Escherichia coli que causan enfermedades entéricas pueden­

clasificarse en base a sus diferentes propiedades de virulencia, interaccio­

nes con 1a mucosa intestinal, síndromes c1ínicos y serotipos O:H, de la si-

guiente manera: 

ECEI (Enteroinvasivas). 

Son cepas que causan un síndrome parecido a la disentería causada por -

Shige11a dysenteriae. ya que 1a capacidad invasiva de ambas depende de la -­

presencia de un plásmido que codifica para la producción de varias proteí-­

nas de membrana externa involucradas en la invasividad. ECEI al igual que -­

Shi&e11a no es móvil y no fermenta la lactosa. Además sus antígenos "O" mue!!. 

tren varias reacciones cruzadas. 

ECEI invade preferentemente la mucosa del colon. 

La enfermedad clínica se caracteriza por fiebre, contracciones abdomin.!!,. 

3 



les severas. toxemia y diarrea acuosa seguida por disentería gruesa consiste.!!_ 

te de heces escasas de sangre y moco. 

~ (Enteropatógenas). 

Las clásicas cepas ECEP son lógicamente patógenas, pero el mecanismo por 

el cual causan diarrea todavía se desconoce. 

Se ha observado por microscopia electrónica (Polotsky y cols. J977A que 

las cepas ECEP causan una lesión histopatológica u1traestructural en el inte~ 

tino humano. Esta lesión distintiva involucra la destrucción del microvello -

por la bacteria sin evidencia de invasión. 

La bacteria se une firmemente a la membrana del enterocito, cubriéndose­

º envolviéndose parcialmente en ésta. 

Esta misma lesión ultraestructural también se ha estudiado en cerdos (M.Q. 

on y cols. 1983). 

Otros estudios (Cravíoto y cols. 1973) han demostrado que aproximadamen­

te el 80% de las cepas ECEP se adhieren a células Hep-2 en cultivo de tejidos, 

·esta propiedad es rara 

dada en cepas ECEP por 

plásmido de 60MDa. 

cepas ECE:r y ECEI o en cepas de flora normal y está 

factor de adherencia enteropatógena (EAF) que es un 

Los serotipos ECEP que no poseen el factor EAF no dan adherencia local i-

zada o dan adherencia difusa a células Hep-2. y patogénesis a nivel malee!!_ 

lar todavía no se conoce .. Sin embargo. estas cepas EAF-negativas se conside­

ran como una segunda clase de la categoría ECEP .. 

Algunos autores han reportado que las cepas ECEP elaboran cant.idndes mo­

deradas de una citotoxina idéntica a la citotoxina de S. dysenteriae tipo 1 y 

que ésta puede participar en el desarrollo de la enfermedad. 

La enfermedad clínica se caracteriza por fiebre. v6mitos y diarrea con -

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

4 



clínicamente más severa que muchas otras enfermedades diarréicas. 

ECEH (Enterohemorrágicas). 

El término ECEH se refiere a cepas como la 0157:H7, que causan un sindr.2. 

me clásico, notable por la diarrea acuosa y sanguinolenta no acompañada por -

leucocitosis fecal en pacientes afcbriles a diferencia de la disentería clás1:._ 

ca por Shisella o ECEI. 

Las cepas ECEH elaboran potentes citotoxinas que son activas en células­

He-Le y células Vero. Una de estas toxinas (toxina Shiga-1 o Verotoxina-1) es 

aparentemente idéntica a la potente citotoxina neuro-enterot6xica producida -

por Shisella dysenteriae tipo l; 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 características patológicas de la infección observadas por microsco­

pia electrónica, muestran el ataque y destrucción de los enterocitos así como 

el del microvcllo, como a una lesión semejante a la causada por cepas ECEP. -

Sin embargo en cerdos la infección por ECEH y ECEP puede diferenciarse clara­

mente por el sitio anatómico involucrado, la severidad de las lesiones y el -

grado de infiltración de polimorfonucleares. ECEP infecta la entrada del in~ 

testino en cerdos, ECEH sólo el colon, las lesiones por ECEP son generalmente 

menos severas y se ha observado infiltración de leucocitos con ECEP, pero no 

con ECEH. 

ECET (Enterotoxigénicas). 

Estas cepas son la segunda clase más importante asociada con diarrea en­

animales neonatos y en el hombre. Se caracterizan por su habilidad para prol..!. 
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ferar en el intestino delgado y por la producción de enterotoxinas. 

La infección por ECET se adquiere por ingestión de agua o comida cont~min!!_ 

da. 

La colonización del intestino delgado se dá por adherencia directa a las -

superficies mucosas, mediante organelos específicos llamados fimbrias (codific!!._ 

das por plásmidos) con las cuales las células bacterianas se unen a los bordes 

ciliados de la célula intestinal permitiéndoles superar el mecanismo peristál -

tico de defensa del intestino delgado. La consecuente producción de enterotoxi­

nas (LT y/o ST) estimula a las células del epitelio intestinal para secretar 

fluidos el lumen, lo cual implica un cuadro diarréico con deshidratación. 

Es de primordial importancia la presencia de estos factores fimbriales de­

colonización para el desarrollo de la enfermedad~ ya que la capacidad adhesiva 

de la bacteria está relacionada con el número de fimbrias presentes en la supe.!.. 

ficie bacteriana de cada cepa. es decir, que la asociación de varios factores -

fimbriales en una misma cepa, hace más efectiva la colonización del intestino. 



II. ~IECASI9!0S DE ADHESION. 

El mayor problema que debe supe•? ar las células bacterianas para adherirse 

o las células animalP.s, es la repulsión de cargas que existe entre ambas. Las -

membranas biológicas , incluyendo las bacterias. tienen generalmente una carga-

neta negati.,·a y pH ácido, con punto isoeléctrico en la región de pH 3. Esto es­

e! resultado de la ionización de varios grupos químicos de ln superficie; en 

gramnegativos por ejemplo, la fuente de cargas negati.vas son lipopolisacáridos­

ácidos y proteínas de la membrana externa, además de polímeros extracelulares -

del glicocálix (23,30). 

De las muchas descripciones acerca de las interacciones fisic.oquímicas en­

tre partículas de carga parecida, la teoría DVLO y sus derivaciones han dJdo ~ 

las descripciones más convenientes. Esta teoría afirma que, los cuerpos rígidos 

con cargas parecidas, están sujetos a fuerzas atractivas y repulsivas que son -

aditivas, pero que varían con la distancia de separación entre los cuerpos. La-

carga y la forma de los cuerpos son importantes y contribuyen significalivamen­

te a las fuerzas de atracción y repulsión. 

Hablando de cuerpos planos; a distancias relativamente grandes (lOnm), las 

fuerzas entre estos cuerpos son más de atracción que de repulsión. es decir, e~ 

tan en el mínimo secundario de energía potencial. Sin embargo las fuerzas de 

atracción a esta distancia son débiles y fácimente reversibles por el f luído de 

arrastre, lo cual resulta en una adhesión reversible. 

A diatancias cortas, aumentan relativamente las fuer7~S repulsivas, con ~ 

respecto a las atractivas. Si las fuerzas de repulsión pueden superarse n dis -

tancias muy cort.as (lnm). entonces hé:!y una at.racci6n mut.ua y se habla de un mí-

nimo primario de energía potencial. A c~tn distancia. 1a atracción entre los 

dos cuerpos es fuerte y no fácilmente re;,;.;:-, si ble. de lo cual resulta una adhe -

~ irreversible. Desafortunadamente la bacteria no posee suficirnte energía 

cinética para superar las fuerzas del máximo de energía potencial y por lo tan-
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to nunca alcanzará el mínimo primario. 

