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RESUMEN.

Se realizaron experimentos de conjugacidn bacte-
riana entre cepas donadoras con alto contenido y cepas receptoras -
con bajo contenlido de antTgeno con el fin de conocer si el control
genético de 1a produccién de antigeno comin de enterobacterias =« -
(ECA) estaba controlado genéticamente por un plismido transmisible
en cepas de Escherichia coli. El andlisis de las transconjugantes
de estas’cruzas mostré que no existié aumento en el contenido de -
ECA después de las conjugaciones; por el contrario en la mayoria de

"las transconjugantes estbdiadas se encontré un descenso en la pro-
duccién de ECA. Dos transconjugantes derivadas de progenitores in-
capaces de producir secreciSn a nivel intestinal fueron capaces de
dilatar asas ligadas de intestino de conejo. Estas cepas secreto-
ras tenTan un contenido de ECA bajo (< 1:4), Se discute la posible
implicacidp de estos resultados en la produccidn de diarrea en huma
nos.



I{NTRODUCCION.

Las infecciones enterales y la desnutricidn contindan -
siendo los enemigos piiblicos nimero uno en cuanto a mortalidad en -
nifios menores de 5 afios de condicidn socioecondmica baja (1).

besde fines del Siglo pasado se sabe que la diarrea in-
fecciosa puede asociarse con el aislamiento de diferentes bacterias,
virus y pardsitos. A partir de la década de los 50 se comenz6 a =~
conocer cémo estos microorganlsmos eran capaces <= asociarse con -
células del epitelio intestinal para causar secrecién de agua y -
electrolitos. La enfermedad, cuando es de causa infecciosa, gene-
ralmente se autolimita en un perfodo de 3 a & dias, encontrandose

s6lo en raras ocasiones el patSgeno causante.

Existen varios estudios sobre etiologia de diarrea tan=-
to en medio urbano como en medio rural de pafses en desarrollo (2,
3, 4). Los resultados obtenidos en estos estudios demuestran gque -
la diarrea prevalece donde el saneamiento ambiental e higiene perso
nal son deficientes (2, 3, 4). La enfermedad afecta Fundamentéimgg
te a lactantes y a nifios, lo que indica un clerto grado de inmuni-
dad que se adquiere con la edad. A nivel de comunidad, la epidemio
logfa es similar a la de otras enfermedades infeccicsas. Todo esto
tleva a la conclusidn de que si la higiene personal y del medio - -
ambiente mejoraran, la dlarrea infecclosa tenderia a hacerse espord
dica.

En estudlos realizados en Guatemala y Bangladesh (1) se
demuestra que la alta incidencia de diarrea est@ asociada a varia-
bles sociocecondmicas como son poca educacién, mala higiene personal
y ambiental y bajo poder adquisitivo.



La alta mortalidad asociada con diarrea podria
reducirse dr&sticamente si todo paciente afectado recibiera trata-
miento adecuado y oportuno, ya que el proceso letal se debe a 1a -
deshldratacién y al desequilibrio electrolTtico causado por el exce
so de secrecidn y la falta de absorcidn a nivel intestinal. Recien
temente la Organizacién Panamerlcana de la Salud (OPS) abrié un Cen
tro de Estudios Ecoldgicos para la América Latina donde una de sus
funciones serd la de-organizar programas multidisciplinarios para -

la prevencidn y control de enfermedades enterales.

Uno de los campos importantes a estudiarse a fin
de poder controlar estas Infecciones es 1a habilidad .patdgena de -
los microorganismos asoclados como posible causa del proceso infec—
cioso. EI desarrolio de vacunas hechas a partir de proteTnas bacte

rianas o virales es una opcién a corto plazo en la prevencidn de

estas enfermedades.

Dentro de los microorganismos asociados comunmen-

te a procesos diarreicos se encuentra Escherichia coli (E. coli), -

1a cual seré parte del objeto del presente trabajo.

A mediados de los afios 40 algunos investigadores
comenzaron a asociar el aisiamiento de cierto tipo de cepas de -~ =~
E. coll con la presencia de gastroenteritis severas en lactantes, =
Los resultados de estas investigaciones iniciales fueron inconclu-

' sas porque iinicamente se utilizaron métodos bioquimicos para dife-
renciar las cepas aisladas de lactantes con diarrea, comparandolas

con las encontradas en cultivos de individuos sanos.

Bray y Beaven (5) entre 1945 y 1948 en la Gran -~
Bretafia fuercon los primeros en reposrtar una a;ociaclén entre el ais

lamiento de cliertos tipos de E. coli con brotes de diarrea Infantil.



Estudiando casos de 'diarrea del Verano'' estos autores aislaron ce-
pas de E. coli que posteriormente fueron catalogadas como pertene-
cientes al serotipo 0111:8h4 del esquema de Kauffmann (6}. Al mismo
tiemps, y en forma independiente, Varela, Aguirre y Carrillo (7) en
la Ciwdad de México aislaron una cepa de E. coli, a 1a cual 1lama-

ron Escherichia coli-gomez de un nifo muerto por diarrea. Este mis

mo tipo de hacteria se aisld posteriormente de otros pacientes. -
Varela y colaboradores (7) comprobaron que los antfgenos somdticos
de la E. coli-gomez cruzaba antigénicamente con los de Salmonella -
adelaide (antigeno 035). Esta E. coli fue posteriormente tipifica=-
da también como 0111:Bh con el esquema de Kauffmann (6).

El segundo serotipo de E, coli que tuvo importan-
cia por asociarse con epidemias de diarrea fue descrito por Giles y
colaboradores (8). Kauffmann y Dupont (9} lo tipificaron como per-
teneciente al grupo E. coli 055 conteniendo un nuevo antigeno capsy
lar B5. Estos antigenos "capsulares'' denominados B, cayeron en des
uso posteriormente, aceptandese en la actualidad que los antigenos

somaticos 55 y 111 estdn asociados con antigenos flagelares de tipo
2.

Desde 18945, se han alslado cepas de E. coli =- -
055:H2 y 0111:H2 de epidemias y casos esporidicos de diarrea infan-
til en casi todas las partes del mundo.

a) Caracteristicas bioquimicas.

La E. coli debido a su pequefiez y facilidad de -
cultivo bajo condiciones de laboratorio es el organismo mds estudia
do em }a actualidad. La célula promedio tiene forma cilindrica, -
mide 2 &4 de longitud y 1 4 de diadmetro; su peso es de 2 X 10712 g-



(10}. Se trata de un cocobacilo gram-negativo aerohio o anaerobio

facultativo, espordgenoc, que crece a temperaturas entre 20 y 40°C -

(10). La mayor parte de estas bacterias son méviles aunque las hay

no moviles; las. formas mdviles tienen flagelos (10}. Algunas po- -

seen también cdpsula y por lo tanto tienen antfgeno K. Desde el -

punto de vista de identificacidn bioquimica las cepas son catalasa

positiva, oxidasa negativa; la mayorfa son capaces de fermentar glu
cosa y lactosa con o sin produccidn de gas; 1a reaccidn de rojo de
metile es positiva, la prueba de Voges-Proskauer es negativa y no -
hay produccidn de &cldo sulfhidrico (10}.

alanina, malonato ni clitrato de sodio.

No utilizan urea, fenil-
Usualmente fermentan la lac
tosa rapidamente, aunque algunas cepas la utllizan lentamente. Las
bacterias descarboxilan lisina, arginina y ornitina (10).

b) Caracteristicas serolégicas.

