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RESUMEN 

Almanza Márquez Yolanda del Consuelo. Influencia del plásmido ColV en la 

fagocitosis In vitre de Escherichia co/i. (bajo la dirección del Dr. José López Alvarez 

y el Dr. Jorge Pérez Martínez). 

Se detectó la presencia del plásmido CoiV en una población limitada de cepas 

septicémicas de E. co/i y se les determinó su virulencia midiendo su DL,,,. Las dos 

cepas más virulentas (YA4 Co1v· y YA21 ColVº) se utilizaron para comparar el 

efecto del plásmldo ColV en la virulencia y en la resistencia a la fagocitosis. Estas 

cepas se sometieron a diferentes tratamientos para tratar de obtener sus isogénicas 

libres del plásmldo ColV y co1v• coliclna V". Además a la cepa de laboratorlo E. coli 

K12 711 se le introdujo el plásmido ColV, proveniente de la cepa YA4, para obtener 

su lsogénlca 711 Co1v·. Se compararon los efectos sobre los tratamientos en la 

cepa silvestre E. co/iYA21 Co1v• con su isogénica YA21 Co1v·, y a la 711 con su 

isogénlca 711 Co1v·. Aunque se obtuvo la cepa E. coli YA21 Co1v• collcina v·, se 

descartó su uso por disminuir notoriamente su tiempo de reproducción. En los 

estudios de virulencia se demostró que el plásmldo ColV participa en ella. Se 

analizó la influencia del plásmido ColV en la interacción bacteria-fagocito. mediante 

los análisis de bacterias asociadas o no a los macrófagos. el número de 

microorganismos del sobrenadante y posterior a la Jísis de los macrófagos. 

Adicionalmente se compara la capacidad de adherencia al vidrio de las cepas en 

estudio. El análisis de los resultados nos permite proponer que las cepas CoiV' 

tienen una mayor capacidad de supervivencia y que probablemente participan en 



la codificación para la síntesis de alguna adhesina u otra molécula que le permite 

adhertrse a los macrófagos pero que también evita que sea lntomallzada 

fácilmente. 
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CAPITULO 1. REVISION DE LITERATURA. 

Mecanismos de patogenicidad mediados por plásmidos: El plásmldo 

ColV. 

Las plásmidos, moleculas cíclicas de ADN de cadena dable y de 

replicación autónoma del cromosoma bacteriano, fueran descubiertos en virtud de 

alguna función reconocible tal como la resistencia a varios antibióticos a la sintesis 

de proteínas bactericidas. En la actualidad se les puede detectar por tecnicas 

físicas aun sin reconocertes algun efecto fenotípico (par ejemplo los plásmidos 

crípticos); gracias a estas técnicas se han detectado plásmidos en prácticamente 

todas los grupos bacterianas (18). La mayoría de los plásmídas llevan genes que 

no san esenciales para la vida bacteriana, ya que éstos están contenidos en el 

genoma (18). Sin embarga. cada vez son más las evidencias de que algunas 

plásmidos juegan un papel importante en la supervivencia bacteriana ante 

condiciones desfavorables e inclusive pueden ser capaces de conferir propiedades 

patogénlcas a las células que los hospedan. En los cuadras 1 y 2 se muestran 

algunos ejemplos. 

El plásmldo ColV pertenece al grupo de plásmidos llamados 

bacterioclnógenas callcinagénicos, que codifican para la síntesis de colicinas, 

substancias antibióticas altamente específicas de naturaleza proteínica, liberadas 

par algunas cepas de E. coli y otras enterobacterias, cuya especificidad se basa 

en la unión a receptores específicos de la membrana externa de otras cepas 

relacionadas (24, 64). Las cepas portadoras de plásmidas colicinogénlcas son 

además inmunes a las colicinas que sintetizan ya que contienen una pequeña 

- l -



Cuadro 1.1 Caracteristicas mediadas por plásmidos que ayudan a la supervivencia bacteriana 

BACTERIA 

sge12!:-oc9~~s 3:ac;ti~ 

?J>eud~s ªe;:Qgino~a 

PLASMIDO 

pL7 (33 Kl>) 

pME 

CARACTERISTICA 

Aumenta la resistencia 
a la lu:z: UV y la 
estabilidad del protago 

Sistema de resistencia 
al mercurio 

Escheri~ia col! qen traT de plásmidas incremento de la resis-
----- -· · de Inc. F tencia al :1uero. 

?scheri_ch~~ _!=2_~! RlOO resistencia al Complement• 

Yersinia enterocoliti,.i;:A 42-48 Md. Expresión slntesis de proteinas de 
dependiente a 37 e la membrana externa que 

inhiben la fagocitosis 

Bacterias Gram + y plásmidos R cuyo resistencia a los · 
Gram - determinante de ant.imicrobianos 

resistencia varia de 
tamano segun su con-

tenido de genes R 

~brio anguilla.ruJ!l pJMI-like secuestro de hierro 

REFERENCIA 

15 

11, 80 

2, 6, 56 

57 

28, 43, 61; 94 

18, 23, 34, 81 

83 
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proteína de Inmunidad que inactiva a la colicina (25). Esta Inmunidad es 

independiente a la resistencia debida a la pérdida por mutacion del receptor 

específico para la collclna (25). 

Se han reconocido alrededor de 20 coliclnas, las cuales se designan por 

letras. La síntesis de una colicina dada es debida a un plásmido correspondiente, 

Identificado con la misma letra; asl, se designa como plásmldo ColV al que codifica 

para la síntesis de la collcina V (24, 64, 91 ). 

El plásmldo ColV no ha sido completamente caracterizado, pero en 

los ultlmos años se ha incrementado el interés por él y su relaclon con la 

patogenlcldad. 

Recientemente, se ha demostrado que los plásmldos ColV pertenecen 

a una clase diversa da plásmidos lncFI, cuyo tamaño varía da 80 a 180 Kb, lo cual 

podría explicar que se le relacione con una complejidad de factores individuales 

(91). 

Smlth (70-75), al realizar una amplia Investigación sobre las características 

de patogenicidad de las cepas Invasivas de E. coli alsladas de bovinos, corderos, 

pollos y seres humanos, encontró que era común en estas bacterias la producción 

de la collclna V y que esta característica podía trasmitirse por conjugacion y 

perderse despues de someter a las cepas a tratamiento con lauril sulfonato de 

sodio, mostrando así que esta característica es controlada por un plásmldo. 

Algunas cepas que se convirtieron en Co1v· fueron moderadamente sensibles a la 

acción letal de la colicina V (14 de 20) mientras que las restantes fueron 

marcadamente resistentes. La característica de producir coliclna V se podía perder 
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ocasionalmente después de una serie de pases sucesivos en medios llquldos. 

Al analizar el papel que juega el plásmido ColV en la patogenlcldad 

de E.coli, Smith derivó formas ColV positivas y ColV negativas de diferentes cepas 

de E.coli, Inclusive de cepas no invasivas, y al realizar pruebas de virulencia en 

pollos y en ratones, encontró que todas las formas ColV fueron claramente más 

patógenas que las Co1v· e invariablemente la eliminación del plásmldo ColV se 

acampanó de una disminución de la patogenicidad. En otro experimento, después 

de realizar sucesivas transferencias del plásmido ColV de una cepa silvestre a una 

cepa de E. coli K12, finalmente encontró un incremento en la patogonlcidad. Otros 

pfásmldos Col, como fas ColE, los Collb no aumentaron la patogenicidad de E. coli 

K12 (70, 71, 73). 

Además de las pruebas de virulencia, Smith midió la eliminacJ¿n 

bacteriana de sangre, líquido peritoneal e hígado después de inocular 

endovenosamente a ratones y pollos con E. coli K12 ColV', co1v· y resistentes a 

fa collclna V (Colicina V1 y detectó que las ColV' tuvieron una mayor capacidad de 

supervivencia que fas Co1v· y las colV', inclusive aún después de 24 horas 

postlnoculaclón. Al medir la supervivencia de éstas cepas en suero de polio, 

encontró resuttados similares, demostrando con esto que los organismos ColV' 

tienen una mayor capacidad para invadir tejidos y para resistir los mecanismos de 

defensa del hospedero. 

Smith y Huggins (73, 74) detectaron una alta prevalencia del plásmido colV 

en cepas Invasivas de E. coli aisladas de bovinos (25 de 31), ovejas (3 de 5) y 

pollos (36 de 44). Minshew y cols. (55) en 1978 analizaron su frecuencia a partir 
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de diferentes aislamientos clínicos en humanos, detectándolo en un 12% en 

aislamientos a partir de sangre, en 7% de aislamientos de infecciones urinarias y 

en un 16% de aislamientos de otras infecciones extrainteslinales, mientras que en 

E. coli aislada de la flora normal intestinal o de cepas enteropatogenas, no se 

encontró. Sin embargo, Davies y cols (19) no solamente encontraron un porcentaje 

mayor en aislamientos extraintestinales en humanos (31.6 % en sangre y 26.2 % 

en orina), sino que también lo detectaron en aislamientos fecales (13.6 %); ellos 

consideraron que este aumento se debió a que utilizaron un mayor número de 

cepas indicadoras de la colicina V. 

La mayorla de las infecciones endógenas que derivan en peritonitis, 

apendicitis u otras complicaciones sépticas se originan en el tracto gastrointestinal, 

siendo cada vez más común que los organismos entéricos, especialmente E. coli, 

sean los agentes etiológicos predominantes (13). Se ha planteado la posibilidad de 

que las cepas de E. coli portadoras del plásmido ColV tengan mayores 

posibilidades de sobrevivir a los mecanismos de defensa del tracto gastrointestinal 

y de competir con la flora autóctona (13, 73). Smith y Huggins (73) detectaron que 

las formas ColV' se volvieron predominantes en E. coli de la flora fecal de dos 

voluntarios que hablan ingerido mezclas de cepas no conjugativas Co1v· y ColV 

o de ColV', Co1v· y ColV'. Inclusive en uno de estos voluntarios la cepa ColV' 

predominó durante varias semanas. Estos investigadores, en otro experimento, 

inocularon oralmente a grupos de pollos con cepas ColV' y Co1v· y posteriormente 

analizar el contenido cecal, detectaron que las cepas ColV' tuvieron mayor 

capacidad de sobrevivir; por otro lado (72), al inocular oralmente con estas cepas 
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a becerros privados de ingerir calostro, los hallazgos de las cepas Co\V• y Co1v· 

fueron similares en las difrentes regiones del tracto alimentario, así, en nódulos 

linfáticos, sangre, hígado, bazo, pulmón, músculos, riñones, cerebro y en liquido 

cefaloraquldeo, se encontraron muchos más organismos Co\V' que co1v-. En 

contraste, en algunos aislamientos de orina y bilis se encontraron cepas Co\V, 

estos hallazgos pudieran sugerir que las cepas Ca1v· san eliminadas más 

facl\mente. Claney y Savage (13) midieron la capacidad del plásmido Co\V de 

adherirse a células epiteliales de duodeno de ratón in vitre, para la cual utilizaron 

cepas lsogénicas de E co/i de laboratorio K12 Co\V' y Co1v· y encontraron que 

hubo una diferencia significativa entre ambos grupos (p<0.0005) en el número de 

bacterias viables adheridas. Los autores consideraron que aunque este 

experimento fue in vitre, las formas Co\V pudieran tener la capacidad de adherirse 

para posteriormente penetrar al torrente sanguíneo y causar una infección 

generalizada, característica de E coli Co\V._ 

Otros Investigadores (1, 5, 17, 51, 62, 74) han corroborado la participación 

del p\ásmldo Co\V en la virulencia bacteriana; empero, el papel de la colicina V 

como un mecanismo de patogenicidad no ha sido claramente dilucidado. Ozanne 

y cols. (58, 59) analizaron la producción de la colicina V In vitre e in vivo y, entre 

otros hallazgos, encontraron que la colicina V es relativamente termaestable, ya 

que al someterla a sooc por tres horas o a 10oºc por 20 minutos, conservó su 

actividad bactericida, pero no resistió el tratamiento de autoclave. Los mismos 

autores detectaron la producción de colicina V en líquido peritoneal de ratones a 

las 10 o 12 horas postlnoculaclón \ntraperitoneal con cepas Co\V', aún en ratones 
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agonizantes. Analizaron el efecto de la colicina V sobre la fagocitosis In vitre con 

una cepa resistente a dicha colicina, detectando una disminuclon en la fagocitosis. 

