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RESUMEN. 

Se realizaron experimentos de conjugación bacte

riana entre cepas donadoras con alto contenido y cepas receptoras -

con bajo contenido de antTgen~ con el fin de conocer si el control 

genético de la producción de antTgeno común de enterobacterlas 

(ECA) estaba controlado genéticamente por un plásmido transmisible 

en cepas de Escherichla coli. El análisis de las transconjugantes 

de estas·cruzas mostró que no existió aume11to en el contenido de 

ECA después de las conjugaciones; por el contrario en la mayoría de 

las transconjugantes estudiadas se encontró un descenso en la pro

ducción de ECA. Dos transconjugantes derivadas de progenitores in

capaCes de producir secreción 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 

implicación de estos resultados en la producción de diarrea en hum!!. 

nos. 
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INTRODUCCION. 

Las infecciones enterales y la desnutrición continúan -

siendo los enemigos públicos número uno en cuanto a mortalidad en -

ntños menores de 5 años de condición socioeconómlca baja (1). 

Desde fines del Siglo pasado se sabe que la diarrea In

fecciosa puede asociarse con el aislamiento de diferentes bacterias, 

virus y parásitos. A partir de la década de los 50 se comenzó a 

conocer cómo estos microorganlsmos eran capaces ¿~ asociarse con 

células del epitelio Intestinal para causar secreción de agua y 

electrolitos. La enfermedad, cuando es de causa infecciosa, gene

ralmente se autollmita en un período de 3 a 5 días, encontrándose 

sólo en raras ocasiones el pat6geno causante. 

Exl.sten varios estudios sobre etiología de diarrea tan

to en medio urbano como en medio rural de países en desarrollo (2, 

3, 4). Los resultados obtenidos en estos estudios. d~nuestran que -

la diarrea prevalece donde el saneamiento ambiental e higiene pers~ 

nal son deflctentes (2, 3, 4). La enfermedad afecta fundamentalme_!l 

te a lactantes y a niños, lo que Indica un cierto grado de inmuni

dad que se adquiere con la edad. A nivel de comunidad, la epidemi~ 

logia es similar a la de otras enfermedades Infecciosas. Todo esto 

lleva a la conclusión de que si la higiene personal y del medio - -

ambiente mejoraran, la diarrea infecciosa tendería a hacerse espor! 

dlca. 

En estudios realizados en Guatemala y Bangladesh (1) se 

demuestra que la alta incidencia de diarrea está asociada a varia

bles socioeconómicas. como son poca educación, mala higiene personal 

y ambiental y bajo poder adquisitivo. 
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La alta mortalidad asociada con diarrea podría 

r·educi rse drásticamente s 1 todo paciente afectado recibiera trata

miento adecuado y oportuno, ya que el proceso letal se debe a la 

deshldrataci6n y al desequilibrio electrolítico causado por el exc~ 

so de secreci6n y Ja falta de absorcl6n a nivel intestinal. Recie.!!_ 
temente la Organizac16n Panamericana de la Salud (OPS) abri6 un Ce.!!_ 

tro de Estudios Ecol6gicos para la América La.tina donde una de sus 

funciones será la de organizar programas multidisciplinarios para -

la prevencl6n y control de enfermedades enterales. 

Uno de los campos importantes a estudiarse a fin 

de poder controlar estas infecciones es la habilidad.patógena de 

los microorganismos asociados como posible causa del proceso Infec

cioso. El desarrollo de vacunas hechas a partir de proteínas bact~ 

rianas o virales es una opcr6n a corto plazo en la prevención de 

estas enfermedades. 

Dentro de los microorganlsmos asociados comunmen

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

la cual será parte del objeto del presente trabajo. 

A mediados de los años 40 algunos investigadores 

comenzaron a asociar el aislamiento de cierto tipo de cepas de -

~con la presencia de gastroenteritis severas en lactantes. -

Los resultados de estas investigaciones Iniciales fueron Inconclu

sas porque únicamente se utilizaron métodos bioquímicos para dife

renciar las cepas aisladas de lactantes con diarrea, comparándolas 

con las e.ncontradas en cultivos de Individuos sanos. 

Bray y Beaven (5) entre 1945 y 1948 en Ja Gran 

Bretaña fueron los primeros en reportar una asociación entre el al~ 

Jamiento de ciertos tipos de~ con brotes de diarrea infantil. 
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Estud'iando casos de "diarrea del Verano" estos autores aislaron ce

pas de ~ que posteriormente fueron catalogadas como pertene

cientes al serotipo 0111:84 del esquema de Kauffmann (6). Al mismo 

tiempo, y en forma independiente, Varela, Aguirre y Carrillo (7) en 

la Ciudad de Héxico aislaron una cepa de~· a la· cual llama

ron Escherichia colí-gomez de un niño muerto por diarrea. Este ml~ 

mo tipo de hacteria se aisló posteriormente de otros pacientes. 

Varela y colaboradores (7) comprobaron que los antfgenos somáticos 

de la ~-gomez cruzaba antlgénicamente con los de Salmonella -

adelaide (antfgeno 035). Esta~ fue posteriormente tipifica

da también como 0111:84 con el esquema de Kauffmann (6). 

El segundo serotlpo de E. col i 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~ 055 conteniendo un nuevo antTgeno caps.!!_ 

lar 85. Estos antTgenos "capsulares" denominados B, cayeron en de~ 

uso posteriormente, aceptándose en la actualidad que los antígenos 

somáticos 55 y 111 están asociados con antígenos flagelares de tipo 

2. 

Desde 1945, se han aislado cepas de E. coli 

055:1\2 y 0111:H2 de epidemias y casos esporádicos de diarrea infan

til en casi todas las partes del mundo. 

a) Características bioquTmlcas. 

La~ debido a su pequeñez y facilidad de 

cultivo bajo condiciones de laboratorio es el organismo más estudi~ 

do en la actualidad. La célula promedio tiene forma cilTndrlca, 

mide 2jJ de longitud y 1 fa de diámetro; su peso es de 2 X 10-12 g. 
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(10). Se trata de un cocobacilo gram-negativo aerobio o anaerobio 

facultativo, espor6geno, que crece a temperaturas entre ZO y 40ºC -

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

no móviles; las. formas móviles tienen flagelos (101. Algunas po- -

seen también cápsula y por lo tanto tienen ant!geno K. Desde el 

punto de vista de identtf!cac!ón bioqu(mica las cepas son catalasa 

positiva, oxidasa negativa; la mayoría son capaces de fermentar gl~ 

cosa y lactosa con o sin producción de gas; la reacción de rojo de 

metí lo es positiva, la prueba de Voges.-Proskauer e.s negativa y no -

hay producción de ácido sulfhídrico (lOl. No utilizan urea, fenil

alanina, malonato ni citrato de sodio. Usualmente fermentan la lac 

tosa rápidamente, aunque algunas cepas la utilizan lentamente. Las 

bacterias descarboxllan llslna, arglnina y ornitlna (JO). 

b) Características serológicas. 