Como se menciond anteriormente Kauffmann y colabo
radores (6]} establecleron un método para tipificar cepas de E. coli
a través del esquema que utiliza los antigenos que poseen estos mi-
croorgani simos en su superficie. El interés en los miembros de este
youwero aumentd al encontrarse una asociacidn entre el aislamiento -
del germen, los procesos diarreicos, las infecciones adquiridas en

centros hospitalarios y las enfermedades en animales. Como resuita

do de este inter@s, el cuadro antigénico de E. coli actualmente se
compone de 170 ant{genos somdticos, 102 antigenos capsulares y 56 -

antigenos flagelares (11}.

El antfgeno somdtico ''0", compuesto de complejos
fosfollpidos, polisacdridos y hexosaminas, es resistente a inactiva
cién por temperaturas entre 1QQ y 121°C. Estos ant{genos son resis
tentes tamkién al alcohol y al &cido diluide (11}.



E1 antfgeno capsular 'K', que enmascara la agluti
nacién del antigeno “0', es de origen polisacdrido y por lo tanto -
puede ser inactivado a temperaturas de 100°C. E1 antigeno flagelar
"'"H'', de origen proteico se inactiva rapidamente a temperaturas de -
100°C. La tipiflcaclGn de un serotipo de E. coli no conocide depen
de de la determinacién de sus antigenos 0, Ky H (11).

e} Caracteristicas patogénicas.

De acuerdo con la revision sobre el tema hecha =~
por Rowe en 1979 (11) 1a identificacidn Inicial de E. coli se hizo
a partir de heces de nifios con diarrea en 1885, posteriormente se -
demostrd que se podian aislar organismos similares de nifios y adul-
tos sanos. El descubrimiente progresivo de caracteristicas patogé~
nicas diferentes en algunos tipos de E. coli permitid su clasifica-
cidn en cuatro grandes grupos en la actualidad.

Posterior a los estudios ya mencionados en los -
afios 40 y 50, en 1961 Taylor reporté 17 grupos som3ticos de E. coli
relacionados con epidemias de enteritis Infantil. A estos serogru-
pos se les denomind enteropatSgenos. Anterior a conocerse ta etiolo
gia de estos cuadros se pudo comprobar que las epidemias de diarrea
en cuneros podfan controlarse mediante €l uso de medidas higighicas
estrictas del personal y de los alimentos que ingerfan los nifios. -
Los estudios con voluntarios humanos demostraron que las cepas deno
minadas enteropatSgenas (EPEC) eran capaces de producir diarrea en
individuos de diferentes edades (11). Sin embargo el mecanismo por
el cual producen secrecidn a nivel intestinal permanece ailin sin es-

clarecerse en su totalidad.



Las cepas EPEC tienen gran hahilidad para coloni~
zar la mucosa del intestino delgado‘provocando inflamacidn y acumu-
lacidn de 1Tquido en asas ligadas de intestinc de conejo (11). Re-
cientemente se ha visto que algunas EPEC producen una citotoxina de
caracter proteico con capacidad para destruir c€lulas de cultivo en
el laboratorio muy semejante a la que produce Shigella dysenteriae
1'(11). La relacién entre la presencia de diarres y la produccidn

de esta citotoxina se encuentra en estudlo en la actualidad.

De acuerdo con Rowe (11) en 1953 De y Chatteryee
en la India demostraron que algunas cepas de E. coll alsiadas de =
pacientes con diarrea tipo cSlera eran capaces de producir exotoxi-
nas similares a las producidas por Vibrio cholerae 0I. Estudios -
posteriores confirmaron que existia un grupo nuevo de E. coli al =~
cual se le denominS enterotoxigénico (ETEC). Este descubrimiento -
causd gran controversia al demostrarse que cepas EPEC eran incapa-
ces de producir este tipo de enterotoxinas poniéndose en duda la
capacidad patdgena de este {iltimo tipo de microorganlismos. La con-
troversia fu2 resuelta en 1978 cuando Levine y colaboradores, demos

traron nuevamente que cepas EPEC aisladas varios afios antes en epi-

demias de cuneros en la Gran Bretafia eran capaces de producir dia-

rrea en adultos sanos inoculados oralmente con estas bacterias.

A partir de su descubrimiento se confirmé que las
cepas ETEC constituyen la causa m3s frecuente de diarrea en nifios -
pequefios y en turistas que viajan de paises desarrollados a paises
con deficiente higiene ambiental (11). Estudios recientes en va- -
rfos paises en desarrollo han mostrado la alta incidencia de aisla-
miento de cepas ETEC en nifios con diarrea de diferentes edades (171).



Las cepas ETEC son capaces de producir dos tlpos
de enterotoxinas:. una 15bil al calentamiento (LT), que es una pro-
teina de alto peso molecular (286,000) compuesta por dos subunida=-
des, una A y una B (12). La subunidad A, con un pesc molecular de
alrededor de 25,000 es la-fraccidn activa de la proteina. La sub~-
unidad B compuesta por cinco mondmeros, cada uno con peso molecular
aproximado de 11,500; es la fraccidn que permite a la toxina adhe~
rirse al ganglidsido GM, (12), que es su receptor especifico en 1ia
célula epitelial. La deteccidn de LT puede hacerse por diferentes
pruebas de laboratorio, las mds usadas son de dos tipos: las que ~
utilizan lTneas celulares de cultivo de tejidos y las que se reali-

zan por ensayo inmunoadsorbente enzimdtico (ELiSA) (12).

La otra enterotoxina, que es estable al calenta-
miento {ST). es una proteina de bajo peso molecular (=1,800), re-
sistente al calentamiento a 60°C por 15 minutos (12). Existe mis -
de un tipo de ST: una & que es soluble en metanol y activa en el -
intestino de ratones lactantes, una b Insoluble. en metanol, (nacti
va en el intestino de ratones lactantes pero con actividad en asas
ligadas de intestino de lechones (12). E!l iinico método accesible -
para investigar la presencia de ST es la inyeccidn intraga@strica de
cultivos filtrados de cepas de E. coli a ratones de tres dias de -
edad (13).

La produccidn de enterotoxinas no es suficiente -
para que una cepa ETEC produzca diarrea en animales experimentales;
el microorganismo debe ser capaz de adherirse y colonizar &reas de
flujo rapldo en el intestino y competir con gran cantidad de gérme-
nes de la microbiota local. Para colonizar estas dreas del intest]
no las cepas ETEC han desarrollado apéndices proteicos de tipo fim~
briado que les permite adherirse a receptores especificos en la - -



célula intestinal (14). A estos fimbriae se les ha denominado fac-
tores de colonizacidén (14).

En 1947 se describieron por primera vez cuadros -
de diarrea asoclados con el alslamiento de cepas de E. coli con ca-
pacidad para invadir el epitelio intestinal en soldados de los Esta
dos Unidos en servicio en la zona del Mediterrdnec (11). Estas ce-
pas tenian habilidad para causar diarrea de tipo disentérico con -
caracterfsticas bloquimicas y seroldgicas similares a cepas de - -
Shigella. En estudios posteriores se ha demostrado la habilidad -
Iinvasora de estas bacterias a c€lulas epiteliales y su multiplica-
cién intracelular a lo largo del intestino de conejos y cuyos, pro-
duciendo inflamacién y ulceracién hemorrdgica en el colon (11}, -
Estud{os genéticos han demostrado gque la penetracion de Shigella y.
de cepas enteroinvasoras de E. coli (EVEC) a células epiteliales -
depende de genes cromosdmicos y plasmidicos (15). ta interaccidn -
entye el microorganismo y receptores cspecificos en la cé€lula epite
1ial del intestino grueso es un proceso complicado, cuyo mecanismo
estd en estudio en la actualidad.