También detectaron una permeabilidad vascular Incrementada al Inocular 

subcutáneamente colicina V y endotoxina. Sin embargo, al inocular únicamente 

dializados colicinogenicos o dializados tripsinizados, los resultados fueron 

negativos. Al inocular una mezcla de células de E. coli Co1v• viables con otras 

bacterias Gram negativas muertas, con una dosis subletal, se incrementó en 40% 

la mortalidad en ratones en relación a la mortalidad observada en ratones 

Inoculados únicamente con las cepas ColV' y un 90% más que cuando se Inoculó 

la mezcla de un número similar de bacterias de una cepa no colicinogénica con 

bacterias muertas, por lo que propusieron que la coliclna V pudiera potencializar 

el efecto de la endotoxina. 

La posible relación entre la producción de la coliclna V con el incremento de 

la virulencia fue analizda por Quackenbush y Falkow (62), para lo cual inactivaron 

a los genes que codifican para su síntesis mediante la Inserción del transposon 

Tn1 en el plásmldo ColV y posteriormente seleccionaron a esta cepa Co1v• colicina 

V" y compararon su virulencia con otras cepas isogénicas Co1v• y ColV" en ratones. 

Las cepas portadoras del plásmido ColV no productoras de coliclna V fueron más 

virulentas que las cepas ColV'. La morlalidad que produjeron fue similar a la 

producida por las cepas ColV' colicina v·, por lo que quedó demostrado que la 

colicina V por sí misma no es esencial para el incremento de la virulencia, aunque 

los genes determinantes de la virulencia podrían estar relacionados con los genes 

de la coliclna V. Otros investigadores han encontrado resultados similares (5, 51, 
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74). 

La habilidad de las cepas de E. coti ColV' para Invadir el torrente 

circulatorto y causar Infecciones extralntestinales, ha generado otras investigaciones 

que lo relacionan con la evasión o la resistencia a las defensas del hospedero. 

Así, se ha encontrado que las cepas ColV' presentan una mayor resistencia a la 

actividad bactericida del suero (2, 5, 7, 39, 57), inclusive se ha identificado a un 

fragmento del plásmido ColVl·K 94 independiente de la sintesis y al de inmunidad 

a la coliclna V, que contiene genes que incrementan la virulencia y la superviviencia 

al suero (locus lss) y se ha propuesto que dichas actividades se relacionan con un 

bloqueo de la fracción terminal del complemento (5, 6, 56). 

Además del plásmido ColV se han asociado también otros elementos 

como otros plásmidos, al antígeno K 1, la capacidad de producir hemolisina y a 

diversos serogrupos O (1, 2, 7, 10, 17, 26, 39, 44, 45, 54, 66, 74, 75, 86, 87). 

En los últimos años se ha demostrado que el plásmido ColV codifica 

para la síntesis de un slderóloro de tipo hidroxamato, similar a la aerobactina, que 

les permite a las cepas ColV' competir con proteínas sértcas como la transferrina, 

para la captación de hierro, mineral esencial para el metabolismo de E. cofl. 

Aunque este proceso es independiente del sistema de enteroquelina mediado por 

genes cromosomales, se han clonado genes del cromosoma que determinan las 

funciones para la captación de la aerobactina, por lo que se ha sugerido que se 

requiere de la participación de ambos (4, 8, 9, 12, 88). 

El plásmido ColV parece ser participe en la patogenicidad de las 

cepas septicémicas de E.coli, tanto en aves domésticas (38) como en algunas 
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especies de mamlferos. 
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INTRODUCCION GENERAL. 

El síndrome colisepticémico, se presenta frecuentemenente en el 

hombre, becerros, corderos y aves, siendo una Infección generalizada por ciertas 

cepas de E. cal/ (17, 55, 66, 73). 

Poco se sabe de la manera cómo E. cali es capaz de evadir o 

neutralizar las defensas del hospedero durante la coliseptlcemia, sin embargo en 

los últimos a~os se han incremer1tado las investigaciones para tratar de entender 

los mecanismos de patogenlcidad que intervienen en esta enfermendad. Así, se ha 

descrito que muchas de las cepas septicémicas son portadoras del plásrnido ColV 

(1, 19, 55, 70, 71, 73 ). A este plásmido se le ha asociado con la virulencia (1, 22, 

51, 62, 73, 74, 93), con la resistencia a la actividad bactericida del suero (5, 6, 39, 

56, 93), y con el secuestro da hierro (4, 12, 66, 69), metal esencial para el 

metabolismo bacteriano. 

Por otro lado, se ha encontrado que las cepas septicémicas son más 

resistentes a la fagocitosis, que las cepas enteropatógenas de E. cali (50, 73). La 

resistencia de E.con a la fagocitosis se ha relacionado con la virulencia de la 

bacteria (65 ) y con diversas estructuras bacterianas como el antígeno capsular K 

(7), la pared celular (49), y la fimbria(76). 

Existe la posibilidad de que la collcina V, codificada por el 

plásmldo ColV participe en la resistencia a la fagocitosis (56, 59). 

Planteamos la posibilidad de que las cepas de Escherichia cali 

que poseen et plásmido ColV son más virulentas y más resistentes a la fagocitosis 
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que aquellas que no lo poseen. 

El objetivo general es contribuir a determinar el electo del plásmldo 

ColV sobre la virulencia de E. coli y sobre la relación fagocito-bacteria. 

Los objetivos específicos son primeramente detectar al plásmldo ColV 

en una población limitada de cepas septicémicas aviares, medir la virulencia de 

cinco de éstas cepas que sean CoiV', seleccionar las que muestren más virulencia 

para construir las cepas lsogénicas de campo y de laboratorio ColV" y ColV' para 

determinar su DL.o y para medir su interacción con los macrófagos peritoneales de 

pollo In vitre. 



Capítulo 2. 

Detección del plásrnldo ColV en cepas septicémicas aviares 

Se decidió detectar la presencia del plásmldo ColV en una población 

limitada de cepas septicémicas de E. coli, para estudiar posibles asociaciones 

epidemiológicas y al mismo tiempo obtener cepas silvestres portadoras de este 

plásmido para ser utilizadas en nuestros estudios de virulencia y sobre la relación 

fagocito-bacteria. 

Malerlal y Métodos. 

Bacterias. Se utilizaron 35 cepas septicémicas de E.coli aisladas en el Dpto de 

Producción Animal: Aves de la FMVZ UNAM. Las cepas fueron caracterizadas 

bioquímlcamente de acuerdo a las pruebas recomendadas por Edwards (21 ). Para 

detectar a las cepas colicinogénicas, se utilizó E.Coli K12 711 (F-( ), lac-28, his-

15, trp-30, proC-23, Nal') sensible a todas las colicinas y su isogénica K12 mutante 

resistente a la collcina V obtenida mediante el procedimiento descrito mas adelante. 

Como cepas testigo se utilizaron las cepas de referencia E.Coli 888 co1v· y E.coli 

888 Co1v·. Las cepas se mantuvieron en un medio de cultivo semisólldo (Apéndice 

1 ), en viales herméticamente cerrados y guardados a temperatura ambiente en la 

obscuridad. 

Medio de cutttvo rico en cotlclna V. Este medio se utilizó para obtener a la cepa 
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K12 mutante resistente a la colicina V, se preparó un medio de cultivo rico en 

coliclna V, de acuerdo a la técnica descrita por López-Alvarez (45): La cepa E.con 

088 Co1v• se cultivó en 10 mi de caldo nutritivo y se incubó a 37"C durante 12 

a 18 hs en bano maria con agitación. Alícuotas de 0.1 mi de este cultivo se 

sembraron en placas de LTC sólido (apéndice 1 ), extendiendo el lnóculo sobre toda 

la superficie con una asa de vidrio. Las placas se incubaron a 37"C durante 12 

a 18 hs. La cepa de crecimiento bacteriano se lnactlvó con vapores de cloroformo 

durante 15 minutos. Se aereó otros 15 minutos para permitir la eliminación del 

cloroformo. Cada placa con bacterias inactivadas fue cubierta con 5 mi. de agar 

L TC semlsólido (apéndice 1) licuado y conservado en baño maria a 50- 55º y una 

vez que solidificó la sobrecapa, las placas se refrigeraron por 24 hs para que la 

collcina V difundiera. 

Sefecclón de cepas mutantes resistentes a la collclna V La cepa 711 se 

cultivó en caldo nutritivo y se incubó en baño maria con agitación a 37"C durante 

12 a 18 hs. De este cultivo se depositaron alfcuotas de 0.1 mi en placas de agar 

con colicina V, se extendieron con una asa de vidrio y se incubaron a 37"C 

durante la noche para permitir el desarrollo de mutantes resistentes a la coliclna V. 

Detección de cepas productoras de collctna V. Las bacterias se aislaron en 

cultivo puro en agar de MacConkey y su capacidad para producir coliclna V fuá 

evaluada mediante el método de la sobrecapa (45): Cinco a diez clones de cada 

cepa se transfirieron con palillos de dientes a placas de agar L TC sólido por 

triplicado y se Incubaron a 37"C durante la noche. Las células de dos de las placas 

se lnactlvaron con vapores de cloroformo. La tercera placa sirvió para recuperar 
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a los clones Co1v•. Cien microlítros de cada una de las cepas Indicadoras se 

suspendió en 2.5 mi de agar LTC semlsólido, licuado y conservado a 45ºC. A una 

de las placas tratadas con cloroformo se le agregó una sobrecapa de la cepa 711 

sensible; a la otra placa tratada, se le agregó la cepa 711 resistente a la collclna 

v. 
Las cepas productoras de coliclna V se detectaron por una zona de 

Inhibición de crecimiento de la cepa sensible alrededor de la colonia, y por la 

ausencia de un halo de Inhibición alrededor de la colonia en la placa con la cepa 

711 mutante resistente (fig. 2.1 ). 

Resultados 

De las 35 cepas estudiadas, veinticinco (71 %) produjeron collcina V. 

Discusión 

Los resultados coinciden con los de otros autores en otras partes del 

mundo (19, 51, 71) y refuerzan el concepto de que la mayoría de las cepas 

septicémicas de E. coli son portadores del plásmldo ColV. 



- ,,, -

Figura 2.1 Detección de la colicina V por el 

método de la sobrecapa. 



Capítulo 3. 

Determinación de la virulencia de cinco cepas de Escherichia coli CotV+ 

En los últimos años varios Investigadores han analizado algunas 

características relacionadas con la patogenicidad de las cepas Invasivas de 

Eschsrichia coli. Aunque poco frecuente, en algunas cepas se ha detectado el 

plásmldo Vlr, que codifica para la slntesis de una toxina que es letal para conejos, 

ratones y especialmente para pollos y para un antígeno de superficie (45, 46). 