Como se mencionó anteriormente Kauffroann y colab~ 

radares (6} establecieron un método para ti.ptficar cepas de~ 

a través del esquema que uti 1 iza los antígenos que poseen estos mi

croorganismos en su superficie. El Interés en los miembros de este 

~.::,.ero aumentó al encontrarse una asoctactón entre el aislamiento -

del germen, los procesos diarreicos, las infecciones adquiridas en 

centros hospitalarios y las enfermedades en animales. Como result!!_ 

do de este interés, el cuadro antigéntco de~ actualmente se 

compone de 170 ant[genos somáticos, 102 ant[genos capsulares y 56 -

antígenos flagelares (11). 

El antígeno somáti.co 11011
, compuesto de complejos 

fosfolípidos, polisacáridos y hexosamina~. es resistente a inactiv~ 

clón por temperaturas entre 100 y 12lºC. Esto& ant[genos son resis 

tentes tam~ién al alcohol y al ácido dtlu(do (111. 
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El antígeno capsular 11K11
, que enmascara la aglut1_ 

nación del antígeno "O", es de origen poi lsacárido y por lo tanto -

puede ser inactlvado a temperaturas de lOOºC. El antígeno flagelar 
11H11

, de origen proteico se inactiva rápidamente a temperaturas de -

100ºC. La tipificación de un serotipo de E. coli no conocido depe_!l 

de de la determinación de sus antígenos O, K y H (11). 

e) características patogénicas. 

De acuerdo con la revisión sobre el tema hecha 

por Rowe en 1979 (11) la Identificación Inicial de E. coli se hizo 

a partir de heces de niños con diarrea en 1885, posteriormente se -

demostró que se podían aislar organismos similares de niños y adul

tos sanos. El descubrimiento progresivo de características patogé

nlcas diferentes en algunos tipos de~ permitió su clasifica

ción en cuatro grandes grupos en la actualidad. 

Posterior a los estudios ya mencionados en los 

años 40 y 50, en 1961 Taylor reportó 17 grupos somáticos de E. coli 

relacionados con epidemias de enteritis Infantil. A estos serogru

pos se les denominó enteropatógenos. Anterior a conocerse la etio1E_ 

gía de estos cuadros se pudo comprobar que las epidemias de diarrea 

en cuneros podían controlarse mediante el uso de medidas higiénicas 

estrictas del personal y de los alimentos que Ingerían los niños. -

Los estudios con voluntarios humanos demostraron que las cepas den~ 

minadas enteropatógenas (EPEC) eran capaces de producir diarrea en 

individuos de diferentes edades (11). Sin embargo el mecanismo por 

el cual producen secreción a nivel intestinal permanece aún sin es

clarecerse en su totalidad. 



7 

Las cepas EPEC tienen gran habilidad para coloni

zar la mucosa del intestino delgado provocando inflamación y acumu

lación de líquido en asas ligadas de intestino de conejo (11). Re

cientemente se ha visto que algunas EPEC producen una cltotoxina de 

caracter proteico con capacidad para destruir células de cultivo en 

el laboratorio muy semejante a la que produce Shigella dysenterlae 

1 (11). La relación entre la presencfa de diarrea y la producción 

de esta citotoxina se encuentra en estudio en la actualidad. 

De acuerdo con Rowe (ll) en 1953 De y Chatteryee 

en la India demostraron que algunas cepas de~ aisladas de 

pacientes con diarrea tipo cólera eran capaces de producir exotoxi

nas similares a las producidas por Vibrio cholerae 01. Estudios 

posteriores confirmaron que e.~lstía un grupo nuevo de~ al 

cual se le denominó enterotoxigénico (ETEC}. Este descubrimiento -

causó gran controversia al demostrarse que cepas EPEC eran incapa

ces de producir. este tipo de e~terotoxinas poniéndose en duda la 

capacidad patógena de este último tipo de microorganismos. La con

troversia fu3 resuelta en 1978 cuando Levine y colaboradores, demo_.!. 

traron nuevamente que cepas EPEC aisladas varios años antes en epi

demias de cuneros en la Gran Bretaña eran capaces de producir dia

rrea en adultos sanos inoculados oralmente con estas bacterias. 

A partir de su descubrimiento se confirmó que las 

cepas ETEC constituyen Ja causa más frecuente de diarrea P-n niños -

pequeños y en turistas que viajan de pafses desarrollados a pafses 

con deficiente higiene ambiental (JI}. Estudios recientes en va- -

rlos paises en desarrollo han mostrado la alta incidencia de aisla

miento de cepas ETEC en niños con diarrea de diferentes edades (11). 
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Las cepas ETEC son capaces de producir dos tipos 

de enterotoxinas:. una lábil al calentamiento (LT), que es una pro

teína de alto peso molecular (~86,000} compuesta por dos subunida

des, una A y una B (12). La subunidad A, con un peso molecular de 

alrededor de 25,000 es la· fracción activa de la proteína. La sub

unidad B compuesta por cinco monómeros, cada uno con peso molecular 

aproximado de 11,500; es la fracción que permite a la toxina adhe

rirse al gangllósido GM1 (12), que es su receptor específico en la 

célula epitelial. La detección de LT puede hacerse por diferentes 

pruebas de laboratorio, las más usadas son de dos tipos: las que -

utilizan líneas celulares de cultivo de tejidos y las que se reali

zan por ensayo lnmunoadsorbente enzimático (ELISA) (12). 

La otra enterotoxina, que es estable a.1 calenta

miento (ST), es una proteína de bajo peso molecular (""1,800), re

sistente al calentamiento a 60ºC por 15 minutos {12). Existe más -

de un tipo de ST: una ~ que es soluble en metano! y activa en el -

Intestino de ratones lactantes, una.!!_ Insoluble. en metano!, lnactl 

va en el intestino de ratones lactantes pero con actividad en asas 

ligadas de in.testino de lechones (12). El único método accesible -

para investigar la presencia de ST es la inyección lntragastrica de 

cultivos filtrados de cepas de~ a ratones de tres días de 

edad (13). 

La producción de enterotoxinas no es suficiente -

para que una cepa ETEC produzca diarrea en animales experimentales; 

el microorganismo debe ser capaz de adherirse y colonizar áreas de 

flujo rápido en el intestino y competir con gran cantidad de gérme

nes de la microblota local. Para colonizar estas áreas del intest_!_ 

no las cepas ETEC han desarrollado apéndices proteicos de tipo flm

briado que les permite adherirse a receptores específicos en la - -
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célula Intestinal (14). A estos fimbriae se les ha denominado fac

tores de colonización (14). 

En 1947 se describieron por primera vez cuadros -

de diarrea asociados con el aislamiento de cepas de~ con ca

pacidad para invadir el epitelio Intestinal en soldados de los Est!!_ 

dos Unidos _en servicio en la zona del Mediterráneo (11}. Estas ce

pas tenían habilidad para causar diarrea de tip~ disentérico con 

características bioquímicas y sero\ógicas similares a cepas de 

Shigella. En estudios posteriores se ha demostrado la habilidad 

Invasora de estas bacterias a células epiteliales y su multiplica

ción Intracelular a lo largo del intestino de conejos y cuyos, pro

duciendo lnflamaclón y ulceración hemorrá~ica en el colon (11}. 