Las pruebas de laborateric para detectar cepas -
EIEC son muy caras, la mis empleada consiste en inocular el ojo de
un cuyo con un cultivo bacteriano y observar durante 72 horas si el
animal desarrolla una keratoconjuntivitis ulcerativa (11). oOtras -
pruebas utilizadas son sondas moleculares y pruebas de invasividad
que utilizan células de cultivo de tejido {11)}.

En 1983 se publicd el estudio de una epidemia de
colitis hemorrdgica en humanos causada por la ingestidn de carne de
hamburguesa contaminada con cepas de E. _coli no toxigénicas o inva-
soras pertenecientes at serotipe 0157:H7 (16).
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Estas cepas de E. coli y otras del serotipo

0145:H eran capaces de producir una citotoxina VT que destrufa cé-

lulas de cultivo Vero y Hela, id&€ntica a la producida por Shigella
dysenteriae 1 (17}. Cepas 0145 y 0157 productoras de VT se han ais

lado posteriormente de algunos nifos con sindrome urémico-hemoliti-
co (18).

El m@todo més directo de detectar si una cepa es

capaz de causar colitis hemorragica es investigando si produce VT -

por medio de su accidn citotdxica sobre células de cultivo de teji~

do Vero o Hela. €n ambos casos la presencia de la citotoxina debe

-confirmarse mediante neutralizacitn de este efecto con una antitoxi
na espeacifica (17).

Ademds de los ant{genos antes mencionados, todas
las cepas.de E, coli producen un antigenc comin a la familia Entero
bacteriaceae. Este antigeno comiin (ECA} fue descufierto en 1362
por Kunin (19). Todas las especies de enterchacterias producen ECA

adem@s de su antfgeno som3tico correspondiente.

Kunin definié al £CA (19), como un antigeno pre-
sente en diversas especies de bacterias entéricas con reaccidn cru-
zada detectahle por hemaglutinacidn

indirecta usando suero anti
E. coli 01k,

La prueba de hemagiutinacién utiliza como suero -
el producido en conejos con E. coli 014, "Kunin (18) encontrd ade-
mas, que sdlo algunos serogrupos de E. coli tales como 1k, 56, 124,
144 eran capaces de producir una respuesta inmune contra ECA al ser
utilizados como vacunas en congjos.
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El ECA estd presente en forma de hapteno (sustan-
cias pequefas, quimicamente definidas que puede reaccionar con antji
cuerpos de especificidad apropiada). La forma hapténica del ECA -
estd probahlemente en todas las bacterias con ECA positivo.

El ECA se puede separar parcialmente del antigeno
som3tico por extraccidn con alcohol etilico al 85% (319). El ECA. -
soluhle en alcohol tiene vna alta inmunogenicidad cuando se inyecta
a conejos por via endovenosa (19). La fraccién scoluble en alcohol
contiene relativamente gran cantidad de antigeno comin y pequefia -

proporcidn de antigeno somitico (13}.

Aunque el antigeno comin estd presente en todas -
las enterobacterias, sdleo E. coli 014 y algunos otros serogrupos -

son inmunogénicos en conejos inyectados intravenosamente.

El ECA se localiza en la superficie de la célula
bacteriana, especificamente en ia membrana externa. MHnnel y Mayer
(20) han descrito que el ECA es un heteropolimerc compuesto predomi
nantemente por 1ipidos y aminoazicares N-acetilados. Los an8lisis
quimicos han mostrado que los aminoazicares y &cidos grasos repre-
sentan alrededor del 65-70% de los compuestos del ECA, el 30% fal-
tante son componentes lipidos no bien identificados. E!l peso mole-
cular de la parte soluble del ECA determinado por estudios de sedi=-
mentacidn, usando metanol como solvente, es de aproximadamente - -
2700 (20).

El determinante inmunogénico del ECA est3d ligado
por unidn covalente al lipopolisacirido (LPS) de la pared bacteria-
na (21}. En cepas no inmunogé&nicas la porcién terminal del LPS es

una acetilglucosamipa, en tanto que en cepas capaces de producir -
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una respuesta inmune, el LPS terminal es una molécula de glucosa -
(21). HHnnel y Mayer (20) han encontrado gue en cepas de Salmonella
el dcido manosaminurdénic: y la glucosamina se encuentran en todas -
las cepas de ecat y estdn ausentes en las cepas £CA..

Las investigaciones sohre ECA se han llevado a -
cabo en mutantes de Salmonella ECA~ (21). Gracias 3 estos estudios
ha sido posible deducir parcialmente la composicidn y sintesis de -
ECA (21).

Las diferencias en el contenido de antigeno comin
no sGlo se refiere a su toxicidad y a la reaccidn inflamatoria que
produce tanto en humanos como en animales de experimentacidn, sino

también a su relacidn con diarrea.

En un estudio efectuado por Carrillo y col. (22)
con cepas de E. coli aisladas de reclén nacidos con diarrea se pudo
observar que durante el perfodo agudo los titulos obtenidos de ce-
pas de E. coli eran mds bajos comparados con los de cepas de E. coli
aisladas de reclén nacidos sanos, utilizados simultineamente como -

controles.

En 1969 Hojyo y col. (23} analizaron los resulta-
dos obtenidos en asas ileales de conejo inoculadas con un par de -
colibacilos del! mismo serogrupo que presentaban diferencias en su -~
contenido de ECA. Los resultados encontrados sefialaron que el mis-
mo serotipo de E. coli exhibfa diferente enteropatogenicidad, segin
el contenido de ECA. EIl contenido bajo de antigenc estaba asociado
con una mayor patogenicidad, ohservdndose una reaccién inflamatoria
mas severa comparativamente con el segmento intestinal en donde se
habia inoculado el mismo colibacilo con mayor cantidad del antigeno.
Estos resultados estuvieron de acuerdo con lés encontrados en - -~
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estudios de letalidad en embriones de polfo, en donde la dosis le-
tal 50 de cepas con bajo contenido de ECA fueron menores (mayor vi-
rulencial que las encontradas para los mismos serogrupos con tftu-
los mas elevados del mismo antfgeno (23}. ‘

Otro estudio que confirmé los resultados anterio-
res fue el efectuado en 1971 por Kumate y col. (24) en un &rea ru-
ral del Estado de Morelos. En 34 nifios recién nacidos estudiados -
hasta la edad de 10 meses, se detectd que el contenido de ECA en -
cepas de E. coll aisladas de individuos menores de 6 meses con dia-
rrea eran més bajos que el contenidoc de ECA en cepas de E. coli del
mismo serotipo aisladas del mismo nifio cuando &ste va no estaba en-
fermo.