Otras caracterlsticas que se han relacionado con la virulencia de estas cepas, son 

la producción de hemolisina (87), la capacidad de hemoaglutinar eritrocitos de 

humano o de pollo (54), la presencia de plásmidos R y del plásmldo CciV (6, 39, 

51, 55). La prevalencia del plásmido ColV parece ser más elevada en E. cofi de 

origen animal que de origen humano y parece ser que este plásmido juega un 

papel importante de la virulencia (73, 74). Minshew et al (55) al probar la virulencia 

de 22 aislamientos extralntestinales de E. coli, encontraron diferentes grados de 

virulencia, ya que hubo 13 que causaron una mortalidad mayor al 60% en 

embriones de pollo y de éstas, cuatro cepas eran ColV+, mientras que nueve se 

consideraron avlrulentas, por causar una mortalidad menor al 50%, y de éstas, dos 

fueron ColV'. 

Con la finalidad de comparar la virulencia entre cepas ColV' y 

seleccioni;r a las más virulentas para los siguientes estudios qu~ conlleven al 

análisis de la interacción del ptásmido ColV con los fagocitos, se seleccionaron 
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cinco cepas aviares Co1v· que mostraron ser buenas productoras de collclna V y 

se les determinó su virulencia para pollos de engorda, mediante la DL,. por el 

método de Raed y Muench {63). Adicionalmente se detectaron los marcadores de 

resistencia entimlcrobiana. 

Material y Métodos 

Bacterias 

Las cepas de E.coli invasiva utilizadas fueron la YA4, YA10, YA12, YA16 y la YA21 

(denominación usual, por Iniciales del autor), las cuales son buenas productoras de 

collclna V. 

Suscoptlbllldad a tos antlmlcrobtanos. Esta se determinó por el método de 

difusión en agar (47) utilizando agar de Mueller Hinton y diierentes discos de papel 

filtro impregnados con estreptomicina (Sm, 1 o µg), cloramlenicol (Cm, 1 o µg), 

eritromicina {E, 15 µg), neomiclna (Ne, 1 O µg), tetraciclina (Te, 1 o µg), Kanamlclna 

(Km, 30 µg), gentamicina (Gm, 1 O µg), sulfameracina (Su, .25 µg), penicilina (Pe, 

1 O µg), amplcllina {Ap, 25 µg) y ácido nalldfxlco (Nal, 30 µg). 

Curva de crecimiento bacteriano. Las cepas se inocularon por separado en 1 O 

mi de caldo nutritivo (CN) contenido en matraces de Erlenmeyer de 50 mi de 

capacidad. Se Incubaron durante 12 a 18 hs a 37ºC en baño maría con agitación 

contfnua a 250 oscilaciones por minuto. Alícuotas de 0.1 mi de estos cultivos se 

Inocularon en 72 mi de CN contenidos en matraces de 125 mi de capacidad y se 
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Incubaron en las mismas condiciones. A intervalos de 30 minutos se tomaron 

alícuotas de 3 mi y se midió su densidad óptica (O.O.) en un espectrofotómetro 

utilizando una longitud de onda de 620 nm. Esta determinación se suspendió una 

vez que se obtuvieron tres lecturas iguales, interpretándose éstas como la fase de 

crecimiento estacionaria. El experimento se repitió de dos a cuatro veces para 

cada una de las cepas. 

Estandarización del lnóculo en la fase lag para las pruebas de virulencia. La 

cepa a probar se cultivó durante la noche en 1 o mi de CN a 37°C en baño maría 

con agitación contínua a 250 oscilaciones por minuto durante cuatro horas (fase de 

crecimiento logarítmico, determinada previamente). El cultivo se centrifugó a 

10,000 x g durante 10 minutos a BºC. El paquete celular se resuspendió en una 

solución amortiguadora de fosfatos con 0.01 % de gelatina nutritiva (PBSgel). Se 

centrifugó en iguales condiciones y se resuspendió nuevamente el paquete celular 

en 3 mi de la misma solución; se midió su O.O. a 620 nm de longitud de onda y 

se ajustó a 1.5 de absorbancla para garantizar una elevada cantidad de 

microorganismos. De este concentrado de bacterias, se hicieron diluciones 

decimales hasta 1 o-• y de cada dilución se sembraron cuatro aiicuotas de 20 µI en 

placas de agar de MacConkey. Las placas se incubaron durante la noche y se 

contó el número de unidades formadoras de colonias (UFC) para determinar el 

número de bacterias por mi presentes en la suspensión sin diluir. 

Animales de experimentación. Para cada prueba de virulencia se usaron 60 

pollos de engorda de tres semanas de edad mantenidos en baterías con alimento 

Iniciador no medicado y agua ad llbilum. 
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Prueba de virulencia. Esta prueba se basó en la determinación de la D'-.,, por el 

método de Reed y Mueneh (63). Por cada cepa a probar se formaron 10 grupos 

de seis aves cada uno y se inocularon por vía endovenosa con volúmenes de 1 mi 

de una serie de nueve diluciones decimales. A un grupo testigo se le inoculó 

únicamente PBS adicionado con 0.15 de gelatina nutritiva (PBSgel). La mortalidad 

se determinó durante 72 horas. 

Resultados 

Suscoptlbllldad a los antlmlcroblanos. Las cinco cepas probadas mostraron 

resistencia a por Jo menos dos quimioterapéuticos. A la cepa YA21 se le detectó 

resistencia a ocho de los 11 quimioterapéuticos probados, la cepa YA 12 fue 

resistente a siete de ellos, la YA4 mostró resistencia a seis, mientras que las 

cepas YA10 y la Ya16 fueron susceptibles a la mayoría de los quimioterapéuticos 

utilizados (cuadro 3.1 ). 

Curva de crecimiento bacteriano. Las curvas de crecimiento de cada cepa se 

muestran en el apéndice 2. Puede observarse que en todos los casos, la fase 

logaritmlca do crecimiento quedó comprendida entre la primera y seis horas de 

Incubación. Con base en esto so escogieron cultivos de 4 horas de incubación 

para garantizar la utilización de bacterias en fase lag para las pruebas de virulencia. 

Estandarización del lnóculo. Utilizando suspensiones bacterianas en fase de 

crecimiento lag, ajustadas a un D.O. de 1.5 de absorbancia fue posible ajustar el 
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Cuadro 3 .1. Virulencia y patrones de resistencia detectados en 
cinco cepas de _g_. @U ColV+ aviares 

Cepa 

YA4 
YA21 
YA16 
YAlO 
YA12 

OLSO 

1.6 X 10"'7 
6.8 X 10"7 
e.o x 10"7 
2.8 X 10"8 
1.4 X 10"9 

* Método de Raed y Muench. 

Resistencias 

Sm, Cm, Km, Su, Pe, Ap 
Sm, Cm, E 1 Te, Km, Su, Pe, Ap 

Su, Pe 
Su, Ap 

sm, Cm, Te, Km, Su, Pe, Ap 
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lnóculo a 1-5 X 1 o• bacterias por mi. 

Pruebas de virulencia. La DL.o de las cinco cepas probadas se muestra en el 

cuadro 3.1. Existe una notoria diferencia en el grado de virulencia entre las cinco 

cepas Co1v• probadas, siendo la cepa YA 12 la menos virulenta, con una DL.o de 

1.4 x 1 o• y la YA4 la mas virulenta, con una DL50 da 1.6 x 101
· 

Discusión 

A pesar de que todas las cepas de E.coli fueron co1v• se observaron 

diferentes grados da virulencia encontrándose diferencias hasta de dos logaritmos 

entre la cepa de menor virulencia (YA12) y la de mayorvlrulencla (YA4). Con estos 

resultados se cumplió el objetivo da seleccionar a las dos capas de mayor 

virulencia (YA4 y YA21) para continuar con nuestro estudio. 



Capitulo 4 

Manipulación del plásmldo ColV 

Con la finalidad de obtener cepas isogénicas Co1v•, Co1v· y Co1v• 

coliclna V", para su posterior análisis en la virulencia se sometieron las cepas de 

E.con YA4 Co1v• y la YA21 Co1v• a diversos tratamientos. También se ensayó la 

transferencia del plásmido ColV a una cepa receptora de E.coli K1 2 cepa 711 . 

Asimismo, se inactivó la producción la colicina V en la cepa YA21 mediante la 

Inserción del trasposón Tn 1. 

Material y métodos. 

Bacterias. Se usaron las cepas de E.coli YA4 co1v• y la YA21 Cotv• 

seleccionadas con anterioridad (cap. 3). 

En tos experimentos de transferencia de plásmldo ColV se utilizó 

como cepa receptora a la cepa K12 711 (F (), lac- 28, hls-15, trp-30, pro-23, Phe, 

Nal'). La cepa de E.coli UB1636, portadora del plásmido termosensible pMR5 se 

utilizó como donadora de los trasposones Tn 1 que codifica para la resistencia a 

la amplcllina y Tn 5, con un marcador de resistencia a la kanamlclna. 

Eliminación del plásmldo ColV. Para curar a la cepa de E.coli YA4 ColV' del 

plásmldo ColV, se sometió a los tratamientos de: a) Incubación a 43ºC (79) 

manteniendo una baja densidad de población bacteriana para avilar ta relnfecclón 
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del plásmldo ColV en las células curadas; b) aplicación de dodecil sullato de sodio 

(SOS) en una concentración de 10% (45, 84); c) y aplicación de naranja de acridina 

(52) en un gradiente de concentraciones. La cepa de E.coli Y A21 ColV' se sometió 

unlcamente al tratamiento de 43'C. 

AJ Incubación a 43'C. Se usó el método descrito por Staider y Adelberg (79) y 

por López-Alvarez (45). Las cepas a probar se inocularon en 1 mi de CN y se 

Incubaron a 37°C sin agitación durante la noche; en estas condiciones se obtiene 

una concentración aproximada de 8 x 1 o• bacterias por mi. Posterionmente se 

hicieron diluciones decimales en CN precalentado a 43ºC para tener una 

concentración de aproximadamente 8 x 1 o' microorganismos por mi; esta dilución 

se Incubó a 43 'C. A fin de mantener la densidad celular Inferior a 5 x 10' 

organismos por mi y evitar la reinfección de las células curadas, al cultivo se le 

adicionó un volumen Igual de CN, precalentado a 43'C (dilución 1 :2 v/v) a 

Intervalos do 20 minulos • Después de seis y medio Intervalos, se realizaron 

dilucionesdeclmales hasta 10·7 • De cadadiluclón se tomaron alícuotas de 0.1 mi, 

se sembraron en placas de agar MacConkey y se incubaron toda la noche. A las 

colonias desarrolladas se les clonó a fin de hacerles la prueba de la colicinogenla 

(Capítulo 2) y determinar la pérdida del plásmldo ColV. 

B) Tratamiento con dodecll sulfato de sodio (SOS). Para este fin se utilizó el 

procedimiento descrito por Tomoeda et al (84) y por Lópaz-Alvaraz (45). La capa 

a curar se Inoculó en un mi da CN y se incubó a 37°C durante la noche. 

Posteriormente so obtuvieron alícuotas da 50 µI de esta cultivo, se Inocularon en 

5 mi de CN adicionado con SOS a una concentración final de 10% (PN) y se 
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Incubaron en las condiciones antes mencionadas. Al cabo de la Incubación, se 

realizaron diluciones decimales hasta 1 o .. en PBS gel y de cada una de estas se 

hicieron siembras en agarde MacConkey. Colonias Individuales fueron transferidas 

a placas de LTC para hacerles la prueba de la colicinogenia. 

C) Tratamiento con naranja de acrldlna. La cepa YA4 co1v· se inoculó en un 

mi de CN y se incubó durante 12 horas a 37"C en baílo maría con agitación. 