Estudios genéticos han demostrado que la penetración de Shigella y 

de cepas enteroinvasoras de~ (EIEC) a células epiteliales 

depende de genes cromosómicos y plasmídlcos (15}. La interacción -

entre el mtcroorganlsmo y receptores específicos en \a célula epit.=, 

\tal del intestino grueso es un proceso complicado, cuyo mecanismo 

está en estudio en la actualidad. 

Las pruebas de laboratorio para detectar cepas 

EIEC son muy caras, la más empleada consiste en inocular el ojo de 

un cuyo con un cultivo bacteriano y observar durante 72 horas si el 

animal desarrolla una keratoconjuntivitis ulcer·atlva (11). Otras -

pruebas utilizadas son sondas moleculares y pruebas de invasividad 

que utilizan células de cultivo de tejido (11). 

En 1983 se publicó el estudio de una epidemia de 

colitis hemorrágica en humanos causada por la Ingestión de carne de 

hamburguesa contamlnada con cepas de~ no toxigénicas o inva

soras pertenecientes al serotipo 0157:H7 (16). 
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Estas cepas de~ y otras del serotipo 

OJ4S:H eran capaces de producir una citotoxtna VT que destruía cé

lulas de cultivo Vero y Hela, Idéntica a la producida por Shigella 

dysenteríae 1 (17}. Cepas 0145 y 0157 productoras de VT se han ar~ 

lado posteriormente de algunos niños con síndrome urémlco-hemolíti

co (18). 

El método mas directo de detectar sl una cepa es 

capaz de causar colitis hemorrágica es investigando si produce VT -

por medio de su acción citotóxica sobre células de culttvo de teji

do Vero o Hela. En ambos casos la presencia de la cltotoxlna debe 

confirmarse mediante neutralización de este efecto con una antttoxl_ 

na específica (17}. 

Además de los antígenos antes mencionados, todas 

las cepas de~ producen un ~ntígeno común a la familia Entero 

bacteriaceae. Este antígeno común (ECAl fue dascunierto en 1962 

por Kunin (191. Todas las especies de enterobacterias producen ECA 

además de su antígeno somático correspondiente. 

Kunin definió al ECA (19l, como un antígeno pre

sente en diversas especies de bacterias entéricas con reacción cru

zada detectable por hemaglutinación indirecta usando suero antl_ 

~014. 

La prueba de hemaglutinación utiliza como suero -

el producido en conejos con~ 014. Kunin (19) encontró ade

más, que sólo algunos serogrupos de~ tales como 14, 56, lZ~. 

144 eran capaces de producir una respuesta inmune contra ECA al ser 

utili~ados como vacunas en conejos. 
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El ECA está presente en forma de hapteno (sustan

cias pequeñas, qufmicamente definidas que puede reaccionar con anti 

cuerpos de especificidad apropiada). La forma hapténica del ECA 

está probab.lemente en todas las b.acteri.as. con ECA positivo. 

El ECA se puede separar parcialmente del antígeno 

somático por extracción con alcohol etílico al 85% (19). El ECA 

soluble en alcohol tiene una alta inmunogenicidad cuando se inyecta 

a conejos por vía endovenosa (19}. La fracción soluble en alcohol 

contiene relativamente gran cantidad de antlgeno común y pequeña 

proporción de antígeno somático (19). 

Aunque el antígeno común está presente en todas -

las enterobacterias 1 sólo E. coli 014 y algunos otros serogrupos 

son inmunogénicos en conejos inyectados intravenosamente. 

El ECA se localiza en la superficie de la célula 

bacteriana, específicamente en la membrana externa~ M~nnel y Mayer 

(20} han descrito que el ECA es un heteropolímero compuesto predomi 

nantemente por lípidos y aminoazúcares N-acettlados. Los análisis 

químicos han mostrado que los aminoazúcares y ácidos grasos repre

sentan alrededor del 65-70% de los compuestos del ECA, el 30% fal

tante son componentes lípidos no bien identificados. El peso mole

cular de la parte solub.le del ECA determinado por estudios de sedi

mentación, usando metano) como solvente, es de aproximadamente -

2700 {20). 

El determinante inmunogénlco del ECA está ligado 

por unión covalente al lipopolisacárido (LPS} de la pared bacteria

na (21}. En cepas no inmunogénicas la porción terminal del LPS es 

una acettlglucosami·na, en tanto que en cepas capaces de producir 
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una respuesta inmune, el LPS terminal es una molécula de glucosa 

(21). Hlinnel y Hayer (20) han encontrado que en cepas de Salmonella 

el ácido manosaminurónicu y la glucosamina se encuentran en todas -

las cepas de ECA+ y están ausentes en las cepas ECA:. 

Las Investigaciones sobre ECA se han llevado a 

cabo en mu tan tes de Sa lmone 11 a ECA- (21} • Gr a el as a es tos es tJJd i os 

ha sido posible deducir parcialmente la composición y srntesis de -

ECA (21). 

Las diferencias en el contenido de antígeno común 

no sólo se refiere a su toxicidad y a la reacción Inflamatoria que 

produce tanto en humanos como en animales de experimentación, sino 

también a ~u relación con diarrea. 

En un estudio efectuado por Carrillo y col. (22) 

con cepas de~ aisladas de recién nacidos con diarrea se pudo 

observar que durante el período agudo los títulos obtenidos de ce

pas de~ eran más bajos comparados con los de cepas de ~ 

aisladas de recién nacidos sanos, utilizados simultáneamente 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 señalaron que el mis

mo serotipo de E. col! exhibía diferente enteropatogenicidad, según 

el contenido de ECA. El contenido bajo de antfgeno estaba asociado 

con una mayor patogen!cidad, observándose una reacción inflamatoria 

más severa comparatrvamente con e) segmento intestinal en donde se 

había inoculado el mismo colibacilo con mayor cantidad del antígeno. 

Estos resultados estuvieron de acuerdo con los encontrados en 



13 

estudios de letalidad en embriones ce pollo, en donde la dosis le

tal 50 de cepas con bajo contenido de ECA fueron menores (mayor vi

rulencia) que las encontradas para los mismos serogrupos con títu

los más elevados del mismo antígeno (23). 

Otro estudio que confirmó los resultados anterio

res fue el efectuado en 1971 por Kumate y col. (241 en un área ru

ral del Estado de Morelos. En 34 niños recién nacidos estudiados -

hasta la edad de 10 meses, se detectó que· el contenido de ECA en 

cepas de~ aisladas de individuos menores de 6 meses con dia

rrea eran más bajos que el contenido de ECA en cepas de~ del 

mismo serotipo aisladas del mismo niño cuando éste ya no estaba en

fermo. 

Vázquez y col. (25) en 1970 trataron de explicar 

estos cambios en contenido de ECA como un fenómeno genético de con

jugación bacteriana. Esto es, que la síntesis de mayor cantidad de 

ECA estuviera controlada genéticamente por un plásmido en una bact~ 

ria donadora que pudiera ser transmitida a otra receptora. En su -

trabajo estos autores lograron demostrar los efectos de una transml 

sión de información genética de una bacteria donadora a otra recep

tora. 