Las fuerzas de atracción y repulsión pueden disminuirse cambiando la forma 

de los cuerpos. Aumentando la curvatura (disminuyendo el radio) hay una dismin.!!_ 

ción en las fuerzas de atracción y repulsión. De esta manera. los cu~rpos cur -

vos están más cercanos al mínimo secundario y requieren menos energía cinética­

para llegar al mínimo primario, la adhesión de la bacteria dQ estructura elips.2_ 

ida! a células con microvellosidades. es energéticamente más favorable compara­

da con un tejido de configuración plana, ya que el micro\·ello tamb.iPn es curvo. 

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

suficiente para permitir que la bacteria alcance el mínimo primario. En un órs!!_ 

no COIDO el intestino delgado. el efecto del fluido de arrastre debido a la pe~ 

ristálsis deberá desalojar a la bacteria resultando en su remoción de la super­

ficie del tejido. 

Las estructuras en las células bacterianas pueden acortar la distancia en­

tre éstas y el tejido. manteniendo el mínimo secundario, pues son. generalmente 

estructuras largas que mantienen a la bacteria a la distancia requerida para -­

que disminuyan las fuerzas repulsivas, y de esto resultará una adhesión irrever­

sible. Tales estructuras deben por necesidad, tener radio relativo muy pequeño 

con respecto a la célula bacteriana y deberán entrar en contacto con el tejido. 

Las adhesinas bacterianas. con radios de 1 a 5 run cumplen este requ~rimiento y­

deben ser adhesinas ideales. Debido al pequeño radio de la adhesina. la intera­

cción molecular entre ésta y el tejido, no necesita depender del efecto de car­

ga; aunque tales fuerzas son importantes. A nivel molecular, la distribuci6n de 

carga es menos importante que la carga total de las estructuras (23). 



III. ADHESINAS FIMBRIALES HUESPED ESPECIFICAS. 

Se sabe que en la patogénesis de las enf ermcdades diarréicas producidas ~ 

por bacterias. como el caso de Eschcrichia coli, el proceso de adhesión tie-

gran importancia, ya que de ello depende la colonización del intestino delg.Q_ 

do y la producción de cuadros diarréicos. 

a. Ocurrencia. 

La adhesión de estas bacterias a 1~ célula huésped se ve facilitada por º.!.. 

ganelos de superficie llamados adhesinas fimbriales y la presencia de estas en­

huéspedes específicos está relacionada con un número relativamente pequeño de -

serogrupos 11 0 11 (21), como se en lista a continuación: 

Adhesina Origen Serosrupo Q 

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/I Humano 015,025,063,078. 

CFA/II Humano 06,08. 

b. Composición Química i. Estructura. 

Las adhesinas fimbriales son polímeros de subunidadcs idénticas de proteí­

na. llamadas pilina (aunque en algunas fimbrias se han encontrado sustituyentes 

no amínoácidos)(23). 

El número de subunidades define el peso molecular y la longitud de la fim­

bria. Los datos obtenidos del análisis de aminoácidos y de la determinación de-
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la secuencia amino tern11nal. muesLran qu(_~ una molécula de est<:J.!:> contiene aprox_i 

madamentc 160 residuos de aminoácidos cnLr~ los cuales hay una gran proporción-

de cadenas no polares (50%) y pocos grupos básicos. lo cual, da a la fimbria c,a 

racterístlcas ncídicas y cxtremadamC11tC hidrofóbicas. 

Una subunidad sencilla también contiene dos residuos de cl.steina los cua--

les parecen formar una unión por puentes disulfuro (24). 

No se conocen todavía las fuerzas que mantienen unidas a csLas subunidades, 

pero incluyen uniones covalentes interpilina. Sin embargo parece ~er que en 

algunas fimbrias son esenciales las uniones disulfuro intrapilina. pues estas -

fimbrias adquieren tres diferentes conformaciones estructurales que dependen de 

la integridad de la unión S-S y que pueden por lo tanto arectar la funcionuli -

dad adhesiva. de ensamblaje o antigénica (23). 

La morfología de estas estructuras filamentosas se aprecia solo por micro~ 

copia electrónica. y en la mayoría de las bacterias gramnegativas se encuentran 

distribuidas en forma perítrica y el número de fimbrias por célula depende del­

microorganismo y las condiciones de crecimiento (temperatura y composición dcl­

medio de cultivo); no se producen a t8°C y los medios nutritivos comerciales no 

son eficaces para la producción. 

So1o se han reportado estudios amplios sobre los factores que afectan la -

producción. del antígeno K99 y 987P. De otras adhcsinas 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 ópti~ 

mos. 

Todo esto es consecuencia de un mecanismo de regulación que determina el -

número y/o la longitud de fimbrias por célula y que es independiente de la 

riación de fase a la que están s~jetas las fimbrias tipo I (l)¡ este mecanismo­

se llama variación cuantitativa y el ejemplo más ampliamente estudiado sobre é~ 

ta corresponde al antígeno K99, al cual se hará referencia más adelante. 
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c. Algunas Propiedades Biolósicas. 

Su naturaleza proLéica confiere a las adhesinas fimbriales huésped especi­

ficas, propiedades antigénicas que han sido de gran ayuda en la detección de e~ 

tos orgenelos por pruebas inmunológicas como son la agluLinación, precipitación, 

ELISA, etc. 

Debido también a dicha antigenicidad. es posible que el h.Jésped que albt~r-

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

inhibiendo la adhesión bacteriana mediante anticuerpos específicos, ya sea por-

síntesis local vía sistema inmune secreLorio intestinal o por vía materna atra-

vés del ca1ostro y la leche (21). 

Las adhesinas f imbriales tienen además propiedades hemaglutinantes que de~ 

pertaron el ínteres de los investigadores, precisamente por su asociación con -

1a presencia de antígenos particulares "Kn, adhesivos para el epitelio intesti­

nal de humanos, cerdos y vacas. 

En 1955 Duguid probó actividad hemaglutinante de varias cepas de Escheri~ 

chia coli y encontró tres grupos (I.II,III) de cepas con diferentes patrones de 

actividad hemaglutinante contra eritrocitos de diferentes especies animales y -

cuatro grupos de cepa~ no aglutinantes y las clasificó de la siguiente manera: 

Todas las cepas del grupo I que aglutinan la mayoría de especies de eritr..2, 

citos probados a· temperaturas entre 0-5°C, que desarrollan mejor en la fase es-

tacionaria del crecimiento y en medio líquido y cuya actividad hemaglutinante -

se inhibe totalmente por la presencia de 0.5% de D-manosa o -<--metilmanósidos,­

son designadas como manosa sensibles (MS), y a éstas pertenecen las fimbrias t.!_ 

po I. 

Las cepas de los grupos que muestran diferentes paLrones de hemaglutina~­

ción a temperaturas de 3-SºC preferentemente, que desarrollan mejor en cultivos 

de agar a 37ºC y cuya actividad ¡emaglutinante no se afecta por la presencia de 

D-manosa, pero sí por temperaturas elevadas, son designadas como manosa resis~ 

tentes eluyentes (MRE) y son las fimbrias huésped especificas. 
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IV. ~ DE LAS ADHESINAS EN LA COW!HZACIO~ DEL EPITELIO INTESTINAL. 