Vazquez y col. (25) en 1970 trataron de explicar
estos cambhios en contenido de ECA como un fendmeno genético de con-
Jugacién bacteriana. Esto es, que la sTntesls de mayor cantidad de
ECA estuviera controlada genéticamente por un pldsmido en una bacte
ria donadora que pudiera ser transmitida a otra receptora. En su -
trabajo estos autores lograron demostrar los efectos de una transmi
5i6n de informacidn genética de una bacteria donadora a otra recep-
tora,

El progreso experimental en el campo de la genéti
ca ha permitido la selecciGn de mutantes y recombinantes genéticas
a partir de enormes poblaciones de bacterias '"'silvestres’ con la -
confeccidn de mapas gendticos de gran resolucién (26). Estos mapas
han revelado secuencias de genes en los cromosomas y han mostrado -
el gran nidmero de loci en los cuales se puede experimentar mutacidn

en un microorganismo (26).
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La confeccidn del mapa cromesdmico de las posicio
nes relativas de distintos genes bhacterianos ha sido factible por -
el hecho de que en circunstancias especiales un segmento del cromo-
soma de una cé&lula puede separarse, transferirse e incorporarse por
unidn covalente al cromosoma de un segundo tipo de célula. Utili-
zando condiciones experimentales que favorecen tales recombinacio-
nes en bacterias, se han desarrollado mé&todos adecuados para trazar
mapas de las posiciones relativas de los genes en la estructura cro
mosBmica. Para obtener el mapa genético de cromosomas hacterianos
y virales se han empleado tres tipos de procesos de recombinacidn:

a) conjugacién sexual, b} transformacién vy c} transduccidn viral.

El primer proceso, la conjugacidén sexual, consis-
te en 1a transferencia de parte o todo el ¢romosoma de una céluia -
donadora (+) a una célula receptora (-). La diferencia de sexo en-
tre cé€lulas estd determinado por la presencia de un factor genético
especifico llamado F (fertilidad) que codifica la formacidn de un -
fimbriae que sirve como tubo hueco que conecta ambas cé&iulas a tra-
vEs del cual se transfiere el 3cido desoxirribonuclieico (ADN) bacte
riano de un microorganismo a otro (26}.

En E. coli el acto de conjugacidn es relativamen
te lento, pues requiere aproximadamente 90 minutos para que el cro-
mosoma pueda transferirse por completo. Este proceso puede inte~ -
rrumpirse en cualquier momento simplemente con agitar la suspension
celular o con un desintegrador. Este proceso rompe la unidn entre
las cé&lulas, siendo posible recuperar células (-} portadoras de can
tidades variables de material cromosSmico del donador macho. Esta

cantidad de ADN dependeri del momento de interrupcidn (26}).
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Observando et tipo y nidmero de caracteres fenoti=~
picos especificados por los segmentos incorporados del cromosoma ~
donado en la descendencia de c&lulas receptoras (-), en funcidn del
tiempo de penetracidn, se puede deducir la posicidn relativa de ge-
nes relacionados con dichos caracteres en el cromosoma insertado. -

Estos métodas directos de trazado de mapas han confirmado las se- -
cuencias entre genes {26).

Una de las conciusiones mds significativas a la -
que se ha llegado como consecyencia de experimentos de conjugacidn

sexual es que el cromosoma de E. coli consiste en un anillo cerrado

sin fin (26). Por tal motivo, el mapa gendtico de los cromosomas -

bacterianos se representa generalmente en forma circular.

Es importante mencionar que sdlo bacterias que -~
poseen plasmidos {moléculas de ADN bicatenario capaces de multipli-
carse independientemente en las células que los alojan y de ser he-
redados con regularidad al dividirse éstas} poseen informacidn para
la conjugacidn entre bacterias en la forma del factor F de fertili-
dad que codifica para la produccidn del puente que forma la bacte~

ria donadara al unirse con la receptora {26). '

Los pldsmidos son responsables de una sorprenden-
te riqueza de actividades biolSgicas en las bacterias. Es importen
te mencionar entre ellas a los factores !lamados de resistencia (R).
Estos plismidos tienen en ocasiones la capacidad de promover su - -
transferencia intercelular por conjugacién y codificar la produc- ~

cidn de protefnas que destruyen antimicrobianos (26).
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Otro camino para el trazado de un mapa genético -
es a través del fendmeno de transformacidn bacteriana (26). Una -
célula bacteriana receptora puede ser genéticamente transforaada -
por adicidn de ADN exdgeno procedente de otra estirpe bacteriana. -

"Este efecto se debe a la incorporacién de unc o mis genes del ADN -
donador al cromosoma de la c€lula receptora. Determinando la fre-
cuencia con que dos o mas fenotipos de c&lulas donadoras aparecen -
Juntos en la prole de las células recepioras es posible deducir la
posicidn relativa de los dos genes correspondientes en el cromosoma
donador.

Los pares de genes incorporados a células recepto
ras con gran frecuencia se encuentran mas cercanos en el mapa gené-
tico que aﬁuéllos pares que penetran coh menor frecuencia., La traps |
formacién de la mayorTa de los tipos bacterianos es poco eficiente
y su aplicabilidad se ha restringido por este motivo.

La forma més Gtil para el trazado de mapas genéti
cos es la transduccidn (27). En este caso un virus que infecta bac
terias participa en la transferencia de material genético de una -
bacteria donadora hacia otra receptora. A medida que se duplica -
dentro del huésped permite en ocasiones la adquisicidn de un peque-
fio segmento del cromosomz bacteriano. Cuando este bacteridfago se
1ibera y se fija a una nueva bacteria transfiere el segmento de cro
mosoma bacteriano procedente del primer hu€sped. Este segmento pue
de experimentar entrecruzamiento homélogo con el cromosoma del nue-

vo huésped e incorporar genes del huésped previo.

La transduccidn es de gran importancia para el -
trazado de la estructura fina de mapas genéticos, sin embargo las -

relaciones gendticas observadas sélo sirven para construir mapas -
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cramosdmicos pequefos (27).

QBJETIVO.

Como se menciond anterlormente la mayor parte de
los estudios sobre control genético de la produccidn de ECA se han

realizado con mutantes de cepas de Salmonella. Estos estudios de-~

mgestran que los genes que controlan la produccidn de ECA se encuen
tran en el cromosoma bacteriano uaidos a los que controlan la pro-

duccidn de lipopolisacdrido de la pared celular {21). Vizquez y -~
col. (25) utilizando cepas de E. colii con alto y bajo contenido de
ECA lograron elevar el contenido de ECA en cepas con bajo nivel -

aparentemente por un proceso de conjugacidn bacteriana. Estos ayto
res concluyeron que el control de la produccidn de ECA era plasmidi
<o posterior a experimentos de "‘curacidn'' con naranja de acridina,

al conseguir que cepas que habTan elevado su contenido de ECA regre
saran a los niveles previos a la conjugacidn despu@s del tratamlen-
to. -Con estos experimentos Vazquez y col., (25) concluyeron que en

E. coli el ECA puede estar determinado por un pldsmido transmisible.

En este estudio sin embargo, no se tomd en cuenta
que la cepa donadora pudiera haber tenido algln vehicule (fago o -
pidsmido) que habiéndose integrado al cromosoma hacterianc en la re
gidn que codifica para el ECA, pudiera transmitir por conjugacidn -

parte del cromosoma. ' Esto seria comprobable con la creacidn de ce-

pas donadoras Hfr (con transmisidn de alta frecuencia) que transmi-

tiera el incremente en la produccién de ECA con mayor frecuencia a
cepas receptoras (26).
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Dada la importancia epidemiolSgica que tienan los
niveles de ECA en procesos diarreicos producidos por cepas de =~ =
E. coli en nifios prematyros y menores de seis meses (22, 23, 24} se
ha considerado que serfa de gran utilidad conocer si en cepas de -
E. coli el control genético de la produccién de ECA estd controlado

por el cromosoma bhacteriano, por un pldsmido o por ambos.