El progreso experimental en el campo de la genétJ. 

ca ha permitido la selección de mutantes y recombinantes genéticas 

a partí r de enormes poblaciones de bacterias "si lvestres 11 con la 

confección de mapas genéticos de gran resolución (26). Estos mapas 

han revelado secuencias de genes en los cromosomas y han mostrado -

el gran número de loci en los cuales se puede experimentar mutación 

en un microorganismo (26). 
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La confección del mapa cromosómico de las posici~ 
nes relativas de distintos genes bacterianos ha sido factible por -

el hecho de que en circunstancia~ especiales un segmento del cromo

soma de una célula puede separarse, transferirse e incorporarse por 

unión covalente al cromosoma de un segundo tlpo de célula. Utili

zando condiciones experlmentales que favorecen tales recombinacio

nes en bacterias, se han desarrollado métodos adecuados para trazar 

mapas de las posiciones relativas de los genes en la estructura ero 

mosómica. Para obtener el mapa genético de cromosomas bacterianos 

y virales se han empleado tres tipos de procesos de recombinación: 

a} conjugación sexual, bj transformación y e} transducción viral. 

El primer proceso, la conjugación sexual, consis

te en la transferencia de parte o todo el cromosoma de una célula -

donadora(+) a una célula receptora (-}. La diferencia de sexo en

tre células está determinado por la presencia de un factor genético 

específico llamado F (fertilidad) que codifica la formación de un -

fimbriae que sirve como tubo huecl)c que~conecta ambas células a tra

vés del cual se transfiere el ácido desoxirribonucleico (ADN) bact~ 

riano de un microorganismo a otro (26). 

En~ el acto de conjugación 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 suspensión 

celular o con un deslntegrador. Este proceso rompe la unión entre 

las células, siendo posible recuperar células C-l portadoras de ca!!. 

tidades variables de material cromosómico del donador macho. Esta 

cantidad de ADN dependerá del momento de interrupción (26). 
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Observando el tipo y número de caracteres fenotí

picos especificados por los segmentos incorporados del cromosoma 

donado en la descendencia de células receptoras (-), en función del 

tiempo de penetración, se puede deducir la posición relativa de ge

nes relacionados con dichos caracteres en el cromosoma tnsertado. -

Estos métodos directos de trazado de mapas han confirmado las se- -

cuencias entre genes (26). 

Una de las conclusiones más significativas a la -

que se ha llegado como consecuencia de experimentos de conjugación 

sexual es que el cromosoma de~ consiste en un anillo cerrado 

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

bacterianas se representa generalmente en forma ctrcular. 

Es importante mencionar que sólo bacterias que 

poseen plásmidos (moléculas de AON bicatenario capaces de multipli

carse independientemente en las células que los alojan y de ser he

redados con regularidad al dividirse éstas) poseen información para 

la conjugación entre bacterias en la forma del factor F de fertili

dad que codlfica para la producción del puente que forma la bacte

ria donadora al unirse con la receptora (Z6). 

Los plásmidos son responsables de una sorprenden

te riqueza de actividades biológicas en las bacterias. Es importe!!_ 

te mencionar entre ellas a los factores llamados de resistencia (R). 

Estos plásmidos tienen en ocasiones la capacidad de promover su - -

transferencia intercelular por conjugación y codificar la produc- -

ción de proteínas que destruyen antimicrobianos (2Gl. 
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Otro camino para el trazado de un mapa genético -

es a través del fenómeno de transformación bacteriana (26). Una 

célula bacteriana receptora puede ser genéticamente transfannada 

por adición de ADN exógeno procedente de otra estirpe bacteriana. -

Este efecto se debe a la incorporación de uno o más genes del AON -

donador al cromosoma de la célula receptora. Determinando la fre

cuencia con que dos o más fenotipos de células donadoras aparecen -

juntos en la prole de las células recepLoras es posible deducir la 

posición relativa de los dos genes correspondientes en el cromosoma 

donador. 

Los pares de genes incorporados a células recept~ 

ras con gran frecuencia se encuentran más cercanos en el mapa gené

tico que aquellos pares que penetran con menor frecuencia. La tra_!!i 

formación de la mayoría de los tipos bacterianos es poco eficiente 

y su aplicabilidad se ha restringido por este motivo. 

La forma más útil para el trazado de mapas genéti_ 

coses la tran~ducción (27). En este caso un virus que infecta ba_s 

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 adquisición de un peque

ño segmento del cromosoma bacteriano. Cuando este bacteriófago se 

libera y se fija a una nueva bacteria transfiere el segmento de cr~ 

mosoma bacteriano procedente del primer huésped. Este segmento pu~ 

de experimentar entrecruzamiento homólogo con el cromosoma del nue

vo huésped e incorporar genes del huésped previo. 

La transducción es de gran importancia para el 

trazado de la estructura fina d~ mapas genéticos, sin embargo las -

relaciones gen~ttcas observadas sólo sirven para construir ~pas 
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crO<:lOsómicos pequeños (27). 

OiUETlVO. 

Como se mencionó anteriormente la mayor parte de 

los estudias sobre control genético de la producción de ECA se han 

realizado con mutantes de cepas de Salrnonella. Estos estudios de-

1I1Uestran que los genes que controlan la producción de ECA se encue.!:!_ 

tran en e 1 cromosoma bacteriano unidos a los que contro la.n ta pro• 

ducción de lipopolisacárido de la pared celular (21}. Vázquez y 

col. {25} utilizando cepas de~ con alto y bajo contenido de 

ECA lograron elevar el contenido de ECA en cepas con bajo nivel 

aparentemente por un proceso de conjugación bacteriana. Estos aut~ 

res concluyeron que el control de la producción de ECA era plasrnídl 

co posterior a experimentos de "curación" con naranja de acridina, 

al conseguir que cepas que habían elevado su contenido de ECA regr.!:_ 

sarao a los niveles previos a la conjugación después del tratamien

to. 'Con estos experimentos Vázquez y col. (25) concluyeron que en 

~el ECA puede estar determinado por un plásmido transmisible. 

En este estudio sin embargo, no se tomó en cuenta 

que la cepa donadora pudiera haber tenido algún vehtculo (fago o 

plásmido) que habiéndose integrado al cromosoma bacteriano en la r~ 

gión que codifica para el ECA, pudiera transmitir por conjugación -

?arte del cromosoma. Esto seria comprobable con la creación de ce

pas donadoras Hfr (con transmisión de alta frec~encia) que transmi

tiera el Incremento en la producción de ECA con mayor frecuencia a 

cepas receptoras (26). 
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Dada Ja importancia epidemiológica que tienan los 

niveJes de ECA en procesos diarreicos producidos por cepas de 

E. coli en niños prematuros y menores de seis meses (22, 23, 24) se 

ha considerado que sería de gran utilidad conocer si en cepas de 

~el control genético de Ja producción de ECA está controlado 

por et cromosoma bacteriano, por un plásmido o por ambos. 

El objetivo de estos experimentos era ver si el -

control de Ja producción de ECA era plasmídico y podía transmitirse 

por conjugación 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 Ja producción de ECA. A diferencia de Vázquez y col. (25) en 

estos experimentos se utilizaron cepas donadoras y receptoras de 

E. coli ampliamente caracterizadas para los estudios de conjugación 

bacteriana, como se detallan en la siguiente sección sobre material 

y métodos. 

Las cepas resultantes fueron inoculadas en asas -

de conejos para ver el grado de patogenicidad obtenido al cambiarse 

el contenido de ECA. 