Se ha propuesto que las adhesinas bact.eri3nas interactúan espccff~camente 

con sustancias receptoras localizadas en el hiibi.Lat dE:~ la bacteria. ne est.e mo-

do la adhesión de> bacterias a recept6res específicos. !•n la mucosu drd J.ntesti-

delgado no solamente las habilita para resistir la pcristals1s, sino que,ta!!!_ 

bién asegura que se local icen en un ambiente favorable; lo cual, fac 1 lita la .S.f!.. 

brevivcncia y la subsecuente colonización del tejido huésped. 

Es aparente, sin embargo, que los sitios más probables de adhesión bacte~ 

riana y proliferación, son los bordes pilosos de las células cpiteljnles y ln 

sobrecapa de gel mucoso. Se supone, por lo tanto, que componentes específicos -

de estos sit~os, actfien 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 pil.2_ 

sos son física y quimicamente más estables, además de que son los últimos 

ser influenciados por cambios la composición del contenido lum1nal. 

La superficie de los bordes pilosos está cubierta por una capa rica en ca,!. 

bohidratos (glicocálix) similar a la de otras células eucariote~. El glicocálix 

es sintetizado por la célula, y se compone principalmente de una población het!!,_ 

rogénea de glicoproteínas formando una parte integral de la superficie celular. 

La bacteria se une probablemente a residuos de azúcar del glicocálix. 

La fase inicial de colonización de los bordes pilosos, ocasiona la unión­

de la adhesina posiblemente por la interacción de receptores con una o más de -

las subunidades del filamento bacteriano. Consecuentemente la bact~ria 

la superficie y posteriormente prolifera. 

El ambiente del moco epitelial, es probablemente desfavorable porque remu.!: 

partículas inertes de la superficie epitelial y remueve también bacterias de 

la mucosa; el moco intestinal contiene además receptores para adhesinHs Y por -

lo tanto, bacterias pegadas. 
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Para colonizar la superficie mucosa, parece ser que, el pat6geno requiere­

r.lc"ís que la habilidad potencial para adherirse y para utilizar nutricntci:;, Sin -

embargo, la ausencia de otras actividades microbianas como son, la habilidad P!,l_ 

re superar la remoci6n por secreci6n de moco y la distribución de receptores -

restringen la colonización (30), 
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V. !:h ANTI GENO K99. 

El ant ígcno K99 es unn adhesina encontrada en la mayoría, sino es que en -

todas las cepas de F~c;cherichia colí cntcrotoxigénicas que causan diarrea en ca-

hras y en una tercera parte de todas las ETEC que causan diarrea on cerdos. In-

vivo, K99, promueve la colonización del intestino delgado facilitando la adhe -

sión, por e1 acercamiento entre la bacteria y L'l supuesto receptor (9). 

a. Estructur:.J l. Composición Químic.n. 

El antígeno KCJ9 puro, pnrccc estar compuesto principalmente de proteínas¡ 

menos del 0.6% de carbohidratos y 6.6% de lípidos. Parece ser que está formado-

por agregados de pequeñas subunidadcs de pi l ina ( 5). 

Morfológicnmentc parece ser flexible, y, debido a esta morfología es muy -

dificil de visualizar en los células bacterianas. A menudo, las bacterias K99 -

parecen tener una superficie peluda (23). La estructura flexible está dada por-

el número de subunidades que forman la estructura helicoidal (por, ejemplo, en-

K99 son más numerosas que en el tipo I). 

Representación esquemática de la fimbria 

tiPo I (izquierda) y del antígeno K99 -

(derecha). 
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El peso molecular de una subunid.1d r.s de 19 500 D. Aunque en 1977 Isancson 

reportó inicialmente que el antígeno ~qq era un polímero proteínico compuesto -

de subunidades de dos diferentes pesos moleculares (22 500 y 29 500 D rcspccLi­

vamente) ; postcriormenle en 1981, e.l mismo lsaacson er.pl len esla diferencia de 

pesos molrJculares, de la siguiente manera: 

Las subunidades de K99 contienen una intcrcadena sencilla de puentes disul 

furo, dos residuos de cisteina, que se rompe por un tratamiento con 2-mercapto­

etanol y que se regenera sí éste se elimina. Entonces las subunidades pueden a.!!, 

quirir una o dos conformaciones que parecen tener diferentes pesos moleculares, 

dependiendo de la conformaci6n que adquiero la uni6n disulfuro. 

Una ter.cera conformación ocurre cuando la uni6n disulfuro no se rompe con-

2-mercaptoetanol (9,5). 

Su punto isoeléctrico es de 10.1 (S); esto es una excepción pues la mayada 

de las adhesinas tienen puntos isoeléctricos en el rango de pH 3. 7 a 5.6 y por 

lo tanto, carga negativa (tabla No.l); esta propiedad hace nl antlgcno K99 una-

adhesina particularmente útil, pues las Escherichia coli K99 se adhieren total­

mente a las células del epitelio intestinal 1 en base, a la interacción de car -

gase Aunque se presume que existen receptores especificas para K99 en la super­

ficie intestinal¡ la interacci6n de carga entre K.99 y la célula blanco incremc.!!. 

tará la estabilidad de la cepa bacteriana y con esto la probabilidad del ataque 

irreversible permanente. 

TABLA No.! 

Algunas caractcristicas de adhesinas de cepas ECET. 

ADHESINA DIAMETRO P.H. DE LA UNIDAD l'.!. 

K88 2.1 27 S40 4.2 

987P 20 000 1. 7 

K99 4.8 19 500 10.1 

F41 3.2 29 soo 4.6 

CFA/I 3.2 IS OSB 4,6 

CFA/II 3. 2 13 000 
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b. Ocurrencia, 

La producción del antigcno K99 parece estar relacionada con el antfgeno 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). Hyers y Guineé (22) reportaron la se­

rotipificación de 35 cepas entcrotoxigénicas de Escherichia coli aisladas de C.!!_ 

bras en los Estados U11idos; los serotipos detectados fueron: 08:K25. OB:KSS, --

020:n, 0101 :K30, Posteriormente Guineé y Jan5en ( 1979) describieron los sigui­

entes serogrupas de 74 cepas aisladas de bovinos¡ 08(16'.t), 09(27'.t), 020(3%) y -

0101(54%), (23). 

Otras reportes confirman la frecuente asociación de la producción de K99 -

con grupos 08, 09, ·020 yOlOl. 

El antígeno K99 parece ocurrir también entre cepas porcinas de los serogr,!!_ 

pos 064 y 0101 y ocasionalmente en el 09, F.stos datos indican que aunque K99 -

también facilita la adhesión y colonización del intestino en cerdos, no todas -

las cepas enterotoxigénicas K99 son hábiles para hacerlo. 

Por lo tanto, la ocurrencia del antigeno K99 parece estRr rcstringidn a C!, 

pas bovinas, porcinas y ovinas. 

c. Hemasluti~ación.!. 

J .. os reportc!j relacionados con la actividad hemaglutinante del antígeno 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 hemaglutinación se re!: 

liza a 4°C, en presencia de 0,5% de D-manosa. Esta actividad se inhibe si elª!!. 

tigeno se calienta a IOOºC, durante 15 minutos (29). 