El objetivo de estos experimentos era ver si el -
control de la produccidn de ECA era plasmidico y podia transmitirse
por conjugacidn bacteriana de una bacteria receptora a otra donado-
ra. Con el fin de esclarecer lo anterior se )llevaron a cabo una -
serie de experimentos para determinar el sitio del control genético
de la produccidn de ECA. A diferencia de Vizquez y col. (25} en -
estos experimentos se utilizaron cepas donadoras y receptoras de -~
E, coli ampliamente caracterlzadas para los estudios de conjugacién
bacteriana, como se detallan en la siguiente seccidn sobre material

y métodos.

Las cepas resultantes fuyeron inoculadas en asas =
de conejos para ver el grado de patogenicidad obtenlido al cambiarse

el contenido de ECA.

La posibjlidad de que exista transmisidn genética
por conjugacidn de genes que controlan la produccidn de ECA podria
explicar c¢dmo cepas comensales de E. coli presentes en el intesti-
no de recién nacidos e infantes menores de seis meses puedan conver
tirse en patSgenas independientemente del arreglo de sus cadenas de
lipopolisacaridos que determinan sus antigenos somd&ticos y que, - =~

hasta la fecha, se utilizan como marcadores de pategenicidad.



MATERIAL Y HETODO.

i. Procesamiento de las cepas de Escherichia coli.

La pureza de las cepas de E. coli utilizadas se -

probd sembrindolas en medio de MacConkey. De ser dnico el creci- -

miento se tomd una colonia y se corrobord que fuera E. coli por - -

pruebas bioquimicas (28). Las cepas purificadas se guardaron a tem

peratura amhiente en medio de huevo de Dorset (28).

11. Obtencidn del lipopoiisacdrido de Salmonella typhimurium.

La cepa de Saimonella typhimurium uvtilizada se =
sembrd en medio Gelosa-sangre y Shigelia-Salmonella.

Las placas se
incubaron durante 18 horas a 37°C; para corroborar el serotipo se -

efectuaron pruebas biogquimicas y de agiutinacién con suerc Anti O,

4, 5, de Salmonella. De la caje de Gelosa-sangre se sembraron 5 -

cajas de medio de Agar-soya-tripticaseina (TSA)} y se
horas a 37°C.

incubaren 18 -
El crecimiento se cosechd con 10ml de solucidn sali-
na (cloruro de sodio al 0.9%) y se hirvié con reflujo en bafic de
sal a 100°C durante 90 minutos; finalmente se centrifugd y guardd -
la suspensidn a -20°C hasta su uso.

111, Obtencién de ECA.

Cada cepa a estudiar se sembrd en 2 cajas de medio
de TSA. Las cajas se incubaron durante 18 horas a 37°C. El
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crecimiento se cosechd con solucidn salina y se ajustd a 125 Unida-

des Klett (UK}, que corresponde aproximadamente a una concentracidn
de 11 X 10 bacterias/ml. La suspensidn bacteriana se hirvid du-
rante 30 minutos a 100°C con reflu]o en bafio de sai. Posteriormen
te se centrifugd a 7,000 rpm durante 10 minutos y se guardd el -

sobrenadante diluido 1:1Q en alcohol ahsoluto a =20°C.

IV. Obtencidn del Titulo del Svero Anti-E. coli Oth.

Se ltavaron glébulaes rojos de carnero 4 veces con

Se tomaron 0.5mt de gldbulos rojos mas 0.5ml de -
extracto de lipopolisacaride de Salmonella typhimurium y se incuba-~
ron durante 30 minutos a 37°C.

solucidn salina.

Posteriormente se lavaron los gldbu
1os rojos forrados 3 veces con solucidn salina durante 5 minutos

Y
se guardd la suspensitn diluida al 1%.

Se colocaron series de tu-
bos, a los cuales se les agregd 0.5ml de solucidn salina, excepto -

al primero al que se agregd 0.5ml de antisuero contra E. coli 014 -

ditufdo 1:10. A partir del segundo tubo se efectuaron diluciones -

dobles seriadas del antisuero, agregéndose finalmente 0.1ml de una
suspensidn al 1% de gldbulos rojos sensibilizados; los tubos se in-
cubaron a2 37°C durante 30 minutos y se tomd como titulo del antisue
ro el reclproco del @#ltimo tubo que presentara aglutinacidn

de los
gldbuios rojos.
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V. Titulacidn del contenido de ECA por inhihicidén de la hemagluti-
nacidn.

Se lavaron glébulos rojos de carnero 4 veces - -
durante 5 minutos con solucidn salina; se sensihitizaron {v/v} con

extracto de Salmonella typhimurium incub3ndose durante 3C minutos a

37°C; se lavaron 3 veces con solucidn salina a 1,500 rpm durante 5

minutos y se diluyeron al 1% con solucidn salina.

Se colocaron series de 10 tubos, al tubo nimero 1
se le agregaron 0.5ml de solucibn salina ma3s 0.5ml1 del extracto de
E. coli (ver inciso 111) efectuandose diluciones dobles seriadas; a
cada tubo se le agregaron posteriormente 0.5ml del suero Anti- - -
E. coli 014,

La dilucidn del antisuero utilizada dependid del -
tituio ohtenido previamente (ver inciso IV). GLos tubos se incubaren
durante 30 minutos a 37°C; se les agregd 0.lml de la dilucidn al 1%
de glébulos rojos sensibilizados, se incubaron durante 30 minutos a
37°C; se centrifugaron a 1,500 rpm durante 3 minutos y se tomd como
titule de hemaglutinacidn el reciproco del dltimo tubco que presenta
ra esta reaccion.

Vi. Conjugacién entre cepas de E. coli.

Para este estudio se utilizaron cepas de E. coli
donadoras y receptoras. Cada cepa se sembrd por separado en 3ml de
caldo nutritivo, incubindose durante 18 horas a 37°C. Posteriormen

te se mezclaron 0.1ml de la cepa donadora con 0.1ml de la cepa = -
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receptora. Se incubb esta mezcla a 37°C durante 18 horas para que
se efectuaran las cruzas. Lla mezcla se lavd 2 veces con solucién -
salina amortiguada con fosfatos {PBS) pH 7.0, a 3,000 rpm durante -
10 minutos. Se efectuaron diluciones seriadas y se sembrd cada una
en medio de MacConkey conteniendo antibibticos apropiados como me-
dio de seleccidn. Se contaron las colontas que hubieran crecide =~
después de Incubar 18 horas a 37°C, se purificaron por resiembra, -
se comprobd que la cepa fuera la receptora por pruebas bioguimicas

y se hizo titulacién de ECA.

Se utilizaron en algunos casos cruzas tripartitas
usando iniciaimente una mezcla entre la cepa donadora y una cepa -~
con factor de transferencia para tratar de movilizar plasmidos de -
1a cepa donadora original. Esta mezcla se cruzd posteriormente sin
seleccionar, con una cepa receptora. La mezcla se incubd 18 horas
a 37°C y se sembrS en agar MacConkey con diferentes antibidticos -
como medio de seleccidn.

Vil. Obtencidn de la proteina A de Staphylococcus aureus Cowan |
(29).