La posibilidad de que exista transmisión genética 

por conjugación de genes que controlan Ja producción de ECA podría 

explicar cómo cepas comensales de~ presentes en el intesti

no de recién nacidos e infantes menores de seis meses puedan conve..!:_ 

tirse en patógenas independientemente del arreglo de sus cadenas de 

lipopolisacáridos que determinan sus antígenos somáticoj y ~ue, 

hasta la fecha, se utilizan como marcadores de patogenicidad. 
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MATERIAL Y METODO. 

l. Procesamiento de las cepas de Escherichia coli. 

La pureza de las cepas de~ util'.zadas se -

probó sembrándolas en medio de MacConkey. De ser único el creci- -

miento &e tomó una colonia y se corroboró que fuera E. coli por 

pruebas bioqu[micas (28). Las cepas purificadas se guardaron a tem 

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

11. Obtención del lipopolisacárido de Salmonella typhimurium. 

La cepa de Salmonella typhimurfum utilizada se 

sembró en medio Gelosa-sangre y Shigella-Salmonella. Las placas se 

incubaron durante 18 horas a 37ºC; para corroborar et serotipo se -

efectuaron pruebas bioquímicas y de agiutlnación con suero Anti O, 

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

cajas de medio de Agar-soya-tripticaseína (TSA) y se incubaron 18 

horas a 37ºC. El crecimiento se cosechó con lOml de solución sali

na (cloruro de sodio al 0.9%) y se hirvió con reflujo en baño de 

sal a lOOºC durante 90 minutos; finalmente se centrifugó y guardó -

la suspensión a -20°C hasta su uso. 

111. Obtención de ECA. 

Cada cepa a estudiar se sembró en 2 cajas de medio 

de TSA. Las cajas se incubaron durante 18 horas a 37ºC. El 
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crecimiento se cosechó con solución salina y se ajustó a 125 Unida

des Klett (UK), que corresponde aproximadamente a una concentración 

de 11 X 10
8 

bacterias/mi. La suspensión bacteriana se hirvió du

rante 90 minutos a 1QQºC con reflujo en baño de sal. Posterlorme.!l 

te se centrifugó a 7,000 rpm durante 10 minutos y se guardó el -

sobrenadante diluido 1:10 en alcohol absoluto a -20ºC. 

IV. Obtención del Titulo del Suero Anti-~ 014. 

Se lavaron glóbulos rojos de carne.ro 4 veces con 

solución sa 1i na .. Se tomaron O.Sml de glóbulos rojos más 0.5ml de -
ex.tracto de lipopolisacárido de Salmonel la t:tehlmurlum y se Incuba-

ron durante 30 minutos a 37ºC. Posteriormente se lavaron los glób.!:!. 

los rojos forrados 3 veces con solución salina durante 5 minutos y 

se guardó la suspensión diluida al 1%. Se colocaron series de tu

bos, a los cuales se les agregó 0.5ml de solución salina, excepto -

al primero al que se agregó O.Sml de antisuero contra ~ 014 -

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

dobles seriadas del antisuero, agregándose finalmente O.lml de una 

suspensión al 1% de glóbulos rojos sensi~illzados; los tubos se in

cubaron a 37ºC durante 30 minutos y se tomó colllO titulo del antlsu~ 

ro el reciproco del último tubo que presentara aglutinación de los 

glóbulos rojos. 
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V. Titulación del contenido de ECA por inhibición de la hemagluti

nación. 

Se lavaron glóbulos rojos de carnero 4 veces -

durante 5 minutos con solución salina; se sensibilizaron (v/v) con 

extracto de Salmonella typhimurium Incubándose durante 3C minutos a 

37ºC; se lavaron 3 veces con solución salina a 1,500 rpm durante 5 

minutos y se diluyeron al 1% con solución salina. 

Se colocaron series de 10 tubos, al tubo número 

se le agregaron O.Sml de solución salina más O.Sml del extracto de 

~(ver inciso 111] efectuándose diluciones dobles seriadas; a 

cada tubo se le agregaron posteriormente 0.5ml del suero Anti

~ 014. 

La dilución del antisuero utilizada dependió del 

título obtenido previamente (ver inciso IV). Los tubos se incubaron 

durante 30 minutos a 37ºC; se les agregó O.Jml de la dilución al 1% 
de glóbulos rojos sensibilizados, se incubaron durante 30 minutos a 

37ºC; se centrifugaron a 1,500 rpm durante 3 minutos y se tomó como 

título de hemaglutinación el recíproco del últtmo tubo que present!!_ 

ra esta reacción. 

VI. Conjugación entre cepas de~· 

Para este estudio se utilizaron cepas de~ 

donadoras y receptoras. Cada cepa se sembró por separado en 3m1 de 

caldo nutritivo, incubándose durante 18 horas a 37ºC. Posteriorme~ 

te se mezclaron O.Jml de la cepa donadora con 0.1ml de la cepa 
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receptora. Se incubó esta mezcla a 37ºC durante 18 horas para que 

se efectuaran las cruzas. La mezcla se lavó 2 veces con solución -

salina amortiguada con fosfatos (PBS} pH ].O, a 3,000 rpm durante -

10 minutos. Se efectuaron diluciones seriadas y se sembró cada una 

en medio de MacConkey conteniendo antibióticos apropiados como me

dio de selección. Se contaron las colonias que hubieran crectdo 

después de Tncuuar 18 horas a 37ºC, se purificaron por resiembra, -

se comprobó que la cepa fuera la receptora por pruebas bioquímicas 

y se hizo titulación de ECA. 

Se utilizaron en algunos casos cruzas tripartitas 

usando inicialmente una mezcla entre la cepa donadora y una cepa 

con factor de transferencia para tratar de movilizar plásmidos de -

t'a cepa donadora origina 1.. Esta mezc 1 a se cruzó posteriormente sin 

seleccionar, con una cepa receptora. La mezcla se incub6 18 horas 

a 37ºC y se sembró en agar HacConkey con diferentes antibióticos 

como medio de selección. 

VII. Obtención de la proteína A de Staphylococcus aureus Cowan 1 

(2.9). 

Se semuraron 10. cajas petrt de 10 X lOOcm con TSA 

~on Staphylococcus aureus NCTC 8530. Se Incubaron durante 18 horas 

a 37ºC. El crecimiento en cada caja se cosechó con lOml de solución 

salina y la suspensión obtenida se centrifugó a 6,000 rpm durante -

10 minutos. Se lavó 3 veces con la misma solución. Del paquete 

obtenido se tomaron 36.5ml y se le agregaron 0.5ml de formaldehfdo, 

dejándose reposar a temperatura ambiente durante 90 minutos. Poste 

riormente se centrifugó a 6,000 rpm durante 10 minutos, se lavó 3 

veces con solución salina. Se calentó la suspensión durante 30 
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minutos a BOºC, se lavó 3 veces con solución salina y el sobrenadan 

te se reconstituyó al 10% con solución salina. Se calentó la sus

pensión durante 30 minutos a 80ºC, se lavó 3 veces con solución sa-

1 ina y se suspendió el paquete ajustándose a 1000 UK. Esta suspen

sión se guardó a -20ºC hasta su uso. 