La naturaleza hemaglutinante, así como, adhesiva del antígeno 1<99, se ha -

demostrado por transferencia de este plásmido K99 a una cepa recipiente K99 ne­

gativa¡ la transferencia de este plásmido confiere ambas propiedades a la cepa-

receptota (37), 
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Existen diferencias de activldttd hemaglutinante cuando el antígeno está t,E. 

davia unido a la bacteria y cuando está puro o libre de células; las diferenci­

as son las siguientes: 

~J.:99 

- Aglutina eritrocitos de cobayo, 

oveja y humano tipo O (Orsov y­

cols. ,Tixier y Govet (1975),Bu­

rrolofS y cols.(1976),Morris y -

cols.(1978)), 

).'.99 puro 

- Aglutina eritroci ! os de caballo 

y oveja pero no de cobayo(Isan~ 

son, De Grnaf(l981)), 

- Aglutina eritrocitos de cobayo 

y oveja (Morris y cols.(1978)). 

Los reportes de Isaacson y De Graaf sugieren que las preparaciones utiliz!!. 

das por Horris y cols., contenían una adhesina adicional no idéntica el antíge­

no 199¡ y que es designada como F41, la cual está presente en cepas que tienen-

serogrupos 09 y 0101 (1). 

d. Producción. 

Los estudios que conciernen a la producción de 199 se han intensificado -­

debido a la dificultad que presenta la detección del mismo (principalmente por­

aglutinación en placa) en cepas crecidas en un medio de cultivo comercial común 

donde la producción de antígenos capsulares K enmascara al antígeno JC99 (1). 

Hasta ahora se sabe que los factores que influ1en en la producción del an­

tígeno K99 son: aereo.ción, presencia de glucosa, L-alanina, AMPc y lemperotura 

de incubaci6n (3,27,28). 

Estudios realizados por Guineé y cols.(15), determinaron que la producción 

de K99 se ve favorecida en un medfo semisintético (medio Minen) que contiene m~ 

nos aminoácidos y carbohidratos que un m!!dio nutritivo comerciul común (pues s~ 

prime la producción de antí.genos capsulares K) y con una temperatura de incuba­

ción de 37°C. 
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En 1980 Isnecson demostr6 que la producción neta de K99 ocurre exclusiva -

mente durante la fase logarítmica de crecimiento y declina en la fase csLacion!!_ 

ria~ La expresión de la fimbria parece estar también relacionada con el grado -

de aereaci6n y la concentración de oxigeno, pues células crecidas en aereaci6n 

produjeron seis veces más K99 por célula que las células no aereadns. Esta se -

relaciono con el modelo de colonización intestinal por cepas enterotoxigénicas 

de Escherichia coli K99¡ en el cual se propone que de las células K99 ingeridas 

por el huésped, unn parte de ellas estará en la fose estacionaria del crecimie!!. 

to y tendrá por lo tanto poco K99, la otra parte de las células estará en la f.!!_ 

se logarítmica y tendrá entonces más K99. Estas bacterias ingeridas descicnden­

en el intestino delgado y solo se adherirán al epitelio mucoso aquellas que po­

sean K99¡ dicha adhesi6n se verá favorecida por la concentraci6n de oxígeno en­

ésta área, pues se presume que hay mayor concentroci6n de oxígeno en el epite -

lio que en el lumen. Entonces la colonización del intestino delgado será más i.!!. 

tensiva y extensiva por la existencia de células fimbriedas y de futuras célu -

las hijas (3), 

La glucosa adicionada al medio de crecimiento suprime la producci6n de lo­

fimbria K99~ el grado de supresión se relaciona con el medio basal, es decir, -

la glucosa en un medio rico como el caldo de soya y tripticase!no suprime alta­

mente lo producCión: el AMPc disminuye la represión por la glucosa, mientras -­

que en un medio mínimo la glucosa no afecta significativamente la producción. 

Otro factor que afecta la biosíntesisde K99, es la L-al0nina: células cre­

cidas en un medio que contenga glucosa y L-alanina a una concentraci6n JmM, se­

ven afectadas en la síntesis de subunidade~. Este efecto puede modularse inclu­

yendo en el medio de cultivo otros aminoácidos como la L-treonina o L-isoleuci-

na (27,28). 

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

de sintesis de t\99, pero afecta indirectamente a la membrana celular, la cual,-
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tiene un papel activo en la biosíntesis de K99. 

e. Papel ~.!!!_membrana celular ~_!!.expresión ~ K99. 

Estudios realizados por Isancson ( 1983), revelan el mecanismo de regulación 

para la expresión de K99: 

La expresión de K9CJ,dice', es un proceso regulado que puede dividirse en -

dos pasos: s!:ntesis de subunidades y ensamblaje de la fimbria. Aunque ambos pr.2. 

cesas pueden acoplarse, no necesariamente son simultáneos. 

La fimbria K99 ensamblada aparece en la superficie de F.schcrichia coli du-

rente la fase logarlt.mica de crecimiento, pero la síntesis de subunidades K99 -

ocurre durante el ciclo de vida de le célula. El ensamblaje de subunidndes c>n -

polí.meros de fimbria no requiere sfotesis activa de subunidades. Por lo tanto, 

se concluye que la concentración de subunidades de fimbria en la membrana exter. 

na debe ser adecuada para permitir el ensamblaje sin la síntesis simultánea de-

subunidades. 

No se han encontrado subunidades de fimbria en el citoplasma y sí se ha -­

observado que la sfotesis de subunidades se inhibe a tBºC, por lo cual se pres.!!. 

me que la síntesis ocurre en la membrana interne, y que K99 como prote1na de -

membrana requiere ser transportada de la membrana interna hacia la membrana ex-

terna. 

A rnºc, la membrana de Escherichia coli esté más bien en un estado s6lido­

que lfquido y la secuencia de iniciaci6n necesaria para la síntesis de subunid!!, 

des no puede insertarse en ella o transpor terse de membrana interna a espacio -

periplásmico o membrana externa. puesto que no hay síntesis de subunidades a -

lBºC y como no se encuentran en el citoplasma a 37°C, se deduce que cualquier -

iniciaci6n de cadena de síntesis de subunidades de K99, requiere un sitio en la 

membrana (27). 
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f. Inmunidad. 

Se han publicado varios reportes sobre la inmunJzación pasiva de becerros 

recién nacidos contra la colibacilosis producida experimentalmente, aplicando -

vacuna a sus madres, Estas vacunas consisten generalmente de: células bacteria­

nas K.99 inactivadas con formalina o de fimbria purificada (11, 14). 

El primer reporte indica la presencia de inmunidad en neonatos hacia cepas 

enterotodgénicas de Escherichia coli vía calostro materno y corcsponde a Nar -

san y cols. (1978). 

Margan indujo la formación de anticuerpas 1 mediante la inaculaci6n parent~ 

ral de antígena K99 purificado y observó que la incidencia, duración y grado de 

colonización intestinal disminuyeron después de administrar una cepa viable de-

Escherichia coli K99. 

Posteriormente, Isaac.son (1979}¡ mostró un incremento en los anticuerpos -

anti~K99, tanto en suero, como en calostro de hembras preñadas, después de VOC.!!, 

narles vta parenteral con antígeno K99 purificado. Un estudio similar, realiza­

do por Morris y cals. (1980) reveló que la vacunación produce altos niveles de­

anticuerpos K99 en suero y calostro , que estos anticuerpos son predominonteme.!!. 

te inmunoglobulina G y que mostraron estar asociados con propiedades antiadhes! 

vas (1). 

