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Estudio de los antígenos superficiales de
dos cepas de Klebsiella pneumoniae.

II. El lipopolisacárido
AGUSTÍN MARTÍNEZ-RAMOS,* A RMANDO ISIBASI**

1. INTRODUCCIÓN

El lipopolisacárido (LPS) es un importante determi-
nante de la virulencia de bacterias Gram negativas
así como de su sensibilidad o resistencia al suero hu-
mano normal. Se ha encontrado que, en general, el

ABSTRACT

Background.  The lipopolysaccharide (LPS) of several Gram
negative bacteria have influence on their virulence and on
the normal human serum (NHS) susceptibility or resistance.
Among several biological roles the LPS has showed to pro-
tect some Gram negative bacteria from being killed by NHS.
Objective.  Purify the LPSs of two strains of Klebsiella pneu-
moniae a serum susceptible one and another serum resis-
tant one. Attempts to make an analysis of their chemical com-
position and the influence that the purified products have on
the lethal activity of the SHN were carried out. Material and
methods.  The LPS of both bacterial strains were purified and
their content in carbohydrates, KDO and fatty acids as well
as their influence against the bactericidal effect of NHS, were
determined. Results.  In relation with their chemical compo-
sition small differences were determined for both purified LPSs
which were more quantitative than qualitative. The purified
LPSs showed a 100% protective effect against bactericidal
activity of NHS. Conclusions.  The chemical composition of
purified LPSs had a high grade of similarity. Purified LPSs
protected serum susceptible bacterial strain from being ki-
lled by NHS.

Key words: lipopolysaccharide protective effect, normal hu-
man serum.

RESUMEN

Antecedentes.  El lipopolisacárido (LPS) de diversas bacte-
rias gram negativas tiene influencia sobre su virulencia y su
susceptibilidad o resistencia al suero humano normal. Entre
otras funciones al LPS se le ha atribuido la de proteger a
dichas bacterias contra el efecto bactericida del suero hu-
mano normal (SHN). Objetivo.  Purificar los LPSs de dos
cepas de Klebsiella pneumoniae una susceptible y otra re-
sistente al efecto bactericida del SHN, hacer un análisis de
su composición química y establecer la influencia que pue-
dan tener sobre la actividad letal del SHN. Material y méto-
dos.  Se purificaron los LPS de las cepas y se les determinó
su contenido de carbohidratos, de KDO de ácidos grasos y
su influencia sobre el efecto bactericida del suero humano
normal. Resultados.  Se determinaron pequeñas diferencias
en la composición química de los dos LPSs las cuales fue-
ron más cuantitativas que cualitativas. Los LPSs purificados
mostraron un efecto protector del 100% contra la actividad
bactericida del suero. Conclusiones.  Desde el punto de vis-
ta de su composición química los LPSs purificados fueron,
en general, muy parecidos entre sí. Se determinó la capaci-
dad del LPS de proteger a la cepa sensible contra la activi-
dad bactericida del suero humano normal.

Palabras clave: lipopolisacárido efecto protector, suero hu-
mano normal.

LPS influye notablemente en estas propiedades y que
las bacterias Gram negativas cuyo LPS es de tipo liso
y completo, incluyendo la cadena lateral O son viru-
lentas y resistentes al suero. Por otra parte, las bacte-
rias que tienen el LPS rugoso o incompleto, general-
mente carente de la cadena lateral O, son avirulentas
y susceptibles al suero. Lo anterior es válido para
bacterias Gram negativas tan diferentes como Kleb-
siella pneumoniae, Francisella tularensis, Pseudomo-
nas aeruginosa, Campilobacter jejuni, Acinetobac-
ter baumanii y otras.1-6

Martínez Ramos y Capetillo Paredes7 aislaron una
variante de Klebsiella pneumoniae resistente al suero
humano normal (SR), a partir de la cepa sensible (SS),
las cuales se han utilizado para hacer estudios com-
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parativos desde los puntos de vista fisiológico, bioquí-
mico y genético, encaminados a la determinación de
algunas similitudes o diferencias que pudieran ser las
determinantes de la susceptibilidad o resistencia al sue-
ro humano normal de dichas cepas.

