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RESUMEN: Se determiné el efecto que producfan diferentes valores de pH, solventes y temperaturas sobre la
solubilizacién, la viscosidad y la inocuidad del polisacdrido capsular de Klebsiella pneumoniae (PCK) K8. Las
concentraciones utilizadas fueron: 1%, 2% y 3%.

Los resultados nos indicaron que independientemente de las diferentes condiciones de temperatura, pH y sol-
ventes, el PCK se solubilizé después de 10 a 20 minutos de agitacién constante. El PCK K8 fue inocuo al ratén
tinicamente en las siguientes condiciones: a) PCK al 1% apH de 5y de 9, y b) PCK al 1% disuelto en solucién
salina a una temperatura de 50°C.

Se sugiere la utilizacién del PCK disuelto en las condiciones anteriores para usarlo como sustancia que reduzca
las defensas de un huésped no susceptible.

INTRODUCCION

Bajo ciertas condiciones de cultivo, algunas bacterias producen polisacdridos extracelu-
lares.'? El papel biolégico o las funciones de estos polimeros son poco conocidos, pero
su localizacién sobre la superficie bacteriana sugiere que pueden estar involucrados en
las interacciones de la célula con su medio ambiente.”'?

A partir de 1976, en el Departamento de Microbiologia de la ENCB se han estudiado
algunas caracteristicas inmunolégicas del polisacdrido capsular de Klebsiella pneumoniae
(PCK) K8, tanto in vitro como in vivo.>” Dentro de estos estudios, se encontré que a
2,000 ug/ml el PCK reducia notablemente la resistencia del huésped hacia una infeccién

* Becarios de la COFAA—IPN.
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producida por Salmonella typhi. Este mismo efecto ha sido observado con otras sustan-
cias como la mucina y el citrato férrico *° pero con resultados menos sorprendentes, por
lo que se podrian probar mayores concentraciones del PCK K8 y mejorar dicho efecto.
También se observé que para preparar dicha concentracién de PCK existian problemas
de solubilizacién, los cuales impedian continuar con el estudio usando concentraciones
mds elevadas que son promisorias para su uso como sustancia que favorece la virulencia
de cepas en un huésped no susceptible. Debido a lo anterior y a que se necesitaba trabajar
con concentraciones muy elevadas del PCK, los objetivos del presente estudio fueron:
estudiar algunas propiedades fisicoquimicas del PCK K8 para conocer las condiciones que
permitan su rdpida solubilizacién y determinar si las diferentes condiciones de solubiliza-
ci6n influyen en la toxicidad de dicho PCK al ser inoculado en animales de laboratorio.

MATERIAL Y METODOS

Microorganismo. Klebsiella pneumoniae K8, se aisl6 a partir de un brote de sep-
ticemia.’

Obtencion y purificacion del polisacdrido capsular de K. pneumoniae (PCK). El PCK
se obtuvo y purificé como se ha mencionado anteriormente.’

Determinacion de la pureza del PCK. Los criterios de pureza que se aplicaron al polisa-
cérido fueron dos: la determinacién de proteinas, utilizando el método de Lowry ® y la
determinacién del contenido de 4cidos nucleicos leyendo la absorbancia a 260 y 280 nm.

Condiciones para la solubilizacion del PCK. Para la solubilizacién del PCK se proba-
ron: dos disolventes diferentes, agua destilada y solucién salina al 0.85%; tres valores
depH, 5,7y9, y tres temperaturas, 22°C, 50°C y 70°C. En cada una de las condiciones
anteriores se utilizé el PCK al 1%, 2% y 3 %. Para probar dichas condiciones, se determi-
naron: el tiempo de solubilizaci6n total de la muestra, su viscosidad final y su inocuidad
en ratén, de la siguiente foima:

a) Tiempo de solubilizacion total. Se registr6 el tiempo total requerido para solubilizar
el PCK en las diferentes condiciones.

b) Viscosidad. Se utiliz6 el viscosimetro de Ostwald. También se determinaron los tiem-
pos de flujo de los disolventes sin PCK con la finalidad de usarlos como testigos. La
viscosidad relativa se calculé segin la férmula:

tiempo en que fluye el problema

- - X 100
tiempo en que fluye el testigo

Viscosidad relativa =

¢) Prueba de inocuidad. Se formaron grupos de cinco ratones para cada una de las dife-
rentes condiciones en las cuales fue solubilizado el PCK, y otros dos grupos de cinco
ratones fueron usados como testigos de diluyente y cepa de rat6n respectivamente. Se
inocularon 0.5 ml de cada una de las muestras por. via intraperitoneal. Se registré dia-
riamente el peso de cada grupo de ratones, observando si los animales presentaban
algin signo anormal con respecto a los testigos. )

REsuLTADOS

Preparacion del PCK. El PCK K8 que se aisl6 y purificé como se mencioné anterior-
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mente, contenia 5% de proteinas y de 4cidos nucleicos.