Todos los datos anteriores apoyen la hipótesis de que el antígeno K99, es­

un factor de virulencia, y que la inmunidad contra éste previene cuadros diarré! 

cos. Un mecanismo propuesto para esta hipótesis es que las anticuerpos pueden -

bloquear la adhesión ya sea inhibiéndola, haciéndolo reversible o ambas cosas. 

Estos anticuerpos pueden también actuar aglutinando u opsonizando a la bacteria 

o inhibiendo otros funciones de la fimbria corno son la movilidad y la utiliza--

ción de oxígeno (14). 

Es aparente, por lo tonta, que el uso de vacunos fimbriales puede ser de -

gran ayuda en lo prevención de muchas enfennedodes. 
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Ml'TOOOLOG!A 

I. Producción l. Aislamiento del Antígeno K99. 

Fundamento: 

Las bacterias están constituidas por un gran número de fracciones antigén! 

cas diferentes i de aquí que puedan utilizarse como antígenos tanto las células­

íntegras o bien sus fracciones aisladas; ya sea antígenos somáticos, flagelares 

o capsulares, dependiendo del tipo de bacterias. En el presente trabajo se abt~ 

vieron antigenos fimbriales de Escherichia coli, mediante desprendimiento de la 

célula bacteriana y su posterior recuperación en precipitaciones sucesiVas. 

Técnica: 

Se utilizó una cepa bacteriana de Escherichia coli 8944K.99. 

Después de tres pnscs sucesivos en medio Mine.a (caldo), las células bacte­

rianas crecidas en cuatro litros de medio, a 37°C, durante lB-24 horas con agi­

taci6n vigorosa, se recolectaron por ccntrifugaci6n n 17 (X)()xg durante 30 minu­

tos y se resuspendieron en lOOml de PB con NaCl l.OM. 

La extrac:ct6n del antígeno K99, se llev6 a cabo mediante el rompimiento de 

las células bacterianas con perlas de vidrio y agitación vigorosa durante 30 mi 

nutos; se recuperó el sobrenadonte después de centrifugar a 17 OOOJ:g durante 10 

minutos a 4°C. 

El sobrcnadante obcenido se precipitó con sulfato de amonio (10.6g/101lnl)­

y agitaci6n constante a 4°C. Después de 30 minutos, el material insoluble se s~ 

par6 por centrifugación a 20 DOOxg durante 10 minutos y el sobrenadante se prC!­

cipitó con 1L3g/100ml de sulfato de amonio en las mismas condiciones, el mate­

rial insoluble se recuper6 por centrifugaci6n a 20 OOOxg durante 10 minutos, se 

resuspendi6 en PB y se dializ6 una noche contra PB. 



II, Purificación del Ant!sl!no K99. 

Fundamento: 

La separación de sustancias por resinas de intercambio iónico, se cosiguc­

por un mecanismo de adsorción reversible que consiste en la fijación inicio! a­

una resina estabilizada de las sustancias a fijar, seguida de su remoción. Si -

los sustancias fijadas tienen diferentes propiedades eléctricas, mediante la V!!_ 

riación de pi! o de la fuerza iónica del eluyente se coseguirá que cada una de -

ella eluyn por separado. En el presente trabajo la elución se hizó por variación 

de fuerza tónica. 

Técnica: 

La mueStra dializada se aplicó a una columna con DEAE-Sephadcx A-50 (0.5 .!. 

a.o cm) equilibrada con PB. Se aplicó un gradiente de NaCl (O a 1.0 H) en PB y­

la absorbancia de las fracciones eluídas se determinó a 280nm en un espectrofo­

tómetro Zeeis PHQ J. 

III. Cuantificación ~ ~ 

Fundamento: 

En el Método de Lovry las proteínas reaccionan inicialmente con los iones­

Cu en solución alcalina y posteriormente el complejo Cu-protetna reducir& a los 

ácidos fosfotúngstico y fosfomolíbdico a un producto colorido con absorbanctn -

máxima a 750nm. 

Técnica: 

La cuantificación de proteínas en éste trabajo se hizo por el llEtodo de -

Lowry usando albúmina sérica bovina como patr6n. 

IV. Hemaglutinación. 

Fundamento: 

Los eritrocitos normales tienen lo capacidad de absorber polisac<iridos y -
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se usan con diversos extractos microbianos crudos o purificados. T.unbié>n pueden 

adsorber \•arios anLigenos en fonru.1 !iirnu1 Uinea y pueden tener recl'ptores cspecí-

fices para diferentes ant is'enos. En l'Ste trabajo se probará In cupat'idad adhe.sj_ 

vn del ant{geno K99, ya que los er.itrocitos de caballo poseen rnceptore$ cspccl 

fices para éste, y en presencia 1le D-mnnosa, se bloquea la posible interferencia 

por fimbrias tipo 1, 

Técnica: 

Para probar actividad hemaglutinantc del ontígrno K99 purificado. se 11t i Ji 

zaron placas de microdiluci6n en l<'ls cuales se trabajaron diluciones dobles cr!: 

cientes del antígeno C21'tl) y se hicieron reaccionar con eritrocitos de caballo 

al 3% (2~) en presencia de D-manosa al 0.5% (2~); las placas se mantuvieron 

a 4°C y después de una hora se observó la hemaglutinaci6n. 

El ensayo pera hemagl utineci6n de la bacteria completa se realiz6 en la~ -

mismas condiciones pero además con eritrocitos de cobayo. 

V. ~ ~ anticuerpos anti-K99. 

Fundamento: 

La célula bacteriana comprende un conjunto de ?18teriales nnLigénicos, cuda 

componente antigénico provoca la formación de un anticuerpo homólogo. En este -

trabajo se utilizó el antígeno fimbria! K99 puri ficndo paro estimular la pro --

ducción de anticuerpos anti-K99, en cobayos. 

Técnica: 

Se utilizaron dos cobayos hembra adullos )' se inocularon según el st gu!cn-

te esquema (40): 

J!!!!....Q.. 

Inyección subcutánea de 10-lO~g de K99 con adyuvante completo de Fn.•und -

en 4-5 sitios del lomo del animal (0. lml por sitio). 

Día B. 

InycccJón subcutánen de 10-S~g de K99 con adyuvante incomplctu de frC'und-
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en ~-5 sitios del lomo del animal (0. lml por sitio). 

~ 

Inyección intramuscular de lO-Sc¡tg de K99 con SSI en las patas traseras -

del animal (0.2ml por pata), 

Sangría de cosecha. 

Se purificó la fracción'( del suero por precipitación con sulfato de amo-

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

VI. Titulación del ~ ~ EQ!. aslutinación en placa, 

Fundamento: 

Al poner encontacto anticuerpos con su antígeno correspondiente, reaccio­

nan con éste formando acúmulos apreciables a simple vista. En este trabajo se-

utilizaron los anticuerpos anti-K99 y s_u antígeno correspondiente, bacterias -

K99 para cuantificar dichos anticuerpos, 

Técnica: 

Un cultivo bacteriano de 18 horas se resuspendió en lOml de SS! y, 5~1 -

de éste se hicieron reaccionar con suero inmune de cobayo a diferentes dilu --

cienes, en una placa de vidrio para observar aglutinación. 