Se semhraron 10 cajas petri de 10 X 100cm con TSA
con Staphylococcus aureus NCTC 8530. Se incubaron durante 18 horas
a 37°C. El crecimiento en cada caja se cosechd con 10ml! de solucidn
salina y la suspension obtenida se centrifugd a 6,000 rpm durante -
10 minutos. Se lavé 3 veces con la misma solucidn. Del paquete -~
obtenido se tomaron 36.5ml! y se le agregaron Q.5ml de formaldehTdo,
dejéndose reposar a temperatura ambiente durante 90 minutos. Poste
riormente se centrifugd a 6,000 rpm durante iQ. minutos, se lavé 3 -

veces con solucién salina. Se calentd la suspensidn durante 30 -
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minutos a 80°C, se Tavd 3 veces con solucién salina y el sobrenadan
te se reconstituys al 102 con solucidn salina. Se calentd la sus-

pensidn durante 30 minutos a 80°C, se lavé 3 veces con solucidn sa-
lina y se suspendid el paquete ajustdndose a 1000 UK.

Esta suspen-
sién se guardd a -20°C hasta su uso,

VIli. Pruebas de Cohemaglutinacion.

Se lavaron glébulos rojos de carnero 4 veces a -~
1,500 rpm durante 5 minutos. Se tomaron Q.5m1 de glébulos rojos -
lavados mis 0.5m} de lipopolisacarido de Salmeonella typhimurium
se incubaron durante 30 minutos a 37°C. A

Y

Posteriormente se lavaron
con solucién salina durante 5 minutos a 1,500 rpm y se diluyeron al
1% con solucidn salina. El extracto de proteina A de S. aureus - -
(ver Seccidn VI1) se diluyd 1:4 y se tomd Iml para forrarlo con -
0.1m! de antisuero contra E. coli 0l14; se mezclaron en placa 10 -~

microlitros de la dilucién de gldbulos rojos sensibilizados mas 10

microlitros del extracto y se observd si existia hemaglutinacidn.

IX. Pruebas de Asas ligadas de intestino de conejo.

Se utilizaron conejos hibridos adultos de 2.5 a 3
kg. de peso. Se dejaron en ayuno 18 horas antes de la cirugla. -
Bajo anestesia general se abrid el abdémen y se¢ identificd el duode
no. A 10cm de esta porcidn se ligaron asas de intestino de 10Qcm de
fargo con seda 2-0 con intervalos de Scm entre cada una. Se inocu-
laron. en secuencia determinada preyiamente por azar con lml de una’
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suspensibén de aproximadamente 10° bacterias/ml en infusidn de - -
Cerebro-Corazén. Se cerré por planos el abdémen y se dio inicamen-
te agua por via oral al recuperarse el animal. Se sacrificaron los
animales a las 18 horas, obteniéndose el intestino. Se midieron -
las asas en extensidn y se examinaron para ver la dilatacidn por -
1fquido acumulado. E1 liquido se extrajo con jeringa y se midid el
volimen para hacer una retacién de ml/cm de intestino. Se obtuvie-
ron secciones de tejidos que se fijaron en formalina al 10%, se in-
cluyeron en parafina y se tiferon con hematoxilina-eosina para exa-
minarse por microscopia de luz.
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RESULTADOS.

En este estudic se utilizaron 29 cepas de E. coli
a las cuales se les efectud determinacidn de antigeno comiin por me-
dio de la técnica de inhibicion de hemaglutinacidén. Los resultados
obtenidos se pueden ver en el Cuadro 1. Existieron variaciones en
cuanto a la cantidad de antigeno comin entre las cepas utilizadas.
En algunas el contenido de antfgeno comin fue alto con respecto a -
otras cepas, como las E. coli K-12, en las cuales su contenido de -

antigeno comiin fue generalmente bajo.

Posteriormente a las mismas 29 cepas de E. coli -
se les efectuaron pruebas bioquimicas diferenciales para comprobar
su especificidad y 1legar finalmente a su identificacién (Cuadro 2).
Todas las cepas utilizadas fueron capaces de fermentar glucosa. La
fermentacidn de lactosa en algunas de ellas fue a las 24 horas; en
todas, 1a reaccidn de rojo de metilo fue positiva y la prueba de -
Voges-Proskauer fue negativa, sin que ninguna produjera &cido sulf-
hidrico. Ninguna utilizd urea, fenilalanina, malonate ni gluconato
de potasio. En todas las cepas hubo produccidn de indol; siendo 22

méviles y 7 no moviles.

El Cuadro 3 muestra los resultados de las conjugi
ciones bacterianas entre E. coli con alto y bajo contenido de ECA.
En la cruza nimero 1 la cepa donadora fue E. coli OT4K7H y la ce-
pa receptora fue E. coli 14R519, el medio selectivo fue MacConkey -
adicionado con 1Q ug/ml de dcido nalidixico. Se obtuvieron un gran
ndmero de transconjugantes, escogiéndose 9 colonias Gnicas con dife
rente morfologia para determinacién de ECA, encontrdndose en todas

ellas un titulo m3s bajo que el de ambos progenitores.
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La segunda cruza se efectud entre E. coli = -
S4R170 y E. coli HI9HW, el medio selectivo utilizado fue MacConkey
con 10 pg/ml de 3cido palidixico m3s 20 ug/ml de streptomicina. Se
chtuvieron también gran nimero de transconjugantes escogiéndose 8 -
colonias para la determinacién de antigeno comin, siendo &éste mis =

bajo que el de amhos progenitores.

ta tercera cruza se efectud entre las cepas de -
E. coli arriba mencionadas siendo el medio selectivo solamente Mac-
Conkey con 10 ug/ml de 8cido nalidixico. El niimero de transconju-
gantes obtenidas fue de 12, a las cuales se les determind antigeno
comin, los resultados obtenidos fueron hajos con respecto a sus - -

progenitoras.

La cuarta cruza se efectud entre E. coli O14K7H™
y E. coli 52R527, la primera fue utilizada como donadora y la segun
da como receptora. Se utilizd como medio selectivo MacConkey con -
lo,gg/ml de ampicilina y 30 ug/ml de colicina. El niimero de trans-
conjugantes ohbhtenido fue de 7, todas con titulos més bajos de ECA -

que el encontrado en los progenitores.

E€n 1a quinta cruza se utilizé como cepa donadora
E. coli 54R170 y como cepa receptora una E. coli transconjugante de
la primera cruza con un antigeno comin bajo. E)] medio selectivo -~
utilizado fue MacConkey al que se le adiciond 10 ug/ml de dcido -
nalidixico mds 20 ug/ml de streptomicina. EIl niimero de transconju-
gantes aisladas fue de 15, enconcrindose tTtulos de ECA menores a -

los de sus progenitores,

En tres casos se efectuaron cruzas tripartitas -

utilizando cepas de E. coli K-12 como intermedias para tratar de -
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movilizar un plasmido (en caso que lo hubiese) que controlara genéd-
ticamente la produccfén de antTgeno comin en las cepas donadoras. -
En la sexta cruza la cepa donadora fue E. coli O14K7R™, la cepa in=-
termedia fue E. coli 48R192 y la cepa receptora fue E. coli 52R527.
El medio selectivo fue MacConkey con 10 wg/mi de 3cido nalidixico =
mds 20 mg/m) de tetraciclina. En este caso hwbo demasiado creci- -
miento, por lo que se tomaron 18 colonias al azar, encontrindose en
todas un contenjdo de antigeno comin mds bajo con respecto al de -
los progenitores (Cuadro 4).