Alícuotas de 20 µI de este cultivo se inocularon en tubos con 5 mi de CN que 

contenían 25, 50, 75, 100 y 125 µg de naranja de acridina por mi y se Incubaron 

durante 24 horas a 37" sin agitación. Pasado este tiempo se hicieron diluciones 

decimales hasta 1 o·•, se sembraron alícuotas de 0.1 mi en placas da agar de 

MacConkey y de las colonias aisladas que se desarrollaron, se determinó la 

pérdida del plásmido ColV mediante la prueba de la colicinogenia. 

Obtención de la cepa transconjugante 711 co1v•. Las cepas donadoras YA4 y 

YA21 [ColV+, Nal'. lactosa positiva {lac')J así como la receptora 711 {Co1v·, Nal', 

lac·) se Inocularon por separado en 1 mi de CN y se incubaron a 37°C sin agitación 

durante la noche. Alícuotas de 20 µI de una cepa donadora y de la receptora se 

mezclaron en 1 mi de CN y se incubaron a 37"C sin agitación durante la noche se 

hicieron diluciones decimales hasta 1 o·•, y alícuotas de 0.1 mi de cada dilución 

fueron sembradas en placas de agar MacConkey rico en colicina V {Capítulo 2) y 

adicionado con acldo nalidíxico (30 µg/ml) para seleccionar a las células 711 ColV'. 

A las colonias que se desarrollaron {lac", colicina V', Nal') se les probó su 

capacidad de producir colicina V (capitulo 2) para corroborar la presencia del 

plásmido ColV. 
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Obtención de mutantes ColV' collclna v·. Se trabajó con base en la metodologla 

descrita por Quackenbush y Falkow (62). Se utilizaron las cepas de E.coli YA21 

ColV' Ap', YA21 Co1v· Ap' y E.coli UB1636, las caracterlsticas de estas tres cepas 

se describen en el cuadro 4.1. 

A la cepa YA21 ColV' se le sometió el tratamiento de 43ºC para 

curarla de plásmldos A con marcadores de resistencia a la ampicllina y a la 

kanamlcina, pero cuidando de no perder al plásmido ColV, para lo cual se hicieron 

clonaciones por triplicado en placas de agar de MacConkey, MacConkey-ampicilina 

(Sµg/ml) y MacConkey-kanamlcina (30µg/ml) y posteriormente la prueba de 

colicinogenla (capítulo 2) para detectar el plásmido ColV. 

Las cepas derivadas YA21 ColV' Ap' y YA21 ColV' Km' se 

inocularon separadamente en CN y se incubaron a 37"C durante la noche. Al 

mismo tiempo la cepa UB1636 (pMRS) se sembró en CN y se incubó durante la 

noche a 30ºC. Esta temperatura es necesaria para la replicación del plásmldo 

pMRS. Cien µI del cultivo de UB1636 se mezclaron con 100 µI de cada uno de los 

cultivos de YA21 ColV' Ap' y YA21 ColV' Km' em 1 mi de CN y se incubaron a 

30ºC durante la noche sin agitación para favorecer la tr~nsferencia del plásmido 

pMRS a las cepas Y A21 ColV' Ap' y Y A21 ColV' Km'. Posteriormente, se hicieron 

diluciones decimales de los cultivos, y de estas diluciones se sembraron 0.1 mi en 

placas de agar mlni·mac-ampicilina (agar mlnimo con amplcilina) (apéndice 1) para 

al caso de la capa YA21 ColV' Ap' y en agar mini-mac-kanamicina (apéndice 1) 

para la cepa Y A21 ColV' Km' y se incubaron a 30ºC toda Ja noche para seleccionar 

a las transconjugantes prototrofas que hubieran aceptado al plásmido pMR5. Las 
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clonas oblenldas se inocularon en CN y se incubaron a 37ºC para que al inhibirse 

Ja replicación del plásmido pMR5, se forzara la transposición Tn1 o Tn5 y de esta 

manera buscar mutantes Jac., ColV', colicina v-, resistente a la colicina V y 

resistente a la amplcilina o a Ja kanamicina por la Inserción del transposón Tn1 o 

Tn5. Las mutantes se seleccionaron en los medios de cultivo selectivos mini-mac

kanamlcina-ampicilina-colicina V (apéndice 1) o en mini-mac- kanamiclna-colicina 

V (apéndice 1 ). La pérdida de la capacidad para la producción de la colicina V fué 

demostrada mediante Ja prueba de Ja colicinogenia (capítulo 2). 

Resultados 

Con los tratamientos para eliminar el plásmido ColV de las cepas YA4 Co1v· 

y YA21 ColV' se obtuvieron resullados diferentes (cuadro 4.1). Así, la cepa YA4 

ColV' que mostró ser la más virulenta en experimentos anteriores, tuvo una mayor 

resistencia para la eliminación del plásmido ColV, ya que al someterla al 

tratamiento de 43ºC no se pudo curar de dicho plásmido. Con el agente "curante" 

SOS al 10% si se logró Ja eliminación del plásmido ColV (cuadro 4.1 ), pero las 

clonas curadas mostraron un cambio fenotípico en su mortologla de colonias ya 

.que éstas se transformaron en mucoides y extramadamente grandes en 

comparación con su isogénlca YA4 ColV' no tratada. Con el tratamiento de naranja 

de acridina, a partir de la concentración de 75 µgfml se pudieron observar 

resultados. La cepa YA21 ColV', en contraste, fue fácilmente "curada" del plásmido 

ColV con el tratamiento de 43ºC, por lo que los demás tratamientos fueron 



Cuadro 4.1 Manipulación del plásmido ColV de dos cepas 
de§ . .;m aisladas de septicémia aviar. 

Tratamiento E •• ~oli YA4 

l.- Curación del plásmido ColV: 

43 e 
sos 

Naranja de acridina 

2.- Capacidad conjugativa 

3 .- Curación de p!Asmido R 
responsable de resistenc. 
a la Ap. 

+ (E. "2li. YA4 ColV-)* 
+ @. ~oli YA4 ColV-J 

nr 

.E_. l:2li YA2l 

+ (~ @ YA21 ColV-) 
nr 
nr 

+ I!· 901! YA2l Colv+ Ap S) 

' ,, 4 .- Mutagenesis del locus 
responsable de la 
sintesis de colicina V 

nr + <!,- col! Y~l ~olV+ Colicina .v-J 

__ ..:. __________________________ ------------------------ -----------~----.:.:...: __ ~~-'...------·· 
*La cepa de E. col! YA4 ColV- obtenida por tratamiento con SDS mostró cambios 
morfológicos muy acentuados. 

nr • No se realizo el experimento. 

"' "' 
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Innecesarios. 

Obtención de la transconjugante 711 ColV'. La cepa 711 ColV' se obtuvo 

despues de cruzar a E. coli 711 con E. coli YA4 ColV'. No se detectó la 

translerencla del plásmido ColV cuando la cepa YA21 fue utilizada como donadora. 

Obtención de cepas mutantes ColV' collclna V negativa . Al "curar" a la cepa 

YA21 Co1v· de la resistencia a la ampicllina. ésta se volvió sensible también a la 

tetraclclina y a la carbenicilina; en tanto que al curarla de la resistencia a la 

kanamlclna, se hizo sensible también al cloranfenicol, a la neomiclna, a la 

gentamlcina, la furadantina, la estreptomicina, al trimetropin, el sulfametoxazol y a 

la polimlxina. Sin embargo, no fue posible curarla simultáneamente de la resistencia 

a la amplcilina y a la kanamlcina sin que perdiera el plásmido ColV, por lo que para 

intentar obtener la mutante CoiV + no colicinogénica se trabajó con las cepas 

obtenidas YA21 Co1v• Ap' y YA21 Co1v· Km'. 

En la cepa YA21 Co1v· Km' no se logró detectar la Inserción del 

transposón Tn5 para la inactivación del locus responsable de la codificación para 

la síntesis de lacolicina V. Sin embargo, en la cepa YA21 Co1v· Ap' aparentemente 

sí hubo transposición del Tn1 en el locus que codifica para la síntesis de la 

collcina V, o en un lucus asociado con la regulación de su expresión, ya que cepas 

prototróficas con características CoiV', colicina v·, resistentes a la colicina V y 

resistentes a la ampicilina se obtuvieron en el medio de cultivo altamente selectivo 

mlnl-mac-amp-collcina V. El desarrollo de estas colonias fue muy lento (mas de 24 

h para su visualización). 
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Discusión. 

Dado que el tratamiento a 43ºC es considerado como el menos 

dañino, se escogió a la cepa YA21 Co!V' para compararla con su lsogénica YA21 

ColV' en los siguientes experimentos de este trabajo, por lo que se le sometió 

también a dicha cepa al tratamiento de mutagénesis por transposición en el locus 

de la colicina V. La cepa Ya4, aunque fue la más virulenta (capítulo 3), no se 

escogió, ya que al someterla a 43ºC no se pudo curar del plásmido Co!V; con el 

tratamiento de SOS sufrió cambios en su morfolog la de colonias, lo cual la 

Imposibilitaba para compararla con su isogénica ColV'; y, aunque el naranja de 

acridina si curó a las células del plásmido ColV, se descartó la posibilidad de usar 

esta cepa, ya que por considerarse el tratamiento altamente mutágeno exlstia el 

riesgo de que se hubieran afectado otros genes con efecto sobre la virulencia o 

sobre el comportamiento bacteriano in vivo. A diferencia de las cruzas con E. coli 

YA21, se pudo obtener facilmente la transconjugante E. coli 711 Co!V' cuando la 

cepa donante fue E. coli YA4. 

Quackenbush y Falcow (62) encontraron que cuando las capas de 

E. coli que portan el plásmido pMRS crecen a temperaturas superiores a los 32'C, 

en presencia de penicilina o de carbenicilina, la replicación del pMRS se Inhibe, 

favoreciéndose el crecimiento de las células en las cuales el transposón Tn1 se 

haya insertado en otras moleculas de ADN. La transposición del Tn1 del pMRS a 

otros plásmídos ocurre aproximadamente 1000 veces más frecuentemente que las 

Inserciones del Tn1 en al cromosoma. La inserción del transposón Tnt, que resultó 
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en la inactivaclón de la colicina V en la cepa YA21 CoiV' Aps, apoyan las 

anteriores aseveraciones. Desgraciadamente, el lento desarrollo de la cepa Y A21 

Co1v· colicina V', sugiere la presencia de cambios genolipicos adicionales, lo que 

Imposibilita su utilización en experimentos posteriores, dado que no podría 

considerarse una cepa isogénica de la cepa YA21 ColV'. 

Se obtuvieron la cepa isogénica YA21 CoiV", derivada de la cepa 

silvestre E. co/iYA21 CoiV., así como la cepa transconjugante E. coli 711 ColV., 

mediante la conjugación de la cepa donadora silvestre E. co/i YA4 con la cepa de 

laboratorio E. col/ 711, para los siguientes experimentos. 



CAPITULO 5. 

El plásmldo ColV en la virulencia bacteriana. 

A pesar de que es lrecuente la presencia del plásmido ColV en 

aislamientos de E. coli septicémica, puede haber dilerentes grados de virulencia 

entre estas cepas (ver capítulo 3). 