VIII. Pruebas de Cohemaglutinaclón. 

Se lavaron glóbulos rojos de carnero 4 veces a 

1,500 rpm durante 5 minutos. Se tomaron O.Sml de glóbulos rojos 

lavados más O.Sml de llpopolisacárido de Salmonella typhimurlum y 

se incubaron durante 30 minutos a 37ºC. Posteriormente se lavaron 

con solución salina durante 5 minutos a 1,500 rpm y se diluyeron al 

1% con solución salina. El extracto de proteína A de S. aureus - -

(ver Sección VII) se diluyó 1:4 y se tomó 1ml para forrarlo con 

O.lml de antisuero contra~ 014; se mezclaron en placa 10 

microlitros de la dilución de glóbulos rojos sensibilizados más 10 

microlltros del extracto y ~e observó si e.xistla hemaglutinación. 

IX. Pruebas de Asas ligadas de intestino de conejo. 

Se utilizaron conejos hfbrldos adultos de 2.5 a 3 

kg. de peso. Se dejaron en ayuno 18 horas antes de la cirugfa. 

Bajo anestesia general se abrió el abdómen y se ldentif icó el duod~ 

no. A 10cm de esta porción se ligaron asas de intestino de 10cm de 

largo con seda 2-0 con intervalos de 5cm entre cada una. Se inocu

laron en secuencta determinada previamente por azar con lm.1 de una 
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suspensión de aproximadamente 109 bacterias/m1 en infusión de -

Cerebro-Corazón. Se cerró por planos el abdómen y se dio únicamen

te agua por vía oral al recuperarse el animal. Se sacrificaron los 

animales a las 18 horas, obteniéndose el intestino. Se midieron 

las asas en extensión y se examin~ron para ver la dilatación por 

líquido acumulado. El líquido se extrajo con jeringa y se midió el 

volúmen para hacer una relación de ml/cm de intestino. Se obtuvie

ron secciones de tejidos que se fijaron en formaJina al 10%, se in

cluyeron en parafina y se tiñeron con hemato.x.ilina-eosina para exa

minarse por microscopía de luz. 
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RESULTADOS. 

En este estudio se utilizaron 29 cepas de~ 

a las cuales se les efectuó determinación de antígeno común por me

dio de la técnica de inhibición de hemaglutinactón. Los resultados 

obtenidos se pueden ver en el Cuadro 1. Existieron variaciones en 

cuanto a la cantidad de antígeno común entre las cepas utilizadas. 

En algunas el contenido de antígeno común fue alto con respecto a -

otras cepas, como las~ K-12., en las cuales su contenido de -

antígeno común fue generalmente bajo. 

Posteriormente a las mismas 29 cepas de ~ -

se les efectuaron pruebas bioquímicas diferenciales para comprobar 

su especificidad y llegar finalmente a su identificación (Cuadro 2). 
Todas las cepas utilizadas fueron capaces de fermentar glucosa. La 

fermentación de lactosa en algunas de ellas fue a las 24 horas; en 

todas, la reacción de rojo de metilo fue positiva y Ja prueba de 

Voges-Proskauer fue negativa, sin que ninguna produjera ácido sulf

hídrico. Ninguna utilizó urea, fentlalanina, malonato ni gluconato 

de potasio. En ·todas las cepas hubo producción de indo!; siendo 22 

móviles y 7 no móviles. 

El Cuadro 3 muestra los resultados de las conjug!!_ 

cienes bacterianas entre E. coli con alto y bajo contenido de ECA. 

En la cruza número J la cepa donadora fue~ 014K7H- y la ce

pa receptora fue~ 14RSl9, el medio selectivo fue MacConkey -

adicionado con 10.)Jg/ml de ácido nalldrxico. Se obtuvieron un gran 

número de transconjugantes, escogiéndose 9 colonias únicas con dif~ 

rente morfología para determinación de ECA, encontrándose en todas 

el las un título más bajo que el de ambos· progenitores. 
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La segunda cruza se efectuó entre ~ 

54R170 y~ H19HW, el medio selectivo utilizado fue HacConkey 

con 10 ,ug/ml de ácido nal idíxico más 20 ,ug/ml de streptomicina. Se 

obtuvieran ta1nb.i én gran número de t1·ansconjugantes escogiéndose 8 -

colonias para la determinación de antígeno común, siendo éste más -

bajo que el de ambos progenitores. 

La tercera cruza se efectuó entre )as cepas de 

~arriba mencionadas siendo el medio selectivo solamente Mac

Conkey con 10,ug/ml de ácido nalidíxico. El nümero de transconju

gantes obtenidas fue de 12, a las cuales se les determinó antígeno 

común, los resultados obtenidos fueron bajos con respecto a sus - -

progenitoras .. 

La cuarta cruza se efectuó entre~ 014K7H

y E. coli 52R527, la primera fue utilizada corno donadora y la segu!!_ 

da como receptora. Se utilizó como medio selectivo MncConkey con -

JO ,ug/ml de ampici 1 ina y 30 ,ug/ml de col icina. El número de trans

conjugantes obtenido fue de 7, todas con títulos más bajos de ECA -

que el encontrado en los progenitores. 

En Ja quinta cruza se utilizó como cepa donadora 

~ 54R170 y como cepa receptora una~ transconjugante de 

la primera cruza con un antígeno común bajo. EJ medio selectivo 

utilizado fue HacConkey al que se le adicionó 10,og/ml de ácido 

nalidíxlco más 20 µg/ml de streptomlcina. El número de transconju

gantes aisladas fue de 15, encontrándose títulos de ECA menores a -

los de sus progenitores. 

En tres casos se efectuaron cruzas tripartitas 

utilizando cepas de~ K-12 como intermedias para tratar de 
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movilizar un p1ásmid~ (en caso que lo hubiese) que controlara gené

ticamente la producción de antfgeno común en las cepas donadoras. -

En la sexta cruza la cepa donadora fue E. col i 014K7H-, la cepa ·in

termedia fue E. coli 48R192 y la cepa receptora fue~ 52R527. 

El medio selectivo fue MacConkey con 10,ug/ml de ácido nalidfxico -

más 20,og/ml de tetraciclina. En este caso hubo demasiado creci- -

miento, por lo que se tomaron 18 colonias al azar, encontrándose en 

todas un contenido de antígeno común más bajo con respecto al de 

los progenitores (Cuadro 4). 

La séptima cruza se llevó a cabo con~ 

014K7H- utilizada como donadora, corno cepa intermedia E. coli 

20R770 y como cepa receptora E. coli 52R527. Se le añadieron al 

medio selectivo 10 )lg/ml de ácido nalidíxico más 20).lg/ml de 

streptomicin~. El número de transconjugantes obtenidas fue consid~ 

rable, por lo que se tomaron al azar 13 colonias, encontrándose en 

todas un contenido de antígeno común bajo con respecto al de sus 

progenitores. 

Por último se efectuó una cruza entre E. coli 

014K7H- como cepa donadora,~ K-12 22(1-16) F-like l<mr como 

cepa intermedia y~ 54R527 como cepa receptora. El crecimle.!!. 

to se sembró en HacConkey adicionado con 10).lg/ml de ácido nalidfxl 

ca más 10,ug/ml de kanamicina. El número de transconjugantes obte

nidas fue de 178, determinándose ECA en 17 de ellas. Se encontró -

nuevamente en todas las transconjugantes un título de ECA menor al 

de ambos prctgenitores. 