La séptima cruza se llevd a cabo con E. coli - -
014K7H” utilizada como donadora, como cepa intermedia E. coli =~ =~
20R770 y como cepa receptora E. coli 52R527. Se le afadieron al -
medio selectivo 10 pug/ml de 3cido nalidixico mids 20 pug/ml de - -
streptomicina. E} nGmero de transconjugantes ohtenidas fue conside
rable, por lo que se tomaron al azar 13 colonias, encontr3ndose en
todas un contenido de antigeno comin hajo con respecto al de sus -
progenitores.

Por Gltimo se efectud una cruza entre E. coli -
014K7H” como cepa donadora, E. coli K-12 22(1-16} F-like km" como
cepa intermedia y E. coli 54R527 como cepa receptora. El crecimien
to se sembrd en MacConkey édicionado con 10 pg/ml de &cido nalidixi
co més 10 ug/ml de kanamicina. El nimero de transconjugantes obte-
nidas fue de 178, determinandose ECA en 17 de ellas. Se encontrd -
nuevamente en todas las transconjugantes un titulo de ECA menor al

de ambos progenitores.

Para comprobar que se trataba de transconjugartes
reales y no mutantes de los progeniteres, a las cepas obtenidas de

las conjugaciones 1, 4, 6, 7 y 8 se les efectud prueba de - =~ =
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cohemaglutinacidn, siendo todas negativas; las transconjugantes ob-
tenidas de las conjugaciones 2 y 3 se aglutinaron con antisuero -

Anti-E. coli 026, siendo tedas negatlivas.

De acuerdo con los resultados anteriores, se esco
gieron cepas que presentaron el ECA mds bajo, asi como cepas de los
progenitores originales, con las cuales se inocularon asas ligadas
de intestino de conejos. La inoculacién de las asas fue hecha al -
azar con cepas originales y cepas transconjugantes. De la primera
conjugacidén se obtuvieron dos asas positivas. Ambas mostraron un -
alto grado de inflamacidn con secrecidn sanguinolenta. De las cru-
zas 3 y 6 se obhtuvo una cepa que dioc un asa positiva respectivamen-
te. En estas asas se observd un alto grado de inflamacidn con se-
crecidn 1Tquida y presencia de pequefios codgulos. Todas las demds

asas fueron negativas, como se puede ver en los Cuadros 3 y 4.

De las asas positivas se efectuaron cortes histo-
16gicos en los cuales se pudo observar pérdida total del revesti- =
miento epitelial en las vellosidades, congestidn total en las zonas
de la mucosa, la submucosa, la muscular y en la serosa. En &sta -
dltima también se observd gran cantidad de neutr5filos infiltrados
en el tejido conectivo, ademds de hemorragias en la serosa y la mus
cular. En el asa positiva de la tercera cruza se obhservd pé&rdida -

completa de la organizacidn histoldgica.
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DISCUSION.

El aislamiento de un germen y su identificacién -
bioquimica no son suficientes para catalogarlo como patdgeno, y me-
nos adn para involucrarlo como agente causal de un padecimiento es-
pecifico. Para &ésto iiltimo se requiere que se cumplan los postula-
dos de Koch que, para el caso de humanos 5610 es posible completar
los mediante estudios con voluntarios. La dificultad para realizar
este tipo de estudios ha hecho necesario que se disefien modelos ex-
perimentales, a través de los cuales se pueda confirmar la asccia-

cidén entre ciertas enfermedades y los agentes que las causan.

i En el caso de la diarrea aqguda los avances en los
d1timos 15 afios sobre la habiiidad patdgena que tienen los gérmenes
asociados a estos procesos han permitido recientemente el plantea-
miento de programnas de control basados en la elaboracidn de produc-
tos bacterianos especificos a usarse como vacunas.

Existe sin embargo un nimero grande de bacterias
aisladas con frecuencia de pacientes con diarrea que no presentan -
caracteristicas patogénicas a nivel del laboratorio. Por largo - -
tiempo se pensd que estas cepas no eran en realidad patdgenas por -
no tenerse una comprobacidn experimental de su hdbilidad para produ
cir secrecidn intestinal. Mds recientemente se han utilizado otro
tipo de marcadores para catalogar cepas bacterianas como patSgenas
en base a caracteristicas determinadas genéticamente por el cromoso
ma bacteriano, que son mas estables que aquellas codificadas por ge
nes plasmidicos-.
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A raiz del descubrimiento de Kunin (19) de un an-
tTgeno comdn presente en todas las enterobacterias, se ha pensado -

en la importancia que puede tener esta substancia para identificar

y clasificar cepas patSgenas. Por su cercanfa fi{sica con les lipo~

polisacaridos que dan el antigenoc som3tico en estas bacterias se -~
pensd inicialmente que este nuevo antTgeno comin (ECA)} pudiera ser~
vir como inmundgens general para evitar colonfzacidn e infecciones

por bacterias de origen entérico. El ECA, sin embargo, es un antf-

geno que no da una buena respuesta antigénica y poco a poco fue ca-
yendo en desuso la idea de utilizario como vacuna.

Los dnicos estudios clinicos realizados con refe-
rencia a la asociacidn de niveles de ECA en enterobacterias, en es-
pecial E. coli, y presencia de diarrea en lactantes fueron realiza-
dos en los afios 60 por varios grupos del Hospital
co (22-24). Estas investigaciones revelaron que,
las cepas de E. ¢oli

Infantil de Méxi-
como paradoja, =
aistadas de nifios con diarrea tenfan titulos -
de ECA mas bajos, que las aisladas de nifos sin diarrea, o del mis-
mo nifio una vez que habia cedido el cuadro infeccioso. Estos resul
tados aparentemente contrarios a los esperados han llevado al plan-
teamiento de hipdtesis alternas sofire 13 presencia de ciertos marca

dores de patogenicidad y la fisiopatologia del proceso infeccioso.

Resultados recientes en proceso de publicacién -
por el grupo de Cravioto demuestran que la presencia de un ECA bajo
en cepas de £E. coli aisladas de pacientes con diarrea tienden a pre
sentar con mayor frecuencia estadistica adhesividad a cé&lulas de -

cultivo de tejidos. Esta adhesividad in vitro se ha relacionado -~

con habilidad in vivo para acercarse a las células epiteliales del
intestino delgado y produccidn de diarrea en veluntarios humanos

(30, 3t}.
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El controi genético de la produccién de ECA ha -
sido estudiado fundamentalmente en mutantes de Salmonella (21}, de-
mostréndose que los genes que codifican para este antfgeno son cro-
mosdmicos. En E. coli hasta el trabajo de Vizquez y col. {25) se -
habTa reportado tamb?&n un control genético cromosdmice. En ta in-
vestigacidon de Vazquez y col. se demostrd que se podTa incrementar
el contenido de ECA a través de modificar genéticamente una cepa de
E._coli con bajo contenido de ECA con una de alto contenide por con
Jugacion bacteriana. Los experimentos de ''curacién' con naranja de
acridina mostraron que habhia existido transferencia de material ge-
nético durante la conjugacién entre las cepas ya mencionadas, y que

este material estaba relacionado con la produccidn de ECA.