En este trabajo se describe la purificación de los
LPSs de las dos cepas bacterianas a los cuales se les
establecieron algunas características de su composi-
ción química y se puso de manifiesto su efecto protec-
tor de las bacterias contra la actividad letal del suero
humano normal.

2. MATERIAL  Y MÉTODOS

2.1. Cepas bacterianas: Se trabajó con dos cepas de
Klebsiella pneumoniae una sensible y otra resis-
tente al suero humano normal,7 las que se conser-
varon por resiembras periódicas en agar infusión
de cerebro y corazón (agar BHI).

2.2. Obtención de los lipopolisacáridos. Los lipopoli-
sacáridos, se prepararon a partir de las dos cepas,
por el método de extracción con fenol-agua de
Westphal8 y por el método de Darveau y Hanckock.9

2.3. A los lipopolisacáridos se les hicieron las siguien-
tes determinaciones analíticas:
2.3.1. Determinación de carbohidratos totales de

acuerdo con el método de Dubois et al.10

2.3.2. Determinación de 2-ceto-3-desoxioctoluso-
nato (KDO) por el método de Karkanis.11

2.3.3. Análisis por cromatografía de gases de los
carbohidratos y de los ácidos grasos. Se ob-
tuvieron los derivados metilados de los car-
bohidratos y de los ácidos grasos de los
LPSs. Las condiciones de la cromatografía
fueron las siguientes:
Cromatógrafo: Perkin Elmer. Columna:
DEGS al 3%. Temperatura de la columna:
185°C. Gas acarreador: Nitrógeno (40 mL/
minuto). Temperatura del inyector: 260oC.
Temperatura del detector (FID): 280oC. Ve-
locidad del papel: 40 mm/minuto. Al apa-
rato se le inyectaron 5 µL de las muestras.
Para la determinación de los carbohidratos
se utilizaron diversas hexosas como testi-
gos. Para la determinación de los ácidos
grasos se utilizaron como testigos los pro-
ductos de 12 a 24 átomos de carbono, el

ácido β-OH-mirístico y el ácido linolénico
(ácido ∆ 9-12-15 octodecatrienoico). La
identificación de los componentes de los
LPSs se hizo por comparación de los tiem-
pos de retención de los testigos y de los pro-
blemas. La comprobación de la identidad
de los componentes de los LPSs se hizo de
la siguiente manera: se inyectaron al cro-
matógrafo 2.5 µL del testigo correspondien-
te e hizo el corrimiento cromatográfico. Se
obtenía un pico con un área determinada.
Después se inyectaron 2.5 µL de problema
y al tiempo de retención correspondiente al
testigo se obtenía un pico con un área equi-
valente a la de éste. Por último se inyectó al
aparato una mezcla con 2.5 µL del testigo y
2.5 µL del problema. Se corrió la muestra y
cuando los compuestos eran idénticos se
obtenía un pico con un área del doble de
tamaño del área del testigo o del problema
cuando se analizaron por separado.

2.3.4. Influencia de los LPSs purificados sobre la
actividad bactericida del suero humano nor-
mal. Esta determinación se hizo de acuerdo
con un método ya descrito7,12 el cual en for-
ma resumida se desarrolló como sigue:
En una placa de plástico, de 24 pozos, para
cultivo de tejidos, se colocaron suspensio-
nes de la bacteria sensible al suero SS, sue-
ro humano normal y las muestras de LPSs
purificados en volúmenes de 100 µL de cada
uno de los componentes de la mezcla. Los
productos del sistema de reacción se mez-
claron por agitación de la placa y se toma-
ron alícuotas para hacer una cuenta viable
al tiempo cero del experimento. La placa se
incubó a 37oC por 60 minutos, tiempo des-
pués del cual, se tomaron nuevas alícuotas
para repetir las cuentas viables. Los resul-
tados se determinaron por comparación de
las poblaciones bacterianas iniciales y so-
brevivientes después de la incubación.