Para comprobar que se trataba de transconjugar.tes 

reales y no mutantes de los progenitores, a las cepas obtenidas de 

las conjugaciones 1, 4, 6, 7 y 8 se les efectuó prueba de 
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cohemaglutinación, siendo todas negativas; las transconjugantes ob

tenidas de las conju~aciones 2 y 3 se aglutinaron con anti.suero 

Anti-~ 026, siendo todas negativas. 

De acuerdo con los resultados anteriores, se ese~ 

gieron cepas que presentaron el ECA más bajo, así como cepas de los 

progenitores originales, con las cuales se inocularon asas ligadas 

de intestino de conejos. La inoculación de las asas fue hecha al -

azar con cepas originales y cepas transconjugantes. De la primera 

conjugación se obtuvieron dos asas positivas. Ambas mostraron un -

alto grado de inflamación con secreción sanguinolenta. De las cru

zas 3 y 6 se obtuvo una cepa que dio un asa positiva respectivamen

te. En estas asas se observó un alto grado de inflamación con se

creción líquida y presencia de pequeños coágulos. Todas las demás 

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

De las asas positivas se efectuaron cortes histo

lógicos en los cuales se pudo observar pérdida total del revesti- -

miento epitelial en las vellosidades, congestión total en las zonas 

de la mucosa, la submucosa, la muscular y en la serosa. En ésta 

última también se observó gran cantidad de neutrófilos infiltrados 

en el tejido conectivo, además de hemorragias en la serosa y la mu!!_ 

cular. En el asa positiva de la tercera cruza se ohservó pérdida -

completa de la organización histológica. 
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DISCUSION. 

El aislamiento de un germen y su identificación -

bioquímica no son suficientes para catalogarlo como patógeno, y me

nos aún para involucrarlo como agente causal de un padecimiento es

pecífico. Para ésto último se requiere que se cumplan los postula

dos de Koch que, para el caso de humanos sólo es posible completa.r:_ 

los mediante estudios con voluntarios. La dificultad para realizar 

este tipo de estudios ha beche necesario que se diseñen modelos ex

perimentales, a través de los cuales se pueda confirmar la asoci~

ción entre ciertas enfermedades y los agentes que las causan. 

En el caso de la diarrea aguda los avances en los 

últimos 15 años sobre la habilidad patógena que tienen los gérmenes 

asociados a estos procesos han permitido recientemente el plantea

miento de progra1r~s de control basados en la elaóoración de produc

tos bacterianos específicos a usarse como vacunas. 

Existe sin embargo un número grande de bacterias 

aisladas con frecuencia de pacientes con diarrea que no presentan -

características patogénicas a nivel del laboratorio. Por largo - -

tiempo se pensó que estas cepas no eran en realidad patógenas por -

no tenerse una comprobación experimental de su hdbilidad para produ 

cir secreción intestinal. Más recientemente se han utilizado otro 

tipo de marcadores para catalogar cepas bacterianas como patógenas 

en base a características determinadas genéticamente por el cromos~ 

ma bacteriano, que son más estables que aquellas codificadas por g~ 

nes plasmídicos. 
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A raíz del descubrimiento de Kunin (19) de unan

tígeno común presente en todas las enterobacterias, se ha pensado -

en la importancia que puede tener esta su~stancia para identificar 

y clasificar cepas patógenas. Por su cercanra flsica con tos lipo

pol isacáridos que dan el antígeno somático en estas bacterias se 

pensó inicialmente que este nuevo antígeno común (ECA) pudiera ser

vir como lnmunógeno general para evitar colonizactón e infecciones 

por bacterias de origen entérico. Et ECA, sin embargo, es un antí

geno que no da una buena respuesta antigénlca y poco a poco fue ca

yendo en desuso la idea de utilizarlo como vacuna. 

Los únicas estudios clfnic9s realizados con refe

rencia a la asociación de niveles de ECA en enterobacterlas, en es

pecial~. y presencia de diarrea en lactantes fueron realiza

dos en los años 60 por varios grupos del Hospital Infantil de Méxi

co (22-24). Estas investigaciones revelaron que, c~mo paradoja, 

las cepas de~ aisladas de niños con diarrea tenían títulos -

de ECA más bajos, que las aislaóas de niños sin diarrea, o del mis

mo niño una vez que había cedido el cuadro infeccioso. Estos resul 

tados aparentemente contrarios a los esperados han llevado al plan

teamiento de hipótesis alternas soQre la presencia de ciertos marc~ 

dores de patogenicidad y la fisiopatologfa del proceso infeccioso. 

Resultados recientes en proceso de publicación 

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 pr..!_ 

sentar con mayar frecuencia estadística adhesividad a células de -

cultivo de tejidos. Esta adhesividad in vitre se ha relacionado 

con habilidad in vivo para acercarse a las células epiteliales del 

intestino delgado y producci6n de diarrea en voluntarios humanos 

(30, 31). 
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El control genético de la producción de ECA ha 

sido estudiado fundamentalmente en mutantes de Salmonella (21), de

mostrándose que los genes que codifican para este antígeno son cro

mosómicos. En~ hasta el trabajo de Vázquez y col. (25) se -

había reportado tambf'én un control genético crornosómico. En la In

vestigación de Vázquez y col. se demostró que se podía tncrementar 

el contenido de ECA a través de modificar genéticamente una cepa de 

~con bajo contenido de ECA con una de alto contenido por co!l 

jugación bacteriana. Los experimentos de 11curación11 con naranja de 

acridina mostraron que había existido transferencia de material ge

nético durante la conjugación entre las cepas ya mencionadas, y que 

este material estaba relacionado con la producción de ECA. 

En el presente trabajo, utilizando cepas donado

ras y receptoras con características muy definidas que permiten de~ 

cartar exactamente si las transconjugantes obtenidas de cada cruza 

son mutantes de 1 ~ cepa donadora, no fue pos i b 1 e confirmar 1 os re

su 1 tados de Vázquez y col. Por el contrarto después de cada cruza 

las transconjugantes obtenidas tuvieron títulos de ECA inferiores a 

los de sus progenitores. El hallazgo más interesante fue que dos -

de estas transconjugantes con títuios bajos se comporta1·on como pa

tógenas en asas ligadas de intestino de conejo, mientras que ningu

no de los progenitores fue capaz de producir un aumento de secreción 

a nivel intestinal. El paso de material genético en este caso hizo 

que una cepa de laboratorio sin capacidad patogénica en el modelo -

uti ]izado adquiriera habilidad para producir diarrea en diferentes 

conejos. En estudios posteriores se procederá a caracterizar este 

material genético transferido y su posible importancia en la produ~ 

ción de diarrea en humanos. 
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Los resultados demuestran también la posibilidad 

de que cepas de~ no patógenas presentes en la flora normal -

de niños pequeños puedan adquirir material genético de otras bacte

rias, convirtiéndOse en gérmenes capaces de producir enfermedad. 