Posteriormente se hicieron reaccionar 2-Vt1 de fimbria purificada con 25}b. 

de suero inmune y 51J'il de bacterias resuspendidas en SS!, en una placa de vi-

drio para observar inhibición de la aglutinación. 

VII. Extracción ..!!!:_ plásmidos .E.QL.. ~alcalina. 

Fundamento: 

En este método la lisis celular se realiza en dos pasos; la formación del 

esferoplasto se consigue por digestión con Ja enzima lisozima en presencia de 

sacarosa~ 18 cual provee una alta presión osmótica externa, protegiendo al esf~ 

roplasto del estallamiento. Para completar la lisis celular se agrega una sol.!:!_ 
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ci6n de SDS/NaOH, la cual además de precipitar lípidos y proteínas de membrana 

proporciona un medio alcalino que provoca la desnaturalización del ADN¡ el re-

torno a la neutralidad por la adici6n de acetato de sodio renaturaliza el A.DN 

del plásmido, La subsecuente centriíugación sirve para remover el ADN cremoso-

mal y los desechos celulares. El ADN del plásmido se precipita con etanol. 

Técnica: 

Una colonia bacteriana se inoculó en 2ml de caldo Muller-Hinton y se hi­

zo crecer durante 12-16 horas a 37°C con agitación vigorosa; lml de este cul-

tivo se centrifugó en una microcentrUuga Eppendorf durante 3 minutos, el pe-

quete celular se resuspendió en 100}1 de solución I fresca y fria y se dej6 -

reposar en hielo durante 30 minutos, Al cabo de este tiempo se agregaron 200.}b. 

de soluci6n 11; el contenido se mezcló por inversión y se colocó en hielo du­

rante 5 minutos. Posteriormente se agregaron lSC)-\1 de solución III, se agitó 

el tubo en un vortex y se dejó reposar en hielo durante 40 minutos, La mues-

~ra se centrifugó durante 20 minutos y 400ftl del sobrenadante se separaron en 

otro tubo para posteriormente agregar lml de etanol absoluto frío; las dos S.Q. 

luciones se mezclaron y el tubo se coloc6 en un baño de hielo seco-etanol ha,! 

te lograr una consistencia viscosa, Después de 5 minutos de centrifugación, -

el bot6n se homogeniz6 con lOOfa de soluci6n III y 2~ de etanol absoluto -

fr{o, el tubo se colocó nuevamente en el baño de hielo seco-etanol hasta lo-

srar viscosidad y ensesuida se centrifug6; el boton se lav6 con lml de etanol 

absoluto y se dej6 secar e cristalización. Finalmente los cristales formados 

se resuspendieron en 51}'{1 de TE pll 8 + l 2J'J.. de 'érde de brornocresol. , 

F.sta última soluci6n se centrifugó durante 5 minut(JS antes de realizar -

la electroforesis en geles de agarosa, utilizando para este fin el liquido S.Q. 

brenadante. 
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VIII. Electroforesis _g,!!. ~ ~ asarosa. 

Fundamento: 

El método de electroforesis en geles de agarosa, permite separar los comp2 

nentl'S de la extracción por lis is ale.ali na en base a sus pl'sos moleculares, y -

como en la agarosa no se produce el efecto de electroendósmosis, todos los com­

ponentes migran hacia el ánodo a pH 8. 

Técnica: 

Se preparó agarosa a una concentración del O. 7% en amortiguador Tris-Bora­

tos Y se disolvió en autoclave a lOlbs de presión durante 5 minutos. Se vació a 

una placa de acrílico de 12.5 x 8.0cm y se dej6 solidificar, 

El gel sólido se colocó en la cámara para electroforesis con 200ml de amo!.. 

tiguador Tris-Boratos y en cada pozo del gel se colocaron 2~1 de muestra trat!!_ 

da por lisis alcalina. Se hizó pasar una corriente de BOvolts durante 2 horas,­

haciendo dos cambios de amortiguador a los 30 y 60 minutos y al cabo de este -

tiempo, el gel se tiñó con bromuro de etidio (0.Yig/ml) durante una hora a tem­

peratura ambiente, Posteriormente, el gel se observó en un transiluminador de -

luz ultravioleta y se fotografió utilizando un filtro rojo y pelicula fotográf.i 

ca Kodak blanco y negro Tri-X-Pan (Rsa 400), durante 30-40 segundos de exposi­

ción. Los geles teñidos se almacenaron a 4°C. 

IX. filill_g ~los anticuerpos especificas en!!!. expresión del plásmido K99. 

Fundamento: 

Al hacer crecer suspensiones bacteria.nas Kg9, l'n presencie de anticuerpos­

anti-K99, se trata de determinar si estos anticuerpos, al reaccionnr antigénic!!_ 

mente con las fimbrias bacterianas, afectan la cxpreslón del plásmido que codi­

fica para estas fimbrias. 

Técnica: 

Un cultivo bacteriano K99 se ajustó a las siguiPntes concentraciones: 
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-300xI06 bucterias/ml. 

- 300 bacterias/ml 

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 

(fracción 'f) como se indica a continuación: 

TABLA No. l. 

POZO No. SUERO COBA YO SUSPENSION BACTERIANA IBACT/ml SUERO 

SMI i <;JJ) 
150 150 3001106 "A" 

6 50 150 300 "A" 
150 150 300xl06 "B" 

150 150 300 "B" 
200 150 3001106 

NORMAL 

200 150 3001106 
NORMAL 

Se utilizó la dilución del suero, siguiente a la última dilución que dió -

aglutinación franca. 

Después de 24 horas de incubación a 37°C, se realizó un plarzueo en agar -

sangre y después. de incubar estas placas a 37°C durante 24 horas, se tornó una -

colonia bacteriana y se procedió a la extracción de plásmidos descrita anteriO.!:, 

mente. 

Estos experimentos se corrieron cada uno por quintuplicado. 
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RESULTADOS 

Para lograr una mayor producci6n del antígeno K99, se empleó un medio de 

cultivo que facilitara la expresi6n de la fimbria y disminuyera la interfere!!. 

cia de los antígenos capsulares bacterianos; este medio de cultivo es el me-­

dio Hinca Y es un medio minimo que da las condiciones óptimas para este fin. 

Durante los ensayos anteriores al empleo de Poste medio, se utilizó el ~ 

dio comercial de soya y tripticaseína, efectuando el desarrollo bacteriano a­

pa:f"tir de un in6culo base de una asada de bacterias en 2ml de medio de culti­

vo 1 aumentando este inóculo cada 18-24 horas a inóculos de 20ml, 200ml,y 200 

ml, de modo de obtener un desarrollo abundante. Sin embargo, aunque el desa­

rrollo fue el esperado 1 na fue posible aislar la fimbria, probablemente por -

las interfernncias antes mencionadas¡ con el empleo del medio Hinca el desa­

rrollo en los in6culos fue el mismo, pero la recuperación del material preci­

pitadu t.un sulfato de amonio aument6 considerablemente y por lo tanto aumentó 

también la producción de la fimbria. 