3. RESULTADOS

3.1. Análisis de los LPSs. Los LPSs de las cepas de
trabajo, purificados por los dos métodos8,9 se so-
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metieron a una serie de análisis cuyos resulta-
dos, en conjunto, fueron considerados más como
un criterio de pureza de los LPSs, que como un
interés particular de conocer su composición quí-
mica y su estructura.

3.1.1. Los resultados de los carbohidratos determina-
dos por cromatografía de gases, son los del cua-
dro 1. Se establecieron las relaciones mostradas
en el propio cuadro.

3.2.1. En el cuadro 2 se ilustran los resultados de los
ácidos grasos determinados a partir de los LPSs.

3.3.1. Los carbohidratos totales se cuantificaron úni-
camente para las muestras de LPSs obtenidos por
extracción con fenol-agua,8 y se obtuvieron los
resultados que se muestran en la figura 1.

3.4. En la figura 2 se representan las concentraciones
de KDO determinadas a las muestras de LPS pu-
rificadas de acuerdo con los métodos descritos.8,9

3.5. Influencia de los LPSs purificados sobre la acti-
vidad bactericida del suero humano normal. El
principal objetivo del trabajo fue determinar el
efecto protector que los LPSs purificados tenían
contra la actividad bactericida del suero humano
normal sobre Klebsiella pneumoniae cepa SS. Esta
determinación se hizo mediante el ensayo descri-
to en trabajos previos.7,12 Los resultados de este
ensayo están ilustrados en la figura 3.

4. DISCUSIÓN

El LPS tiene una serie de características que lo hacen
una molécula única y muy especial por ejemplo: su
composición química, su intervención en la virulencia
de algunas bacterias Gram negativas y su intervención
como determinante en la susceptibilidad o resistencia
bacteriana al efecto bactericida del suero humano nor-
mal (SHN). El peso molecular y la composición quí-
mica de la molécula son de capital importancia en es-
tos fenómenos, así los LPSs de alto peso molecular y
de tipo liso, en general, determinan que las bacterias
Gram negativas sean virulentas, lo contrario es cierto,
es decir, LPSs de bajo peso molecular y rugosos son
característicos de las bacterias sensibles al suero y de
las avirulentas.3,4, 6,12-16

En este trabajo se utilizaron dos cepas de Klebsiella
pneumoniae,7 una sensible al suero (SS) y otra resis-

tente al producto (SR). Los experimentos se encamina-
ron a la determinación de una serie de propiedades de
los LPS de ambas cepas, con la intención de hacer un
estudio más comparativo que analítico de las cepas y
de los LPSs.

Los resultados, en conjunto, permitieron establecer
que los LPSs de las dos cepas de estudio son muy pare-
cidos entre sí desde el punto de vista de su composición
química y de su papel como inhibidor de la actividad
bactericida del suero humano normal, contra la cepa SS.

El cuadro 1 señala algunas diferencias entre los car-
bohidratos componentes de los LPSs, en función del
método utilizado para su purificación. Para el producto
purificado por el método de Westphal,8 se determina-
ron tres monosacáridos en las proporciones señaladas
en el propio cuadro. Para el LPS de la cepa SS, las con-
centraciones de carbohidratos son muy parecidas en-
tres sí. En cambio, para el LPS de la cepa SR, la rela-
ción está francamente a favor de la galactosa (11.1 ve-
ces más que glucosa y 4.8 veces más que manosa). Por
el método de Darveau,9 sólo se determinaron dos mo-
nosacáridos como componentes de los LPSs. Para las
dos cepas se encontraron concentraciones ligeramente
mayores de manosa que de glucosa. La composición
química de los LPSs de diversas bacterias tiene una
amplia variedad. Se debe de tomar en consideración
que los análisis de nuestros productos fueron muy ele-
mentales pero la composición química que se determi-
nó con relación a los carbohidratos es similar a la de
otras muchas bacterias.9,17-21 Cuantitativamente, la con-
centración de carbohidratos totales (figura 1), fue lige-
ramente superior para el LPS de la cepa SS que para el
producto obtenido a partir de la cepa SR, cuando ambos
productos fueron purificados por el método de Wes-
tphal.8

Se pueden hacer consideraciones semejantes con
respecto a los ácidos grasos componentes de nuestros

Cuadro 1.  Relación de carbohidratos determinadas a las
muestras de LPSs.