La relación entre trtulos bajos de ECA en estas cepas y su habili

dad patógena se encuentra en estudio en 1a actualidad. 

Todas estas investigaciones permitirán en un fut~ 

ro cercano el planteamiento de medidas preventivas más específicas 

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 inhibición de 

hemaglutinación. 

e E p A Fuente Ti tu la 

21RB68 K12 lac + StrR 1 1 :8 
5l,Rt 70 KlZ lac - NalR F-Tc-Ap-Km ¡. 1 :256 
52R527 K12 lac - NalR (14RS19) 1 1 :64 
13Rl41 KJZ lac+ SSu 1 1:128 
Kl2 22(1-16) Rl-16 R 

(Thres, leu, 61) 1 :16 (Km ) TLB
1 1 

H19 HWS 
2 1 :32 

K12 JS (11<4-3) R(144-3) KnR Cd. lb, met, pro 1 1 :256 
01a a CK 77 

1 1 :256 
J53 Suc +l 

1 1 :32 
Kl2 f im - lac fla - 1 1 :64 
AB 1157 10R151 3 1 :16 
54R30 

1 1 :8 
014 

4 1 :256 
G-167 Kl2 Col+ ssu+ 

1 1: 128 
G-168 K12 Col+ Vt+ SSu 1 1 :64 
14RS19 

J 1 :32 
G-176 

1 1: 32 
G-241 Col -

1 1 :32 
G-242 Col - 1 1 :8 
G-243 Cal -

1 1: 16 
G-244 Col -

1 1: 16 
G-246 SSu 1 1: 128 
G-247 

1 1: 12& 
H-19 Orlg. 2 1 :64 
E-234& 

1 1 :8 
G-245 (G-243-H19 Col - ssu+) Sen by e.b. 1 1 :32 
014K7H - I¡ 1 :512 
Kl2 NalR f im - fla 4ilR387 2 1 :8 
20R77ú T-Adrh K12 lac + (1-1 ike) 1 1 :4 

1. Laboratorio Central de Salud Pública, Londres, Inglaterra. 

2. Dr. H. William Smith, Haughton Poultry Research Station, 
Cambridge, Inglaterra. 

3. Dr. D.C. Old, Universidad de Dundee, Dundee, Escocia. 

4. Colección INCYTAS-DIF. 



CUAORO 2. Pruebas bioquímicas diferenciales para comprobar la 

especificidad de las diferentes~ utilizadas 

en el estudio .. 

o 
u .... ·-U1 .::. ., .. 

"' "' "O 

"' u ·- "' 
,_ 

"' ~ -t; .:: e E p A s .o .~ Q) 

" ::e o :; "O e " "' 
., .... "' O" :ll 'T "' "O o.. -~ U1 "O o o "' o o -., u ... o "' "O ·- "' 2 u . ..., en "O ·- > "' "' o :§; e: u ~ .... 

<.:> .... a: - <C :::> 

21R868 Kl2. lac + StrR + + + - + - + -
S4R170 K12 lac - NalR F-Tc-Ap-km + A + - + - + -
52R527 Kl¡ lac NalR ( 14R519) + A + - + - + -
13R141 Kl¡ lac + SSu + + + - + - + -
K12 22.(1-Jt)j Rl-16 (KmR) TLll1 (Thres, leu, Bl) + A + - + - - -
H19 HWS + + + - + - + -
K12 JS (Jl¡q-3) R(144-3) Kn R Cd. lb, met, pro. + + + - + - + -
018 a CK 77 + + + - + - - -
J53 Suc +1 

+ + + - + - + -- -K12. fim lac fla + A + - + - - -
AB 1157 i0R151 + A + - + - - -
S4R30 + A + - + - + -
014 + + + - + - - -
G-167 Kl:t Col+ ,, SSu + + + + - + - + -
G-168 K12. Col+ Vt+ SSu + + + + - -+ + -
14RS19 + A + - + - + -
G-176 + + + - + - + -
G-241 Col - + + + - + - + --G-242 Ccl + + + - + - + --G-243 Col + + + - + - + -
G-2.44 Col - + + + - + - + -
L'-21i6 SSu - + + + - + - + -
G-21i7 + + + - + - + -
H-19 Orig. + + + - + - + -
E-234il + + + - + - + -

{G-243 H19 Col -
G-245 ssu+ + + + - + - + -

Sen by e.b. 

014K7H - k- A + - + - - -
K12 NalR fim - fla 4dR~87 k- A + - + - - -
20R770 T-Adrh K12 lac + ( 1-l ike) k- + + - + - -+ 

"' e: 
e: B B "' "' "' "' e 

e: o 
..!:? ·- u 

e: ::J 

"' 
., ;:; ::e ..... 

.. - -
- - -
- - -
- - -
- - -
- - -
- - -
- - -
- - -
- - -
- - -
- - -
- - -
- - -
- - -
- - -
- - -
- - -
- - -
- - -
- - -
- - -
- - -
- - -
- - -
- - -
- - -
- - -
- - -



CUADRO J. Estudio de transconjugantes de diferentes conjugaciones entre cepas con alto y bajo 

contenido de ECA. 

Número de Cepa 
cruza Donadora 

~ 
014K7H -

~ 
2 54Rl70 

3 
~ 
54Rl70 

~ 
4 014K7H 

~ 
5 54Rl"!O 

Cepa 
Receptora 

E. col i 

14R519 

~ 
Hl9 HW 

~ 
Hl9 HWS 

~ 
52R527 

~ 
Hfr 
transcoQ 
jugante 

Medio 
Select: ivo 
utilizado 

MacConkey con 
ácido 
nal idíxico 

MacConkey con 
ácido 
n·al idíxico + 
streptomicina 

MacConkey con 
ácido 
nal idíxico 

MacConkey con 
ampi e i 1 i na + 
col icina 

MacConkey con 
ácido 
nalidíxico + 
st.reptomicina 

;, 
Demasiadas (DPC). para contarse 

Transconjugantes 
estudiadas/ 

transconjugantes 
aisladas 

9/opc* 

B/DPC" 

12/12 

717 

15/15 

Transconjugantes 
con ECA menor 

que 16 

9 

8 

12 

7 

15 

Transconjugantcs 
positivas en asas 

de intestino de 
conejo 

2 



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

de ECA. 

Número de Cepa Cepa 
cruza Donadora /R;;ceptora 

E. col i ~ 
6 014K7H - 52R527 

~ E. col i 

7 014K7H 52R527 

E. col i ~ 
8 014K7H - S4R527 

* Oemas iadas para contarse (DPC). 

Cepa 
Intermedia 

~ 
48R 192 

~ 
20R770 

~ 
K-12 
22( 1-16) r F-1 lke Km 

Medio 
Selectivo 
uti 1 izado 

MacConkey con 
ácido 
nal idíxico + 
tetracicl ina 

MacConkey con 
ácido 
nal idíxico + 
streptomicina 

MacConkey con 
ácido 
nal idíxico + 
kanamic ina 

Transconjugantes 
estudiadas/ 

transconjugantes 
aisladas 

18/opc* 

13/DPC* 

17ti/178 

Transconjugar1tes 
con ECA menor 

que 16 

18 

13 

17 

Transconjugantcs 
positivas en asas 
de intestino de 

conejo 
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