El antígeno obtenido se hizo pasar através de una columna cromatográfica 

de intercambio iónico, y de las seis fracciones e luidas con un gradiente de -

cloruro de sodio de OH a 1.0M, s6lo se encontró actividad hemaglutinante man.Q. 

sa resistente en la frncción 1 (figura No. 1), las fracciones II a IV aunquc­

muestran en la gráfica picos de alta absorbancia, no presentaron actividad h~ 

maglutinante (tabla No. 2), y probablemente esta alta absorbancia se deba a -

restos de proteínas celulares no fimbriales que no lograron eliminarse duran­

te la precipitación con sulfato de amonio, por lo tanto el antígeno K99 se -

concentró sólo en la fracción I y la cuntificación de proteínas de esta fra­

cción resultó en 420Jf8/ml de extracto purificado, lo cual tomando en cuenta -

el desarrollo bacteriano de cuatro litros de medio de cultivo, es aceptable. 

La presencia del antígeno K99 en la fracción I se confirmó por aglutinación -
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específica de eritrocitos de caballo, como lo reporta la lite-rnturn (1). 

El título de anticuerpos producido por el antigcuo K99 puro inoculado a­

cobayos, fue de 1:65 536 y 1:4096 para los sueros A y R respectivamente, esto 

demuestra la inmunogenicidad del ant.!geno, pues el título fue satisfactorio y 

se detect6 por una aglutinación bacteriana íranca¡ la especiftcid~d de estos­

anticuerpos se determinó al inhibir esta ,1glutinnci6n con el antígeno purif t­

cado, observándose inhibición de la aglutinación en las diluciones 1:1024 y -

1:128 para los sueros A y B respectivamente. 

TABLA No. 2 

GRADIENTE FRACCION ACTIVIllAD 

DE NaCl APLICAIJO HEHAGLllTINANTE 

Cl1 +++++ 

0.2M II 

0.4M III 

0.6M IV 

O.SM 

l.Cl1 VI 

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

K99 en presencia de l>-manosa al 0.05% a 4°C. 

Según la literatura (32, 34, 38), la expresión del antheno K99 está regu­

lada por un plásmido de aproximadamente SOMDa, y para demostrar su presencia­

se realizó elect.roforesis en geles de agarosa, del material extrnído n las -

bacterias 1:99 por lisis alcalina, los geles revelaron la presencia de bandas­

de material genético, presumiblemente plásmidos de diferentes tamaños o dife­

rente corrimiento electroforético, y casi siempre una bando. superior con el -
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mi~mo corrimiento, el cual supon-~inos· es' ei PÍásmido. de z 501'1Da, reportado· en la 

l iterntura, pues- aunque 5:e ·reporta siemp!"e el -p~~o -.~Óle-cula~ ~~i · Plñ~midO, no -

tunemos evidencia de éste en llñ g~l-.de: é'i~ctr,Ófor~siS; . laS: bandas !~·feriares C.2,_ 

rresponden presumiblemente a otros f,lás~idoS o· bien ·a·:_fi"aSmentos del mismo plñ~ 

mido (figura No.3). 

Figura No.2 (a) y (b);. aglutinacíón de eritrocitos de caballo por el -

antígeno K99 purificado (fr.nccifin !), (e}¡ aglutinación de eritrocitos 

de cobayo por la cepa de Escherichia coli K99, (d); frncción II 1 (c);­

fracción III, (f)¡ fracción IV 1 (g); fracción V, (h); frncción VI. En:. 

{d), (e) 1 (f), (g), y (h), no se observa actividad hemaglutinantc .. 
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Pare evaluar el efecto de los anticuerpos especUicos contrn KCJ9, se rcnll. 

zó el corrimiento electroforético de la bacteria K99 cm presencia de suero inm~ 

ne de cobayo y también en presencia de suero normal de cobayo corno control, dc­

estn manera observamos que ln presencia del ptúsmido de SOMDu, no se ve a[ect!!, 

da por los anticuerpos específicos del suero "A", pero sí por los del suero "B',' 

es decir, que el suero "A" es capaz. de aglutinar a la bacteria K99 csped.flca­

mentc, pero no es capaz. de regular la expresión del plásmido {figura No. 3), 
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2 3 4 5 

Figura No. 3 Los ¡10zos marcados con los números 3 y 4 1 corresponden í1 

los controles¡ en el control c 1 , aparecen las bandas df! ¡liásmidos oris.!. 

nales de una cepa K99 crecida en medio Mu.ller-Hinton, el control c 2 , -

contiene la misma cepa K9CJ, pero crecido en presencia de fracción 't dr.-

suero normal de cobayo no inmunizado y se observan lus mismas bandas. 

Los pozos l y 6 corresponden a la cepa KCJ9 crecida en prusencia de suc-

ro inmune "A11 a las concentraciones indicadas en la tabla No, l ,obscrvó.!!. 

dose que este antisuero 110 tiene e(ccto en el patron de bandeo. Los po-

zas 2 y 5 que muestran un patrón incompleto y ausencia de éste respccti. 

vamente, indican un efecto del anLisuero 11 B11 sobre la cepa K99. 



Los resultados presentados aquí, muestran que los anticuerpo~ dirigidos -

contra diferentes epítopcs de la finrhria K99 afectan lu i?xpn•sión del plásmido-

que codifica para la ei:prcsi6n de ésta, pues al observar el corrimiento de los 

plásmidos en las muestras tratadas con suero inmune y compararlos con el con--

trol, es evidente que el plásmido de:::::;. 50 MDa, desaparece cuando 150Jll del ant.!, 

"B" son incubados con 300 bacterias/rol. El mismo suero 11 811 (ISCJl-\1) cunn-­

do se incuba con 300xl0
6 

bacterias/rol induce la desaparición de líts bandas de -

menor peso molecular, sugiriendo un efecto de dilución (figura No.3). 

Nuestrcis datos sugieren diferentes comportamiento de nnticuerpos de ln mi§._ 

ma especie (suero de cobayo), inducidos en iguales condiciones; pero esto no i!!!. 

plica sólo una disparidad de datos pues existen reportes que apoynn lo expuesto, 

como por ejemplo, el de Dougan y cols. (1986), quienes al analizar el comporta-

miento de cepas de Escherichia coli KBB y K99 frente a calostro inmune, observ!! 

ron esta doble respuesta en la expresión del material que codifica para dichos-

antígenos fimbriales y hacen notar que aún cuando las cepas K99 pierden la vir.!!. 

lencia, no pierden la capacidad de expresar el plásmido, al contrario de las e~ 

pas K88 (38), Del mismo modo, Moon y cols (1987). el intentar determinar como -

una cepa K99 pierde los genes que codifican para la expresión de la adhesina -

K99,durante la infección en cerdos lactantes inoculados con una cepa K99, encuen. 

tran que esta doble respuesta s~ dá también, tanto en animales no inmunizad'Js,-

como en los inmunizados específica e inespecificamente contra K99. Reportan ta!!!. 

bién que la pérdida de la característica K99, siempre es secundaria a la pérdida 

de la capacidad para producir enterotoxina, pero que el plásmido puede o no es­

tar presente, independientemente de la presencia de anticuerpos específicos ('32) 

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

respuesta inmune protectora en cuanto a disminuir el grado de colonizaci6n in--
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testinal y por lo tanto evitar el cuadro dinrréico al inoculur sueros hom6logos 

por via oral en cerdos ( 34). 

Recientemente se ha reportado que la respuesta inmune intestinal contra el 

antígeno K99, se debe a una respuesta local, de la cual son responsnblcs <1nti­

cuerpos de las clases IgM, IgA e lgG, pero que éstos últimos san absorbidos de­

le circulación sangufoea{42). 