Condiciones para la solubilizacion del PCK. En la tabla 1 se muestran los resultados
del efecto del disolvente sobre la solubilizacién y toxicidad del PCK K8, en donde se ob-
serva que al aumentar la concentracién del PCK se incrementa la viscosidad, siendo ma-
yores estos valores en agua destilada que en solucién salina; ademds, en esta tltima la
solubilizacién es mds rdpida. Con respecto a la prueba de inocuidad se observa que el
PCK, a concentraciones del 1% al 3% en solucién salina y en agua destilada, es téxico
para el ratén.

En la tabla 2 se muestra que el polisacdrido a pH de 9.0 se disolvi6 mds rdpidamente
que a pH 5y 7, observandose ademds, que al incrementarse la concentracién del PCK
se aumento la viscosidad. En esta misma tabla también se observa que el PCK al 1% di-
suelto a pH de 5 y de 9 no es téxico para el ratén. En cambio, cuando el PCK al 2%
y 3% se disolvié en cualquiera de los valores de pH probados, se incrementaron los efec-
tos téxicos del polimero.

En la tabla 3 se muestra el efecto de la temperatura de solubilizacién sobre el PCK K8
al 1%, 2% y 3% respectivamente. Aqui se observa que al disolver al PCK en agua desti-
lada y aumentar la temperatura de solubilizacién, se reduce la viscosidad; pero esta rela-
ci6én no se observa si se disuelve en solucidn salina. Por otro lado, se presenta la respuesta
del rat6n al PCK observandose que éste, al 1% en solucién salina y disuelto a 50°C, es
atéxico, mientras que en las otras condiciones no lo es.

Discusion

Actualmente se ha observado que los polisacdridos capsulares de las bacterias pueden
emplearse en una gran variedad de dreas que van desde las industrias de los formacos
y las cremas, hasta la recuperacién mejorada del petréleo. Para tales propdsitos se han
empleado, entre otros, los polisacdridos capsulares de Xanthomonas campestris y de Ba-
cillus CFW 21!

Otra actividad biolégica de los polisacidridos fue estudiada en Escherichia coli K1, en
la que se observé que el polisacdrido aument? la virulencia de la cepa en ratas recién naci-
das.! Este mismo efecto fue informado por nuestro Laboratorio para S. typhi utilizando
el PCK K8, en un intervalo de concentracién entre 200 y 2,000 pug/ml.? Debido a que
en dicho estudio se obtuvieron resultados muy prometedores para el uso del PCK K8 co-
mo incrementador de la virulencia de ciertas cepas bacterianas, se estudiaron algunas con-
diciones (disolventes, pH y temperatura) que permitieran solubilizar, en forma rdpida,
concentraciones mds altas del PCK que pudieran aumentar atin mds la virulencia de las
cepas bacterianas sin volver téxico al PCK K8, el cual a concentraciones bajas es inocuo.>

Con respecto a los resultados mostrados en la tabla 1, se considera que el PCK K8 a
todas las concentraciones trabajadas y con los diluyentes empleados es t6xico para el ra-
tén, aunque se observé que el tiempo total de solubilizacién con soluci6n salina se dismi-
nuy6 a la mitad. En esta misma tabla se muestra tinicamente el peso promedio inicial por
ratén, ya que no se pudo registrar su incremento de peso debido a la muerte de los animales.

En la tabla 2 se muestra que el tiempo total de solubilizacién fue menor a pH 9. Tam-
bién se observa, que a una misma concentracién de PCK y al aumentar el valor de pH,
no hay una variacién significativa en los valores de viscosidad relativa final. Asimismo,
se observa que al realizar la prueba de inocuidad, el producto resulté ser téxico a pH 7.0



60 ANALES DE LA ESCUELA NACIONAL DE CIENCIAS BIOLOGICAS, voL. 34

en todas las concentraciones del PCK K8, mientras que s6lo fue inocuo a una concentra-
cién del 1% y disuelto a pH de 5 y de 9. Debido a lo anterior se sugiere utilizar al PCK
al 1% en regulador a pH 5, para su posible uso como sustancia inhibidora de los mecanis-
mos de defensa del rat6n y probar concentraciones entre el 1% y 2% para establecer el
limite menor del 2% y mayor que el 1% que sea atéxico.

Con respecto al efecto de la temperatura sobre la solubilizacién del PCK K8 (tabla 3)
se observé que el tiempo de solubilizacién disminuy6 al aumentar la temperatura. Sin em-
bargo, las muestras preparadas en dichas condiciones también fueron t6xicas para el ra-
t6n, a excepcién del PCK K8 al 1% disuelto en soluci6n salina a 50°C.

Al realizar la determinacién del PCK al 1%, 2% y 3% en soluci6n salina a 70°C, se
observé un incremento en el valor de la viscosidad relativa. Posiblemente esto se deba
a algiin cambio conformacional de la molécula, pues fue un dato que no estaba de acuerdo
con lo esperado.