Con la finalidad do poder continuar con esta serie de experimentos 

cuya meta es analizar la interrelación de E. coli portadora del plásmldo ColV can 

los macrófagos peritoneales de pollo In vitre, se corroboró la participación de este 

plásmldo en la virulencia para pollos y en un modelo murina·, comparando a dos 

cepas diferentes de E coll con sus respectivas isogénicas: la cepa silvestre aislada 

de colisepticemla aviar denominada E. co/i YA21 ColV', can la cepa derivada de 

esta, la E. co/iYA21 Ca1v· y, la cepa avirulenta de laboratorio, la E. coli K12 711 

con E. coli K12 711 ColV._ 

Material y métodos. 

Bacterias. Se escogió a la cepa virulenta (ver capitulo 3) E. coli YA21 portadora 

del plásmldo ColV aislada de un caso de colisepticemia aviar. Se le sometió a un 

tratamiento "curante" por incubación a 43ºC (capitulo 4) para obtener su isogénica 

libre del plásmido ColV. Se utilizó también a la cepa de laboratorio E. coli K12 711 

·Modelo murino realizado en el Centro de Biología Experimental, UAZ. 

- n -
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(P ( ), lac-28, hls-15, trp-30, pro-23, Phe, Nal'), y su isogénlca, la cepa E. ccli K12 

711 Cofv•, obtenida por conjugación (capitulo 4), utilizando como donadora del 

plásmldo ColV a la cepa seplicémica de origen aviar E. coli YA4 ColV', a la cual 

previamente se le demostró su virulencia (capitulo 3). 

lnóculo. Para el modelo aviar , éste se ajustó para contener 2X OL,,, I mi de 

bacterias, oblenido de un cultivo en fase logarítmica de crecimiento. 

Dado que por experimentos previos (Capitulo 3) se encontró que la DL,0 es 

de 6.8x107 bacterias/mi, el cálculo teórico para 2 OL,,, fué de 1.37x1 o• bacterias/mi, 

por lo que para garantizar esJa cantidad de bacterias en los inóculos, cada una de 

las cepas a probar se Inocularon en 1 O mi de caldo nutritivo CN y se incubaron 

durant'l la noche a 37°C. Posteriormente, en matraces Erlenmeyer de 500 mi de 

capacidad conteniendo 300 mi de CN, se inocularon con alicuotas de 0.4 mi en el 

caso de las cepas YA21 ColV' y YA21 Col\r, y o.e mi de las cepas 711 y 711 

ColV' de E.Coll crecidas previamente durante la noche, se Incubaron en baño 

maria con agitación a 250 oscilaciones por minuto durante 5 a 6 horas; los cultivos 

se centrifugaron a 17,700 xg durante 1 o minutos a BºC, se lavaron con solución 

amortiguadora de fosfatos conteniendo 0.01 % de gelatina nutritiva (PBSgel), se 

centrifugaron de nuevo en las mismas condiciones y posteriormente cada una de 

las cepas se ajustó en el espectofotómetro a una densidad óptica (O.O.) de 1.5 

de absorbancla (a 620 nm). Experimentos previos (capítulo 3) mostraron que a 

esta O.O. se obtienen aproximadamente 3x1 o• bacterias sin diluir, por lo que se hizo 

una dilución de 1 :6 en PBSgel de cada uno de los concentrados de las cepas para 

obtener un número teórico aproximado de 5x1 o• bacterias por mi. Este cálculo se 
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verificó posteriormente determinando el número de UFC. 

Para el modelo murlno, el pro~edlmlento fue similar, salvo que a las 

cepas 711 y 711 Co1v· se les ajustó su densidad a 2.2 de absorvancla y de los 

concentrados se hicieron diluciones decimales. 

Animales de experimentación. Se utilizó un lote de 30 pollos de engorda de 22 

días de edad, mantenidos en baterías, con alimento no medicado y agua ad libitum. 

En el modelo murino se usaron ratones Balb/c de 23 días de edad con un peso 

promedio de 11 a 15 g. 

Pruebas de vfrulencla. 

Pollos. Se formaron cuatro grupos de seis a ocho animales y a cada grupo se les 

Inoculó 1 mi de la suspensión bacteriana a probar por vía endovenosa. Se observó 

la mortalidad durante 72 horas. Las cepas se consideraron virulentas cuando la 

mortalidad observada fue mayor al 60% de acuerdo a Minshew et al (54, 55). 

Ratones. Con lotes de 20 a 24 ratones se formaron de cinco a seis grupos de 

cuatro ratones cada uno. Se inoculó 0.7ml intraperltonealmente del concentrado y 

hasta la dilución 1 o .. de la cepa a probar. A un grupo control se le Inoculó 

unlcamente PBSgel. La mortalidad se contó durante 72 hs y la virulencia se 

determinó por el método de Raed y Muench (63). 

Resultados 

Pruebas de virulencia. 

Polios. Las cepas de E.coli portadoras del plásmido ColV E.coli Y A21 Co1v• y 
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E.coll 711 co1v• mostraron una mayor virulencia en contraste con sus respectivas 

lsogénlcas E.coli YA21 Co1v· y E.coli 711. Así, la cepa silvestre, aislada de 

collseptlcemla aviar, E. coli YA21 ColV', causó un 100% de mortalidad, en tanto 

que su isogénica E.coli YA21 ColV', causó sólo un 12.5% de mortalidad; la cepa 

de laboratorio, E. co/i K 12 711 portadora del plásmldo ColV, causó un 83% de 

mortalidad, en tanto que su isogénica E.coli 711, causó un 50% de mortalidad 

(cuadro 5.1 ). La mayoría de estas muertes transcurrió dentro de las 24 horas 

postlnoculación. A partir de los animales muertos se reaisló en el laboratorio la E. 

coli respectiva Inoculada. 

Ratones. La DL.., de las respectivas cepas de E. coli con y sin el plásmldo ColV 

se muestran en el cuadro 5.2. Se requirieron 1 O y 100 veces más microorganismos 

para la DI..,,, de las cepas YA21 Co1v· y 711 que sus lsogénicas portadoras del 

plásmldo ColV. 

Discusión 

En ambos modelos (aviar y murino) existe una clara influencia del 

plásmido ColV en la virulencia. En el modelo aviar, la E. coli YA21 Co1v• aislada 

de collseptlcemla aviar hubo un 100 % de mortalidad, encontrándose una marcada 

diferencia con su lsogénica E. coli YA21 Co1v· que causó apenas un 12 % de 

mortalidad. 

Por otro lado, con la cepa de laboratorio E. coli K12 711 portadora del 

plásmido ColV proveniente de la cepa virulenta E. coli YA4 Co1v• hubo un 83 % 
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Cepa da A· ~.ll Inoculo (No de. moo) Pol.los muert-os ( \) _ --------------------- .. -.. -------------.. :.....; .... :..; ...... .:...;.:. ------------------------
YA21 Col.V+ 5.1 X 10 •9 8/8 (100) 

.. 
YA21 Col.V- 1".2. X _,1_0~8 1/8 (12.5) 

: 
111 6 X 10"8 4/8 (50). 

111 Col.V 9;-j X iÓ•e 5/6 (83.3) ------------------------· ____________ .;.. ____ ·------- ---------~--------------
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Cuadro 5.2 Dosis Letal 50 de E. coli ColV' y ColV

(modelo mur1no). 

Cepa DLSO 

E. co//YA21 ColV' 2.8 X 107 

E. co/iYA21 Co1v· 1.9 X 10' 

E. colí 711 ColV' 3.1X107 

E. colí711 1.2 X 10• 
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de mortalidad, mientras que su isogénica E. co/i K12 711 no portadora del 

plásmido ColV, mostró un 50 % de mortalidad. 

A pesar de que se observa una clara influencia del plásmido ColV en 

la virulencia bacteriana, los resultados en la cepa de laboratorio pudieran deberse 

al mayor tiempo de Incubación al que fueron sometidas por mostrar un crecimiento 

más lento, ésto probablemente por ser una cepa auxotrófica. 

En el modelo murino se observó que se requieren de 1 O a 100 veces 

menos bacterias para tener una DL,0 en las cepas Ya21 co1v· y en la 711 Co1v· 

respectivamente, en relación con sus isogénicas. 

Estos hallazgos corroboran que el plásmido ColV juega un papel 

Importante en la virulencia, como ha sido reportado por otros investigadores (1, 5, 

55, 71, 74). 



CAPITULO 6. 

El plásmldo ColV en la Interrelación de Escherlchla ca// con 

macrófagos perltoneales de pollo. 

Se ha propuesto que las cepas de Escherichia coli septicémica 

pueden tener mecanismos de patogenicidad que les penmlte evadir o neutralizar 

las defensas del hospedero para causar una infección generalizada (1, 2, 3, 5, 6, 

39, 54, 55). Estos mecanismos pueden estar relacionados con la presencia de 

plásmidos. 

Se han detectado dos plásmidos de importancia en la virulencia de 

E. col/ Invasiva: El plásmldo Vir, que se la asocia con la slntesls de una toxina que 

es letal especialmente para pollos (toxina CL T) y con la slntesis de un antígeno de 

superficie, pero que es poco frecuente (45, 46, 70); y el plásmidc Co!V, que codifica 

para la slntesls de una bacteriocina, la colicina V, y que frecuen:emente se le 

encuentra en E. coli extraintestinal (1, 2, 19, 51, 71, 74). 

La presencia del plásmido ColV se ha relacionado principalmente con 

el aumento de la virulencia (51, 54, 70), la cual es asociada con la capacidad de 

resistir la acción bactericida del suero y del complemento (5, 6, 39, 56) y con la 

capacidad Incrementada de captación de hierro, esencial para la supervivencia de 

E. coli (4, 8, 9, 12, 88). 

En esto experimento se analiza el papel que pudiera tener el plásmido 

ColV en la relación de E. coli con macrólagos peritoneales de pollo in vitre. 

- 19 -
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Material y métodos. 

Microorganismos. Se utilizó la cepa de E. co/iYA21 co1v· aislada de un caso de 

collsepticemla aviar y su lsogénlca YA21 Co1v·. La cepa se "curó" del plásmldo 

ColV por la técnica de Incubación a 43ºC (79) descrita en el capitulo 4. Se usó 

también la cepa de laboratorio E. coli 711 y la transcon]ugante E. co/1711 ColV, 

obtenida de la cruza de E. co/1711 con E. coli YA4 ColV+, la metodologla de la 

conjugación se descrlbe en el capítulo 4. 

La cepa de Candida albicans obtenida del cepario de éste 

Departamento se utilizó como testigo en los experimentos de fagocitosis (27). 

Animales. Se usaron pollos de engorda de tres semanas de edad, mantenidos en 

batanas con agua ad llbitum y alimento no medicado. 

Inducción de macrófagos perltoneales de pollo. Esta se llevó a cabo con base 

en las técnicas descritas por López-Alvarez (45), y por van Furth et al (27). A los 

pollos se les retiró el alimento y el agua cuatro horas antes de la Inducción. Se les 

aplicó anestesia ligera con cloroformo y se les estimuló de dos maneras: 

A). Se les Inoculó intraperitonealmente 15 mi de caldo Tiogllcolato; a las 48 h se 

repitió la operación y se cosecharon los macrófagos a las 24 h después de la 

segunda Inoculación. 

B). Inoculación de 15 mi de caldo Tioglicolato lntraperitonealmente y, 24 h después 

se colectaron los macrófagos. 