En el presente trabajo, utilizando cepas donado~
ras y receptoras con caracteristicas muy definidas que permiten des
cartar exactamente si las transcanjugantes obtenidas de cada cruza
son mutantes de la cepa donadora, no fue posible confirmar los re-
sultados de Vazquez y col. Por el contrario después de cada cruza
las transconjugantes obtenidas tuvieron titulos de ECA inferiores a
los de sus progenitores. El hallazgo mds interesante fue que dos -
de estas transconjugantes con tTtuios bajos se comportaren como pa-
tégenas en asas ligadas de intestino de conejo, mientras que ningu-
no de los progenitores fue capaz de producir un aumento de secrecidn
a nivel intestinal. E1 paso de material genético en este caso hizo
que una cepa de laboratorio sin capacidad patogénic; en el modelo -
utilizado adquiriera habilidad para producir diarrea en diferentes
conejos. En estudios posteriocres se procederd a caracterizar este
material.gendtico transferido y su posible importancia en la produc

cidn de diarrea en humanos.
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Los resultados demuestran también la posibilidad
de que cepas de E. coli no patSgenas presentes en la flora normal -
de nifos pequefios puedan adquirir material genético de otras bacte-
rias, convirtiéndose en gérmenes capaces de producir enfermedad. -
La relacidn entre titulos hajos de ECA en estas cepas y su habili-

dad patdgena se encuentra en estudio en la actualidad.

Tedas estas investigaciones permitirédn en un futu
ro cercano el planteamiento de medidas preventivas m&s espec{ficas
que permitan un control de estas enfermedades que afectan grandes -
poblaciones de este planeta.
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CUADRO 1. Cepas utilizadas y contenido de ECA por inhibicidn de
hemaglutinacién.

C E P A Fuente Titulo
21R868 K12 lact serl 1 1:8
5UR170 K1Z lac” Nal®  feTcop-km 1 1:256
52R527 K2 lac” Nal® (1hgs19) 1 1:64
13R141 Kiz tact ssy 1 1:128
K12 22(1-16) R1-16 (kmR) L8, (Thres, Jeu, 80| 1 1116
19 HWS 2 1:32.
K12 J5 (144-3) R{144-3) kn® Cd. 1b, met, pro | 1:256
a3 a CK 77 1 1:256
Js3 Suc+‘ 1 1:32
K12 fim~ tac fla” 1 1:64
AB 1157 10RISI 3 1:16
54R39 1 1:8
014 oy 1:256
6-167 K1z colt ssut B 1:128
6-168 K12 col* vet ssu 3 1:64
14R51Y ? 1:32
G-176 1 1:32
G-241  Col” 1 1:32
G-242 Col” 1 1:8
G-243 col” i 1:16
G-2his  col” 1 1:16
G-246  S55u 1 1:128
G-247 1 1:128
H-15 QOrig. 2 1:64
£-2348 | 1:8
G-245 (G-243-H19 Col” sSu™) Sen by e.b. 1 1:32
014K7H™ 4 11512
K12 Nat® Fim™ fla  hdR3sy 2 1:8
z0r770 T-A9" k12 tact (1-1ike) 1 1:4

Laboratorio Central de Salud Pidblica, Londres,

Dr. H. William Smith,
Cambridge, Inglaterra.

br.

Coleccidn INCYTAS~DIF,

Inglaterra,
Haughton Poultry Research Station,

D.C. 014, Universidad de Dundee, Dundee, Escocia.




CUAGRO 2.

en el estudio.

Pruebas bioquimicas diferenciales para comprobar la
especificidad de las

diferentes £. coll utilizadas

o ‘**1
w 2
w o O [y
© - = =t
g 2 52 = 2
c E ?® A s 2 & 2 3 = = o
= =3 e =3 L] [} o pd
W o )] (1] @ oo o o Ll — [+
a. O n ou T ) — ] I3
- o [=} w1 - Q —~- S - o
=Y 9 2 0 U O B - @ O = S
8o ggcidzs 2
8 28 822528
21R868 K1z lac® seof + 4+~ 4+ = 4~ - -
54R170 K12 lac” Nat® F-Tc-Ap-km + A+ - + - 4 - - .
52R527 K1z lac  HNal®  (14R519) A 4+ -~ o - 4 e e e .
13R141 K1z lact ssu ok e e = 4 e e e
K1Z 22(1-15) R1-16 (Km") TLB, (Thres, Jeu, B) |+ A + = + = - - - - =
H19 HWS + + A+ 2 o o~ e = = - -
KIZ 45 (354-3) R(144-3) Kn® cd. 1b, met, pro. |+ + + = 4 -~ + < - - -
018 a CKR 77 N T U -
353 suc’! 4 e e 4 e e - o -
K12 fim  lac fla T
AB 1157  i0R151 P
54R30 A o - om o o .
014 P
. + + - )
G-167 K12 Col ., SSu + o+ A = = 4 = Taa -
G-168 12 Col? vt ssut b ok - e o o e e .
16R519 A 4 - 4 o= 4 e e e .
G-176 + + o+ = 4+ e e e -
G-241 Col” .
G~2h2 ccl” R S . T T T -
G-243 Col’ L . T TR
G~-244 Cq\- b 4 o~ e b e e - -
G-246 SSu~ + o+ =~ A = o e e = -
G-247 + o~ k- e - - -
H-19 Orig. LA T T T R -
£-2343 T -
G-243 H19 Col .
- B R S -
6-245 ssut Sen by e.b.
1LK7H™ e A+ = 4 = = o= o= ow o
Kiz Nat® fim fla  h3R3S7 O
Eimm T-237P 12 tact (1-Vike) b v o+ - o4 - o - o oo




CUADRO 3.

Estudio de transconjugantes de diferentes conjugaciones entre cepas con alto y bajo
contenido de ECA.

. Transcon jugantes Transconjugantes
Nimero de Cepa Cepa s MEd{? estudiadas/ Transconjugantes positivas en asas
electivo . con ECA menor : .
cruza Donadora Receptora utilizado transconjugantes ue 16 de intestino de
& aisladas 4 conejo
E. coli E. coli MacConkey con %
1 = e dcido 9/0PC’ g 2
O14K7H 1hR519 nalidTxico
) E. coli E. coli MacConkey con
&cido ¥ .
2. 54R170 H19 HW nalidixico «+ 8/pPC ]
streptomicina
E. coli E. coli MacConkey con
3 y = " Acido 12/12 12 1
54R170 H19 HWS nalidfxico
E. coli E. coli MacConkey con i ;
[ - . ampicilina + 777 7 -
O14KT7H 52R527 colicina
E. colli E. coli MacConkey con : :
F idcido e
15;
5 54R170 Efr scon nalidixico =+ 15715, ; 75‘
j::gntz_ streptomicina

P
‘Demas iadas para contarse (DPC).



CUADRO 4. Estudio de transconjugantes de diferentes conjugaciones tripartitas entre cepas con alto y bajo contenido

de ECA.
Nimero de Cepa Cepa Cepa Se?ggl?vo Trz:izg?;:giytes Trz:sgg;jugé:tis ;gz?z?sgiugin;§:s
cruza Donadora ‘Receptora Intermedia (oct transconjugantes c meno de intestino de
utilizado . que 16 .
aisladas cone jo
E. coli E. coli E. coli MacConkey con
- - écido *
6 014K7H 52R527 48R192 nalidixico + 18/DPC 18 1
tetraciclina
E. coli E. coli E. coli MacConkey con
- dcido : * : . ) R
7 O14K7H 52R527 20R770 nalidixico + 13/0PC . 13 : - ;
streptomicina
E. coli E. coli E. coli MacConkey con o . . g .
= ) acido . . LT L g ST
8 01hK7H 5hR527 g;}%-]ﬁ) naltidixico 1767178 i o 17 . DT S
F-1ike Km' kanamicina

#
Demasiadas para contarse (DPC).
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