Las condiciones de solubilizacién estudiadas permiten el uso del PCK a concentracio-
nes mayores del 1% y menores del 2% para continuar el estudio del efecto del PCK sobre
la inhibicién de las defensas del huésped citado anteriormente.>’

Ademis, el trabajo podria servir de base para continuar algunos estudios del efecto ad-
yuvante y de agente crioprotector del PCK sobre vacunas, iniciados en nuestro labo-
ratorio. 5!

SuMMARY

The effect of different solvents, temperature and pH upon the solubilization, viscocity
and innocuity of the capsular polysaccharide of Klebsiella pneumoniae (CPK) K8 were
tested. The CPK was used at the following concentrations: 1%, 2% y 3%.

The results so far obtained showed that the CPK dissolved independently of the diffe-
rent temperatures, pH and solvents, it always dissolved after 10 to 20 minutes of constant
agitation. The CPK showed to be innocuos in the mouse model under these conditions:
a) 1% CPK/pH 5 and pH 9, and b) 1% CPK dissolved in saline al 50°C.

According with our results we suggest that the CPK can be used under the previously
described conditions as a substance that decreases the immune response of the host.
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TasLa 1. Efecto del disolvente sobre la solubilizacién y toxicidad del polisacdrido capsular de
Klebsiella pneumoniae K8 (PCK)

Prueba de inocuidad en ratén

Tiempo total | Viscosidad Promedio Promedio Relacion
Producto Disolvente de relativa de peso de peso S/T *
solubilizacién inicial (g) final (g)
(min)
Agua destilada 20 3,000 18.8 ND** 0/5
PCK al 1%
Solucién salina 10 1,035 18.4 ND 0/5
0.85%
Agua destilada 20 5,242 18.6 ND 0/5
PCK al 2%
Solucién salina 10 1,171 18.6 ND 0/5
0.85%
Agua destilada 20 12,000 18.6 ND 2/5
PCK al 3%
Solucién salina 15 6,795 18.2 ND 1/5
0.85%
Testigos de
la prueba de — — — 18.2 23.2 5/5
inocuidad.
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* Relacién sobrevivientes/total

** Prueba no determinada debido a la toxicidad de las muestras (todos, o casi todos los animales murieron).
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TasLa 2. Efecto de diferentes valores de pH sobre la solubilizacién y toxicidad del polisacirido

capsular de Klebsiella pneumoniae (PCK) K8

Prueba de inocuidad en rat6n

Tiempo total | Viscosidad Promedio Promedio Relacion
Producto pH de relativa de peso de peso S/T *
solubilizacién inicial (g) final (g)
(min)
5 16 1,132 18 21 5/5
PCK al 1% 7 15 1,015 18.2 ND** 0/5
9 10 1,042 18 19 5/5
5 15 3,129 18.6 ND 2/5
PCK al 2% 7 15 2,631 18.4 ND 0/5
9 10 3,018 18.4 18.8 4/5
5 15 6,926 18 ND 0/5
PCK al 3% 7 15 6,444 18 ND 0/5
9 10 5,096 18.4 16.8 4/5
Testigos de
la prueba de — — — 18.2 23.2 5/5
inocuidad.

* Relacién sobrevivientes/total
** Prueba no determinada debido a la toxicidad de las muestras (todos, o casi todos los animales murieron.)
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TasLa 3.

Efecto de la temperatura sobre la solubilizacién y toxicidad del polisacdrido capsular de

Klebsiella pneumoniae (PCK) K8

Prueba de inocuidad en ratén
Temperatura | Tiempo total | Viscosidad Promedio Promedio Relacion
Producto Disolvente (°C) de relativa de peso de peso S/T *
solubilizacién inicial (g) final (g)
(min)
Agua 22 20 3,000 18.8 ND** 0/5
destilada 50 15 1,934 18.6 ND 0/5
70 10 1,087 18 ND 1/5
PCK al 1%
Solucién 22 10 1,035 18.4 ND 0/5
salina 50 15 604 18 19 5/5
0.85% 70 10 963 18 ND 0/5
Agua 22 20 5,242 18.6 ND 0/5
destilada 50 15 3,041 18 ND 0/5
70 15 2,490 18.4 ND 0/5
PCK al 2%
Solucién 22 10 1,171 18.2 ND 0/5
salina 50 10 1,222 18.2 ND 0/5
0.85% 70 10 1,724 18.4 ND 0/5
Agua 22 20 12,000 18.6 ND 0/5
destilada 50 15 5,173 18 ND 0/5
70 15 3,383 18.4 ND 0/5
PCK al 3%
Solucién 22 15 6,795 18.2 ND 1/5
salina 50 10 1,764 18.4 ND 0/5
0.85% 70 10 1,832 18 ND 0/5
Testigos de
la prueba de — — - - 18.2 23.2 5/5
inocuidad.

* Relacién sobrevivientes/total.

** Prueba no determinada debi-
do a la toxicidad de las muestras
(todos, o casi todos los animales
murieron).
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