Colección de macrófagos. Cada pollo se trabajó separadamente de la siguiente 

manera: Se les retiró el agua y el alimento cuatro horas antes de su obtención y se 
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les sacrificó por tracción de las vertebras cervicales. Inmediatamente después, se 

desinfectó la región abdominal con alcohol etllico al 70 %, de manera aséptica se 

expuso la cavidad peritoneal luego de diseccionar los musculas abdominales. La 

cavidad peritoneal se bañó con 40 mi de solución balanceada de Hank (SBH) 

mantenida a 4ºC adicionada con 50 UI de heparina, 100 UI de penicilina G y 100 

µg de sulfato de estreptomicina por mi. La solución de Hank se Inoculó fraccionada 

en dos partes y después de dar un ligero masaje se recolectó con una pipeta 

Pasteur el líquido rico en macrófagos. En seguida se contrifugó a 30 x g durante 

10 minutos a 4ºC con la finalidad de eliminar la grasa. El liquido sobrenadante se 

colectó en otro tubo y se centrifugó a 300 x g durante 10 minutos a 4ºC. Cuando 

los paquetes celulares colectados mostraban contaminación con eritrocitos, se 

resuspendfan en 1 mi de solución hipotónica de cloruro de amonio y se Incubaban 

a temperatura ambiente durante dos minutos e inmediatamente después se les 

agregaba SBH adicionada con 1 o UI de heparina por mi, con penicilina, 

estreptomicina y 2 % de suero fetal bovino (SFB). La suspensión celular se 

centrifugó una vez más a 300 x g durante 1 O minutos a 4ºC, se desechó el 

sobrenadante y el paquete celular se resuspendió en 3 mi de SBH y se determinó 

el número de macrófagos viables por medio de la técnica de Unción de azul de 

tripán (53). 

cultivo de macrófagos. Una vez determinado el número de macrófagos viables on 

la suspensión, se agregó suficiente medio de cultivo RPMI adicionado con un 1 O % 

de SFB, penicilina G (100 Ul/ml) y sulfato de estreptomicina (200 UVml) (RPMI con 

antibióticos), para obtener una densidad de 5 x 1 o• macrófagos por mi. Se 
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distribuyeron allcuotas de 2 mi de la suspensión de macrófagos en una serie de 20 

viales de clntllaclón que contenían un cubreobjetos en el fondo y se Incubaron a 

41 "C en una atmosfera de 5 % de C02 durante tres horas, para permitir que los 

macrófagos se adherieran al cubreobjetos. Después de este tiempo el cultivo se 

lavó dos veces con el medio de cultivo RPMI sin antibióticos, succionándolo con 

una bomba de vaclo conectada por una manguera a un matraz de Kitasato, el cual 

a su vez tenía otra manguera conectada a una pipeta Pasteur; éste sistema 

permitió evacuar fácilmente el liquido. 

lnóculo. Las cepas bacterianas a probar se cultivaron en 200 mi de caldo nutritivo 

durante 6 horas a 37ºC, se centrifugaron a 17 000 x g durante 10 minutos a 4ºC. 

El paquete bacteriano se resuspendió en 12 mi de PBSgel para ajustarlo a una 

densidad óptica de 1.5 de absorción de luz (con una longitud de onda de 620 nm), 

que corresponde a una densidad bacteriana teórica de 2x109 /mi. Esta suspensión 

bacteriana se diluyó en medio de cultivo RPMI para tratar de ajustar el inóculo a 

4X107 bacterias por mi. 

La levadura Gandida albicans que se utilizó como testigo para el 

experimento de la fagocitosis, se cultivó en gelosa sangre durante 48 horas a 37"C. 

Las colonlas se suspendieron en PBS ajustando su densidad con el nefelómetro de 

MacFarland al tubo 0.5 (47). Posteriormente, se inactivaron sometiéndolas a 56ºC 

durante una hora y se calculó su número contandolas con un hemocitómetro 

después de tenlrlas con azur de tripán. Se ajustó la densidad de las levaduras a 

4x1 o• I mi con el medio RPMI sin antibióticos. 

Fagocitosis. Esta re realizó con base en la técnica descrita por Pérez Martinez 
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(60). Para cada cepa a probar se utilizaron seis viales de c/ntllación: dos de éstos 

se usaron para medir bacterias asociadas (adheridas y/o Ingeridas) y no asociadas 

a macrófagos; otros dos viales fueron para calcular la resistencia a la fagocitosis, 

contando las bacterias viables en el sobrenadante y las bacterias viables 

Intracelulares después de lisar a Jos macrófagos; finalmente, como control en dos 

viales mas que no contenían macrófagos, se inocularon únicamente bacterias, 

para checar el número de bacterias viables después del experimento. Los vlales 

se Inocularon con 0.5 mi de Ja suspensión de bacterias y se Incubaron a 41'C en 

una atmosfera ds 5 % de C02 durante 90 minutos. La relación macrófago : levadura 

fue de 1 : 4. 

Microorganismos asociados y no asociados a macrófagos. Después de 90 

minutos de incubación, dos replicas de cada tratamiento (cepa a probar Incluyendo 

la levadura), se lavaron dos veces con el medio RPMI de la manera descrita 

anteriormente y se fijaron con el fijador de Bowlns. Posteriormente, Jos cubreobjetos 

se t1nieron con Glemsa y se contó el número de bacterias asociadas (Ingeridas y/o 

adheridas) por 100 macrófagos y su relación con bacterias no fagocitadas. 

Resistencia a la fagocitosis. A dos réplicas de cada tratamiento se tes 

homogenizó el sobrenadante y se hicieron diluciones decimales; de cada dilución 

se Inocularon tres gotas de 20 µ/ en placas de agar de MacConkey y se incubaron 

durante ta noche, para posteriormente calcular el número de unidades formadoras 

de colonias (ufc) y determinar de esta manera el número de bacterias 

extracelulares. 

Para determinar el número de bacterias viables asociadas a 
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macrófagos, los viales se lavaron dos veces con medio de cultivo RPMI sin 

antibióticos y se les aplicaron 500 µI del detergente NP-40 al O.OS% y se incubaron 

a temperatura ambienta durante cinco minutos para lisar a los macrófagos. En 

seguida se hicieron diluciones decimales y plaqueo en agar de MacConkey. 

Para tener un control del número de bacterias viables 

independientemente de la fagocitosis, dos viales sin macrófagos fueron inoculados 

con la suspenclón de bacterias a probar y se les dió el mismo tratamiento que a 

los viales destinados al experimento de la fagocitosis, incubándolos en las mismas 

condiciones. Después del experimento, se calculó el número de bacterias viables 

por diluciones y plaqueo. 

adherencia al vidrio." Cada una de las cepas bacterianas se inocularon en 2 mi 

de CN y se incubaron durante la noche. Dos décimas de mililitro de cada cultivo 

se Inocularon en 250 mi de CN y se incubaron a 3rc en agitación durante 5 h. Las 

células se concentraron centrifugando a 17000 xg durante 1 O minutos a BºC. Se 

lavaron con PBSgel y se centrifugaron en iguales condiciones. El paquete celular 

se ajustó a una Densidad Optlca (620 mn) de 1.5 de absorción para obtener una 

densidad teorica de 4x1 o• bacterias por mi. Se hicieron diluciones en el medio de 

cultivo RPMI adicionado con 10% de suero fetal bovino para obtener una densidad 

bacteriana de 4x107/ml. Se Inocularon 0.5 mi de esta suspensión en viales de 

clntllación que contenian un cubreobjetos. Se incubaron a 41 ºC, con una atmosfera 

de 5 % de CO, durante 90 minutos. Posteriormente, el cultivo se eliminó 

rápidamente y se hicieron tres lavados con PBS utilizando el sistema de 

'Experimento realizado en el Centro de Biología experimental, UAZ. 
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evacuación ya descrito para el cultivo de macrófagos. Los cubreobjelos se trataron 

con fijador de Bowln durante 1 O mln. Se lavaron tres veces con agua destilada y 

se tiñeron con Glemsa. Por cada cepa se hicieron cuatro réplicas y a cada una de 

éstas se le contaron 1 O campos. 

Resultados. 

Inducción da macrófagos . En Ja Inducción por el método A se obtuvo un 

promedio de 1 o millones de macrófagos por pollo, mientras que por el método B 

se obtuvo apenas un promedio de dos millones de macrófagos por pollo. Para el 

experimento de fagocitosis se optó por trabajar con Jos macrófagos obtenidos por 

el método A únicamente. 

Microorganismos asociados y no asociados a macrófagos El promedio de 

bacterias asociadas a los macrófagos fue de 100 con la cepa de E. coli YA21 

ColV\ mientras que con su isogénica E. coli Y A21 car fue de 28.5 . En las cepas 

de E. coli 711 con y sin el plásmido ColV no se encontraron diferencias (cuadro 

6.1). 

Por otro lado, se observaron un promedio de 98 bacterias 

extracelulares en Ja cepa silvestre YA21 ColV', en contraste, su lsogénica YA21 

Col'V apenas se observaron tres. Hallazgos similares se encontraron en las cepas 

de E. col/ 711 con y sin plásmldo CoJV. As!, se observó un promedio de 20 

bacterias extracelulares con la cepa E. coli711 ColV+, mientras que en la cepa 711 

no se observaron bacterias extracelulares. 
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Cuadro 6.1 Interacción de ~. !:2l!. Col.V+ y Colv- con macrOf'agos 
peritoneales de pollo in vitre. 

Cepa réplica 

YA21 co1v• 

YA21 coiv-

111 ColV+ l 
2 

711 l 
2 

Bacterias asociadas 
a macr6tagos 

124 
79 

40 
17 

39 
20 

39 
ND 

' . -. 

Bacterias 
extracelulares 

124 
71 

35 
4 

o 
ND ----------- --- -------- ------------------ -------- -------------

ND - No determinado: 
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La función fagocítica se verificó al enconlrar un promedio de 52 

levaduras asociadas a macrófagos. No se observaron extracelularmenle. 

Resistencia a la fagocitosis. Estos resullados se esquematizan en el cuadro 6.2. 

A los 90 minutos postincubación, el número de las bacterias del sobrenadante de 

la cepa E. coli YA21 ColV' fué similar a su tubo conlrol que contenía únicamenle 

bacterias, mientras que en contraste, su isogénica é. co/iYA21 Co1v· mostró una 

disminución hasJa de dos logaritmos en relación a su control. 

El número de bacterias detectadas después de lisar a los macrófagos 

fue similar en ambas cepas de E. coli YA21 con y sin el plásmido. 

Los hallazgos en las cepas de E. coli 711 y 711 ColV, no mostraron 

diferencias significativas después de su conteo en el sobrenadante en relación a 

sus controles. Asimismo, después de lisar a los macrófagos no se encontraron 

diferencias. 

Adherencia al vidrio. En la cepa de é. coli YA21 co1v·se observó un promedio 

de 334.2 bacterias adheridas, mientras que en su isogénlca E coli Y A21 Co1v· fue 

de 30.7 bacterias. El promedio de bacterias adheridas de la cepa E co/i711 CoJv• 

fue de 15.3, en contraste, la cepa de E. coli 711 fue de 2. 15 bacterias. En ambos 

casos, la diferencia de adherencia al vidrio (medida por Ja prueba estadfslica de T) 

entre las cepas portadoras del plásmido ColV y sus isogénicas que careclan de éste 

fue altamente significativa (p<0.0001 ). 
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cuadro 6.2 Hicroorqanismos extracelulares e intracelulares después de 
90 m.in. de incubación con HQ peritoneales de pollo 

Cepa· 

YA21 co1v+ 

YA21_ Col.V-

Testiqo 
(UFC/ml postexp.} 

2 X 10•0 
1 X 10"8 

X • 1.5 X 10"8 

Bacterias en 
sobrenadan te 

(UFC/ml) 

2 X 10"8 
1 X 10"9 

6 X 10•0 

Bacterias del l.isado 
da MQ (UFC/ml) 

X •6.5 X 10"5 

: .B X :10"'5 
, '4,x,1o•s 
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Figura 6.1 Interacción fagocito-bacteria usando /:'. colí Y A2 I Col V+ 

(IOOX). 