Se ha sugerido que los anticuerpos dirigidos contra los antígenos fimbrta­

lcs, favorecen la pénlida de la virulencia en cepas ETEC, y que son un importa,!!_ 

te componente de protección en poblaciones animales vacunadas. Teóricamente, e~ 

tos anticuerpos, contribuyen a la pérdida de virulencia suprimiendo el crecimie.!!, 

to bacteriano o removiendo a las bacterias del sistema (32). Sin embargo, los -

reportes descritos previamente indican que lo pérdida de virulencia no es comp!e 

ta 1 y que si esta pérdida de virulencia estaba asociada con la pérdida del plá1'., 

mido asociado a las adhesinas, aún hay que especular a esta respecto, debido o­

que la expresión del pUismido K99, puede o no afectarse por la presencia de an­

ticuerpos especificas. Aunque no se descarta el hecho de que la expresión del -

plásmido juegue algún papel en esta pérdida de virulencia¡ pero entonces hay -

que tomar en cuenta que es posible que intervengan otros factores diferentes a­

las anticuerpos para inhibir la expresión. También es posible que los anticuer­

pos tengan que estar dirigidos contra. uno o más de estos ep!topes de la adhesi­

na, o bien que el anticuerpo unido a la fimbria bloquee la adhesión bacteriana, 

pero que no necesariamente genere algún evento que intervenga el la stntesis o 

regulación del plásmido¡ pero tnl vez si actúe en los procesos de polimeriza -­

ctón y ensamblaje de la fimbria. 

Es importante señalar que no se conoce el nivel de anticuerpos requerido-­

para un efecto protcctivo en una población 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 la pérdida del plásmido K99, para el desarrollo de una va-

cuna. 
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CONCLUSIONES 

1. Las adhesinns bacterianas responsable?s de cuadros diurréicos, son capa­

ces de despertar una rospues-ta inmune tanto o nivel local como a nivel­

sistémico, pero esta respuesta no es del todo preventiva de la enferme­

dad. 

2. Los anticuerpos obtenidos inducen diferente regulación de la síntesis -

del pliísmido, sugiriendo que diferentes epitopes de la fimbria son cap!!_ 

ces de regular la expresión del plásmido. 

3. F.s necesario investigar la relación que existe entre ln pérdida del 

plásmido y la expresión de la adhesina correspondiente. 

4. Localizando los diferentes ep!topes que componen a la fimbria, tal vez 

se logre el desarrollo de una vacuna, 

Con todo lo an_terior concluimos que el trabajo desarrollado es solo el in!, 

cio de una linea de investigaci6n con enfoque veterinario pura la preven -

ción de cuadros diarréicos que obstaculicen el buen desarrollo del gonado­

disminuyendo con ello su aprovechamiento. 
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APENDICE DE REACTIVOS. 

_~~cultivo (Mincal ~l.!!. producción~ K99. 

KH 2P04 ••••••••••••••• 1.Jóg. 

Na 2HP04 • 2H 20 ••••••••• 10. lg. 

Glucosa ............•. lg, 

Sol. trza de sales .. , lml. 

Casaminoác.idos . , .... , lg. 

Agua destilada . , , .• , , lOOOml. 

pH 7. 5 

Esterilizar en autoclave a 121°C,15lbs-.durante 15minutos. 

HgS04• 7H 2 0 •••••• , •••• !Og. 

HnC1 2.4H 2o ........... Ig. 

FeC! 3 .6H 2 0 •..••.••••• 0.13Sg. 

Cac1 2• 2H 2 0 ••••••••••• O. 4g. 

Agua destilada , ..••.. lOOOml, 

Adicionar al medio de cultivo antes de esterilizar, 

_ f1 (Solución amortiguadora de fosfatos O.OSM,pll 7.2-

con l.OH de NaCl.). 

Na 2HP0 4 •••••••••••••• 4.97g. 

Nall
2

P04 .H 20 •••••••••• !.%g. 

NaCI ••••••••••••••••• 58.Sg 

Nall
3 

••••••••••••••••• 0.02% 

Ague destilada . , . , , , , lOOOml, 
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_ ·m. (S[tluci_ó~··am0i-ti8~a~~~-ª de fosfB~os O.lSM,pH 7.2) 

Naci ........ '. .... ; • Bg. , 

KCl •••••••••••••• ,.0,20g, 

Na 2HP04 •••••••••••• l. ISg. 

XH 2P04 .......... , •• 0:2og. 

Agua destilada •••••• lOOOml. 

Preparaci6n J!s.. eritrocitos !!.!!. caballo 1... cobayo .2.!!.!J! -

hemas l u ti naci6n 

.Colectar 5-10 ml de eritrocitos en anticoagulante 

(EDTA 0.1%) • 

• Lavarlos por lo menos tres veces con PBS O.lSH,pH 7.2; 

centrifugando a 2000rpm durante 20 minutos en cada lavado • 

• Resuspender O. 3 ml del paquete de eritrocitos en 10 ml 

de PBS para obtener una solución el 3% v/v. 

D-manosa ••••••••.•• O.OSg. 

PBS ................ 10 ml. 

Disolver la D-manosa en PBS y utilizar esta solución co­

mo diluyente en la hemaglutinación. 

_Reactivos ..e.!!.!.!!.. ll determi.nación ~proteínas. 

SOLUCION "A". 

Nn 2co
3 

............. 2g. 

NaOH .............. 0,4g 

Agua destilada .• , •• 100 ml. 

SOLUCION "B". 

CuS0
4

.s11
2
o .•••••.•• O.Sg/lOOml de agua destilada. 

Tartrato de Na y K •• l.Og/lOOml de agua destilada. 

Mezclar volúmenes iguales antes de usar. 
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REACTIVO "C". 
Solución 11A 11 ............ SOml • 

Solución "B't ............ lml. 

Preparar en el momento de u sor. 

_~patrón~ Albúmina. 

Albúmina sérica bovina ,,,,, lOmg. 

Agua destilada ............. lOml. 

Diluir 1:10 antes de usar. 

Reactivos~ l.!!. extracci6n ~ plásmidos. 

SOLUCION I. 

Lisozimn (2mg/ml) ••••••••• !Omg. 

EDTA O.SM pH e ............ O. lml. 

TRIS BASE pH e, lM ••••••••• 0.125ml. 

·Sacarosa 20% •••••••••••.•••• O. 222.U1. 

Agua desionizada est6ril •• 4,55ml. 

Preparar en baño de hiclo,al momento de usar. 

SOLUCION II. 

NaOH ION O. 2ml. 

SDS al 20% ••••••••••••••• O.Sml. 

Agua desionizada 9. 3ml. 

SOLUCION III. 

Disolver acetato de sodio 3H en un volúmen mínimo de agua. 

Medir pH y ajustarlo a 4.8 con ácido ac~tico glacial. 

Aforar a llitra. 

Esterilizar en autoclave a lOlbs.,durante 10 minutos. 

Almacenar a temperatura ambiente, 

TE pH e.o 
TRIS BASE pH B •••••••••• , JOmM 

EDTA pH e.o ......•....... JmM 
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TRIS BORATOS (5X) 

Tris Base •• , ••••••• 54g. 

Acido bórico ••••••• 27.Sg. 

BDTA 0.05H pH B •••• 20ml. 

Agua dcsioni?.a.da ••• lOOOml. 

Esterilizar a lOlbs., l t 5°C,durante 10 minutos. 

Almacenar a temperatura ambiente, 

Diluir a lX antes de usar,con agua desionizeda estéril. 
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