Cepa SS Cepa SR

Método de purificación Carbohidrato/relación

Extracción con Man-Gal-Glu/ Man-Gal-Glu/
fenol-agua (8) 1.0-1.8-2.4 2.3-11.1-1.0
Método de Darveau (9) Man-Glu/3.3-1.0 Man-Glu/2.8-1.0
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productos (cuadro 2). Los dos LPSs de ambas cepas,
purificados por dos métodos, dieron una composición
química sensiblemente parecida entre sí, aunque por
el método de Darveau9 no se encontró el ácido linolé-
nico. No tenemos explicación para esto último.

La figura 2 muestra que la concentración de 2-ceto-
3-desoxi-octolusonato fue mayor para los LPSs obte-
nidos por el método de Westphal8 que para el prepara-
do por el método de Darveau,9 lo cual es cierto para
ambas cepas.

Llama la atención el hecho que, dentro de algunos
límites, los productos analizados a partir de los LPSs
de ambas cepas de trabajo de los carbohidratos totales,
el KDO y los ácidos grasos, los rendimientos fueron
superiores para el LPS preparado por extracción con
fenol-agua8 que por el método de Darveau9 lo que su-

giere una menor degradación de los productos con el
primer método.

Es un hecho ampliamente conocido que el LPS tie-
ne efecto protector contra la actividad bactericida del
suero humano normal.2-4,6,7,13-16,22,23 De acuerdo con los
resultados de la figura 3, nuestros LPS protegieron a la
cepa SS contra el efecto letal del suero. Los resultados
se interpretan como sigue: en la columna 1 se repre-
senta la población sensible al suero en ausencia de éste;
la columna 2 es la de la misma población después de
60 minutos de incubación a 37oC; la supervivencia fue
de un 100%. La suspensión bacteriana sometida a la
actividad del suero se encuentra representada en la
columna 3, dicha actividad bactericida fue del 100%,
no hubo supervivientes. Las columnas 4, 5, 6 y 7 son
las de los sistemas en los que las bacterias se incuba-

Simbología de la figura

Barra Muestra
1 LPS de la cepa SS

2 LPS de la cepa SR

Figura 1.  Concentración de los carbohidratos totales de los lipopo-
lisacáridos preparados por extracción con fenol-agua (8), a partir
de dos  cepas de Klebsiella pneumoniae (SS y SR).
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Simbología de la figura

Barra Muestra
1 LPS de la cepa SS preparado con fenol-agua
2 LPS de la cepa SS preparado según Darveau
3 LPS de la cepa SR preparado con fenol-agua
4 LPS de la cepa SR preparado según Darveau

Figura 2.  Concentración de 2-ceto-3-desoxi-octolusonato (KDO) de
los lipopolisacáridos preparados por extracción con fenol-agua8 y
por el método de Darveau9 a partir de dos cepas de Klebsiella pneu-
moniae (SS y SR).
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Cuadro 2.  Ácidos grasos determinados a las muestras de LPSs.

Método de purificación Cepa SS Cepa SR

Ácido graso

Extracción con fenol-agua8 β-OH-mirístico β-OH-mirístico
Palmítico Palmítico
Esteárico Esteárico
Linolénico Linolénico

Método de Darveau9 β-OH-mirístico-palmítico-esteárico β-OH-mirístico-palmítico-esteárico
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ron en presencia de suero con la adición de los LPS; la
altura de las columnas demuestra que en presencia de
estos LPS el suero no tiene ninguna actividad bacteri-
cida ya que la supervivencia de las bacterias fue total.

Es evidente que las diferencias establecidas entre la
composición química de los LPSs de las dos cepas de
Klebsiella pneumoniae, no tienen ninguna influencia
sobre la actividad inhibitoria de los compuestos contra
el efecto bactericida del suero humano normal, puesto
que, independientemente de dichas composiciones
químicas, ambos productos mostraron un efecto pro-
tector del 100%.
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