Figura 6.2 Interacción fagocito-bacteria usando /ó. co/1 Y A2 I Col V· 

(IOOX). 
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Figura 6.3 Relación fagocito-bacteria con la cepa!:". co/i 711 ColV+ 
(IOOX). 

Figura 6.4 Relación fagocito-bacteria usando la cepa de lo'. co/i 711 
(40X). 



Figura 6.5 Adherencia al Yidrio de!:". wh Yi\21 CoJY·i ( IOOX). 

Figura 6.6 Adherencia al ,·idrio por/:'. co/1 Y A21 Col v- ( 1 OOX). 



Figura 6.7 Adherencia al ,·idrio por/:'. co/1 711 Col V·" ( 1 OOX). 

Figura 6.8 Adherencia al ,·idrio por/:'. co/1 711 (IOOX) 
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Discusión. 

A los 90 minutos postinoculación a los macrófagos peritoneales de pollo In 

vitro, la cepa septicémica de origen aviar, E. co/iYA21 ColV', mostró una mayor 

capacidad de supervivencia que su isogénlca, la E. co/iYA21 ColV. En la primera, 

además de observarse un número similar de bacterias asociadas a macrófagos y 

de bacterias extracelulares, fue capaz de adherirse al vidrio de manera significativa; 

asimismo, se recuperó en el sobrenadante en un número similar a su control. En 

contraste, los hallazgos en su isogénica ColV, muestran que el número de 

bacterias asociadas a macrófagos fue mucho menor y prácticamente nulo el de 

bacterias extracelulares. Por otro lado, su capacidad de adherirse al vidrio 

disminuyó marcadamente y su número en el sobrenadante se redujo hasta 1 O a 

100 veces en relación a su control. El número de bacterias recuperadas después 

de llsar a los fagocitos fue similar en ambas cepas. 

Al comparar la cepa de E. co/i 711 CoiV' con la cepa de E. co/i 711, 

también se detectaron diferencias en la capacidad de adherirse al vidrio, pero hubo 

poca o nula diferencia en el número de bacterias recuperadas del sobrenadante 

y después de la lisis de los fagocitos; además, solamente en una de las dos 

réplicas el número de bacterias asociadas a macrófagos fue similar al número de 

bacterias extracelulares. 

Las diferencias encontradas entre la cepa silvestre y la de laboratorio, 

son Indicativos de que los mecanismos de patogenicidad son multlfactorales y de 

que se requiere de otros atributos de virulencia, presentes en la cepa silvestre pero 
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no en la de laboratorio. 

Se sugiere la posibilidad de que el plásmldo ColV y probablemente 

otros genes relacionados codifiquen para la síntesis de adhesinas y I u otra 

substancia estructural que por un lado, le permitan a E. ccli septicémica, adherirse 

a receptores de membrana de células blanco, tales como las macrófagos, y por otro 

lado, le pudieran conferir cierta resistencia a ser Ingeridos. La ocurrencia de 

eventos similares han sido reportados en el caso de Mycaplasma pneumoniae, se 

ha demostrado que estos microorganismos tienen la capacidad de atacar la 

membrana celular de los macrófagos alveolares, pero que para ser endocitados se 

requiere de la opsonlzación por anticuerpos (14). Rottini et al (65), tuvieron 

hallazgos similares a los nuestros al exponer diferentes cepas de E. coli, tanto de 

laboratorio como enteropatógenas y de flora normal a leucocitos polimorfonucleares 

(LPMN). Las cepas de laboratorto fueron fácilmente fagocitadas, mientras que en 

las otras cepas varió su susceptibilidad a ser destruidas de moderada a 

Insensibles, proponiendo que E. coli se une a la superficie fagocítica por una 

estructura tal como el antígeno K, que al mismo tiempo pudiera inhibir los cambios 

conformacionales que ocurren en la membrana plasmática para dar lugar a la 

lntemalizaclón o bién que alterara su hidrofilia, lo cual la haría mas resistente a la 

fagocitosis. También es posible asimismo, que las cepas ColV' al presentar otras 

ventajas adicionales, como son un metabolismo mas acelerado, una mayor 

resistencia a la acción bactericida del suero y una mayor capacidad para adquirir 

Fe,.. compitan mas eficazmente contra las defensas del hospedero. 

Parece ser que E. coli una vez que ha sido fagocitada es fácilmente 
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destruida, por lo que es importante continuar estudiando la interrelación de sus 

mecanismos de patogenlcidad con la respuesta del hospedero en la coliseptlcémia 

aviar, para acercarnos a un modelo de control de esta enfermedad. 
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OISCUSION GENERAL. 

El conjunto de hallazgos nos permiten proponer al plásmido ColV 

como un elemento genético que les proporciona a las células que lo portan, 

caracterlsticas tales como una mayor capacidad de supervivencia, posiblemente 

evitando una eficaz fagocitosis, aunado a otras caracterlsticas ya descritas. 

El plásmido ColV fue fácilmente detectado y, aunquo se analizó un 

número limitado de cepas septicémicas de E. coli, se demostró que la mayorla de 

éstas lo portan, tal como lo han demostrado otros autores (19, 51, 71). 

Dado que se ha reportado (55) que las cepas extrainteslinales de E. 

co/i pueden mostrar diferentes grados de virulencia, Independientemente de si 

portan el plásmldo ColV, se eligieron cinco cepas capaces de producir una buena 

cantidad de coliclna V para comparar su virulencia, encontrándose hasta dos 

logaritmos de diferencia; también se detectaron diferentes marcadores de 

resistencia entre éstas, y en dos de ellas, se probó su capacidad conjugativa, 

siendo en una positiva y en la otra negativa, lo cual indica la gran complejidad 

que pueden mostrar como factores individuales, como ha sido senalado por Waters 

el al (91 ). El análisis de éstas características nos permitió seleccionar a las dos 

cepas Cotv• más virulentas para construir isogénicas Co1v· y Co1v· silvestre y de 

laboratorio. 

Se midió el efecto del plásmido ColV en la virulencia y en 

mecanismos de patogenlcidad especificas tales como su interacción con 

macrófagos periloneales de pollo y en la capacidad de adherencia al vidrio de las 

bacterias que lo portan. 
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El plásmldo ColV mostró una clara participación en la virulencia, tanto 

en el modelo aviar como en el murino, observándose en éste último, que con las 

bacterias Co1v· se requieren hasta dos logaritmos más que sus lsogénlcas Co1v• 

para obtener la DL.,,, coincidiendo éstos resultados con las aseveraciones de otros 

Investigadores (1, 5, 17, 62, 71-74), hecho que nos penllitíó sentar las bases para 

continuar analizando su patogenicidad. 

Dada la gran capacidad de diseminación y supervivencia en sangre 

y líquido peritoneal de las cepas septicémicas de E. coll, desde hace tiempo que 

se viene cuestionando el papel que pudieran jugar ante los fagocitos, posibles 

mecanismos de patogenlcidad probablemente localizados en pared celular (49), 

cápsula (1 ), fimbria (76) y en la coliclna V (SB, 59). Un elemento genético 

mediador podria ser el plásmido ColV . 

Al analizar la asociación de nuestras cepas a los macrófagos, la cepa 

silvestre Co1v· mostró una mayor capacidad de unión a los fagocitos que su 

lsogénlca ColV-, pero también se observó un número similar de bacterias 

extracelulares, y el número de bacterias recuperadas del sobrenadante fue similar 

a su control; mientras que en los macrófagos con la cepa ColV- su asociación fue 

comparativamente menor, prácticamente no se observaron bacterias extracelulares 

y el número de bacterias recuperadas del sobrenadante disminuyó de uno a dos 

logaritmos 

un relación a su control. No se observaron diferencias en el número de bacterias 

recuperadas despues de llsar a los fagocitos. Una réplica con la cepa 711 Co1v• 

mostró resultados similares que la silvestre ColV., mientras que la otra, aunque se 
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observaron bacterias asociadas no se detectaron extracelularmente. No hubo 

diferencias en el número de bacterias recuperadas tanto del sobrenadante como 

despues de la lisis de los fagocitos en las cepas 711 y 711 ColV'. 

La explicación de éstos eventos podría estar en una adhesina, por lo 

que se procedió a comparar la capacidad de adherencia al vidrio de nuestras 

cuatro cepas, encontrando que tanto la cepa de campo como de laboratotrio 

portadoras del plásmido ColV tuvieron una capacidad de adherencia mucho mayor 

que sus fsogénlcas libres de éste plásmido. Planteamos la posibilidad de que el 

plásmido ColV codifique para la síntesis de una adheslna que permite una mayor 

asociación de las bacterias con los macrófagos, pero que también le confiere a la 

bacteria cierta resistencia de ser ingerida. 

Asimismo, al comparar la cepa de campo con la de laboratorio se 

hace evidente de que los mecanismos de patogenlcidad son multifactorales. 

Al plásmldo ColV se le han propuesto otros mecanismos Importantes de 

patogenlcldad como son la resistencia a la acción bactericida del suero, la posible 

inactivaclón del complemento, el secuestro de hierro y el efecto de la collclna V en 

la supervivencia en cavidad peritoneal. El análisis del conjunto de éstos elementos, 

podría ayudar a explicar la mayor capacidad de supervivencia de las cepas 

septicémicas de E. coli en el hospedero. 
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CONCLUSIONES 

1.- Hay una elevada prevalencia del plásmido ColV en las cepas septicémicas 

aviares estudiadas. 

2.- Hay diferente grado de virulencia entre las cepas coliclnogénlcas V estudiadas. 

3.- Las cepas que portan el plásmido ColV son más virulentas que sus isogénlcas 

que carecen de éste. 

4.- Las cepas estudiadas portadoras del plásmldo ColV mostraron tener una mayor 

capacidad de adherencia al vidro, a diferencia de sus isogénlcas libres de éste 

plásmldo. 

5 .- Las cepas probadas portadoras del plásmldo ColV, tuvieron una mayor 

capacidad de supervivencia en presencia de macrófagos peritoneales de pollo. 
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APENDICE 1 : MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS. 

1.1 Medlo para conservar cepas de E. col/. 

Caldo nutritivo ' 

Cloruro de sodio' 

Bacto-agar' 

agua destilada 

10 g. 

5 g. 

6 g. 

1000 g. 

Disolver los Ingredientes en el agua destilada, calentar a ebuillclón y 

distribuir en viales de clntilación. Esterilizar por autoclave. Dejar enfriar los tubos 

en posición vertical. 

1.2 Caldo LT 

Triptona3 

Extracto de levadura' 

Cloruro de sodio 

Agua destilada 

10 g. 

5 g. 

10 g. 

1000 mi. 

Disolver los Ingredientes en el agua destilada y ajustar a pH 7.6 con 

tris3 al 12 %. 

1.3 Caldo LTC 

Al caldo LT adicionarle 5 x 104 M de cloruro de calcio'. 

1.4 Agar L TC. 

'Dlfco Lab., Detrolt, Mlchigan, USA. 

'J.T. Backer, Xalostoc, México. 

3 Merck, Darmstadt, Alemania. 
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Al caldo LTC adicionarle 1 % de agar. 

1.5 Agar LTC semlsólldo. 

Al caldo LTC se le adiciona 0.6 % de agar. 

1.6 Solución Buffer de loslatos con 0.01 % de gelatina (PBSgel). 

Solución A 

Fosfato de sodio (Na2HP04) 

Agua destilada 

Solución B 

11 g. 

1000 mi. 

Fosfato de potasio (KH2 P04) 9.08 g 

agua destilada 1000 mi. 

Para 100 mi de buffer pH 7.2: Mezclar 72 mi de la sol. A y 28 mi. de la sol. 

B. Checar el pH, agregar 0.01 % de gelatina nutritiva', calentar ligeramente, 

distribuir en tubos y esterilizar por autoclave. 

1.7 Agar Mlnl·Mac (MacConkey mlnlmo) 

Preparar la siguiente fórmula: 

Bactoagar 

Lactosa• 

Sales biliares No 32 

Rojo neutro' 

Cristal violeta" 

7.5 g. 

5.0 g. 

0.75 g. 

0.015 g. 

0.0005 g. 

1 Dlfco Lab., Detrolt, Michigan, USA. 

2 Merck, Alemania. 

3 Sigma., SI. Louls, Mo. USA 
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Agua destilada 400 mi. 

Esterilizar por autoclave. 

• Pesar O.OS g. de cristal violeta y diluirlos en 100 mi de agua destilada. Un mi da 

asta solución contiene 0.0005 g de cristal violeta. 

Mezclar en condiciones de esterilidad: 

Agar Hquldo (formula anterior) 400 mi. 

Sales M9 (SX)' 100 mi 

CaCl2 0.01 M' 5 mi. 

MgS04 • 7 H201 0.5 mi 

1.8 Agar mlnl-mac-amplclllna-kanamlclna-collclna V. 

Preparar tubos con 20 mi do mini-mac y autoclavear enfriar a 45"C 

y agregar las sales y los antibióticos que queden a una a concentración de 6 µg/ml 

cada uno. Homogeneizar y vaciar en cajas de petri esteriles permitir que solidifique 

y sembrar 0.1 mi de una cepa colicina v· resistente a amplcllina y a Kanamlcina 

(previamente crecida en caldo nutritivo durante toda la noche) a incubar a 37°C 

durante 12 a 16 horas. Someter a vapores de cloroformo 15 minutos y otros 15 

minutos a que se evaporen. Colocar una sobrecapa de 5 mi de mini-mac que 

contenga la misma concentración de antibióticos. Refrigerar toda la noche para 

permitir que difunda la colicina V. 

1.9. Solución Balanceda de sales de Hank modificada (10 X). 

Solución A 

1 J.T. Backer, Xalostoc, México. 



NaCI 

KCl1 

MgS04. 7H201 

MgCI. 6H20' 

80 g 

4g 

1 g 

1 g 
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Disolver en 400 mi de agua deionizada. 

Solución B 

Na2HP04. 12H201 1.5 g 

Disolver en 400 mi de agua deionizada 

KH2P041 0.6 g 

Disolver y aforar a 500 mi con agua deionlzada. 

La solución A y la solución B se esterilizan separadamente por autoclave y 

posteriormente se mezclan de manera estéril. 

1 J.T. Backer, Xatostoc, México. 
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APENDICE 2: CURVAS DE CRECIMIENTO BACTERIANO DE CINCO 

CEPAS AVIARES DE E. co/IColV• 
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APENDICE 3: DL,., DE CINCO CEPAS AVIARES DE E. cal/ 

Co1v· POR EL METODO DE REED y MUENCH UTILIZANDO UN 

MODELO DE POLLO DE ENGORDA. 



DOSIS LETAL 50 DE j;. !iQl1 YM ColV+ 

VALORES ACOMUL1tllOS 

DILUCION NUMERO DE RELACION DE MUERTOS VIVOS TOTAL TOTAL MORTALIDAD 
BACTERIAS MORTALIDAD MUERTOS VIVOS RELACION PORCENTAJE 

S.D 4x10·9 6/6 6 o 17 o 17/17 100 
10•-1 4x10·0 6/6 6 o 11 o 11/11 100 . 
l0·-2 4Xl0 ... 7 5/6 5 1 5 1 5/6 83 
10"-3 4Xl0"6 0/6 o 6 o 7 0/6 o 
10"4 4Xl0"'5 0/6 o .6. o 13 0/7 o 
10"-5 4Xl0"4 0/6 o 6 o 19 0/13 o 

PBSgel o 0/6 o .· 6 o 25 0/25 o 
----------- ----------- ----------- -------- -------- -------- -------- ---------------- ----------
l.- d.p. - h 83 - so / 83 - o • h 33 / 83 .~ Íi (0.39761 

h • log. 1 / 10 - -1 ·' . . . . 
d.p. • (-1) (0.3976) • - D.3976 

2.- log. 1 / 100 - -2 
-0.3976 + (-21 - -2.3976 

3.- antilog. ele 2.3976 • 249.80 

4.- DLSO • 4 X 10•9 / 249.8 • 1'6 X 10"7 

----------- ----------- ---~-----..;.- -------~, --~~-~-\,~,:----~~·· ___ :~~;;;'. __ ..:~:-:--;_~_..:,_'; -~-- ---------
"' • exponencial. 

----------- ----------- ---------- ------- -------- -------- . ------- --------------- -----------' ,, '· '' . ') ' .... 

"' e 



DOSIS LETAL 50 DE !!· coli YAlO ColV+ 

VALORES ACUKOLADOS 

DILUCION NUMERO DE RELACION DE HUERTOS VIVOS TOTAL TOTAL MORTALIDAD 
BACTERIAS MORTALIDAD HUERTOS VIVOS RELACION PORCENTAJE 

S.D 1.2X10•9 6/6 6 O 13 O 13/13 100 
10·-1 i.2x10·0 5/6 5 1 1 1 110 01 
10"'-2 l.2X10"7 2/6 2 4 2 5 2/1 28 
10·-3 i.2x10•5 0/6 o 6 o 11 0111 o 
10•-4 1.2x10•5 0/6 o 6 o 11 0111 o 
10•-5 i.2x10·4 0/6 o 6 o 23 0123 o 
10·-6 1.2x10•3 0/6 o 6 o 29 0129 o 
10·-1 i.2x10·2 0/6 o 6 o 35 0/35 o 
10·-0 i.2x10·1 0/6 o 6 o 41' 0/41 o 

o ' 0/6 o '6 o " 47, 0/47 o "' 

----------- ~---------- -------' --~~~~-~· --~~~f~ : .:~--~-~· --~---~----------- --------- ~ 

3.-

4.-



DOSIS LETAL 50 DE !· f;.9.ll YA12 ColV+ 

VALORES ACUMtJLAllOS 

DILUCION NUMERO DE RELACION DE MUERTOS VIVOS TOTAL TOTAL MORTALIDAD 
BACTERIAS MORTALIDAD MUERTOS VIVOS RELACION PORCENTAJE 

S.D 5. 1x10•9 6/6 6 o 7 o 7/7 100 
10·-1 5. 1x1o•a 1/6 1 5 1 5 1/6 16 
10·-2 5. 1x10·1 0/6 o 6 o 11 0/11 o 
10"-3 5. 1x10·5 0/6 o 6 o 17 0/17 o 
10·-4 5. 1x1o•s 0/6 o 6 o 23 0/23 o 
10·-5 S. 7X10"'4 0/6 o 6 o 29 0/29 
10·-6 5. 7X10"'3 0/6 o 6 o 35 0/35 
10•-7 s. 1x10·2 0/6 o 6 o 41 0/41 
lo·-a 5. 1x10•1 0/6 o 6 o '47 0/47 

PBSgel o 0/6 o 6 o ,: 53 0/53 

----------- ----------- ----------- ------- ------- __ ;,,, ____ ; ___ .:. __ ----~---------~-- ---------
1.- d.p. • h 100 - so / 100 - 16 ,; h so. / 84 

h - -1 
d.p. - (-lj (0.5952) - - 0.5952 

2.- Log. de DL50 (-0.59S2) + (0) • - O.S9S2 

3.- Antilog. de O.S952 • 3.9373 

4.- DLSO • S. 7 X 10 •9 / 3.9373 • 1.4 X 10 •9 

" • exponencial 

"' "' '.I 



DOSIS LETAL 50 DE !;. ~ill YAl6 ColV< 

VALORES ACUMULADOS 

DILUCION NUMERO DE RELACIQN DE MUERTOS VIVOS TOTAL TOTAL MORTALIDAD 
BACTERIAS MORTALIDAD MUERTOS VIVOS RELACION PORCENTAJE 

S.D 4.5Xl0'9 6/6 6 o 14 o 
10"'-1 4. 5Xl0"'8 6/6 6 o 8 o 
10·-2 4.5X10'7 2/6 2 4 2 4 
10'-3 4.5X10'6 0/6 o 6 o 10 
lD'-4 4 .5X10'5 0/6 o 6 o 16 
10'-5 4 .5Xl0'4 0/6 o 6 o 22 

PBSgel o 0/6 o 6 o 28 

1.- d.p. - h 100 - 50 / 100 - 33 • h .so/ 67 - h (D.7462) 
h •-1 
d.p. -1-l) 10.7462) - -0.7462 

2 .- Log. 10 de DLSD 
1-0. 7462) '.¡. 1-l) 

3.-

4.- DLSO - .4:5 X 10'9 t'ss:;4 ;;:h~ ~º~'·· 

14/14 100 
8/8 100 
2/6 33 
0/10 o 
0/16 
0/22 
0/28 

----------- -------~--:- --"."'-~----~:.. ·~~:~-:--:-:~¡~ ~~~;.::;~·, '.::~.:.:.::..:.:....:.1 ~-..:~:--~:..~. :~~---~--:----------- -----------
"' • exponencial 

----------- ----------- __ .;.~ ____ ...;.:. _ ~-"."'~::-:', :--~~- ·:.:.:..:-:~,,;; _;.,:""'._~_:.._ ., ..;..;.:.~'7-~-""'.------".".-- -----------

"' ... 



DOSIS LETAL 50 DE ~- ~ YA21 ColV+ 

VALORES AClll!ULADOS 

DILUCION NUMERO DE RELACION DE MUERTOS VIVOS TOTAL TOTAL MORTALIDAD 
BACTERIAS MORTALIDAD MUERTOS VIVOS RELACION PORCENTAJE 

S.D 2. 7Xl0"9 6/6 6 o 13 o 13/13 100 
lo·-1 2. 1x1o·a 6/6 6 o 7 o 7/7 100 
io·-2 2. 1x10·1 1/6 l 5 l 5 1/6 16 
lo·-3 2. 1x10·6 0/6 o 6 o 11 0/11 o 
10"-4 2. 7X10"5 0/6 o 6 o 17 0/17 
10·-5 2. 1x10·4 0/6 o 6" o 23 0/23 
10"-6 2. 1x10·3 0/6 o 6 ¡, o 29 0/29 
l0·-1 2. 1x10•2 0/6 o 6 o 35 0/35 
lo·-s 2.1x10•1 0/6 ,o .;6;.· o·i, 1 .41 0/41 o ... 

PBSgel o 0/6 o . ,. ·¡;»; . o· 1: .,. ,¡i 47' .. 0/47 o .. 
______ ..,: ____ ... __________ ----------- -------- ---..:.-~--. ~----:..~:.. __ _: _______ .:., ________________ ----------

l.- d.p. • h 100 - 5 / 100. ~·16,.; 
-1 1oc5952l • -0.59,52, .. ' 

2.- Log 10 de DLSO 
(-0 .5952) + 1-1) 

3.- Antilog. de DLSO 
-1.5952• 39.37 

4.- DL50 - 2.7 X 10•9 I 39.37• 6.8 x.10•7 

"' • exponencial 
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APENDICE 4: DL50 DE E. co/1 Co1v• y ColV- POR EL METODO DE 

REED Y MUENCH USANDO UN MODELO MURINO. 



DOSIS LETAL 50 DE .!;. SQli. lA21 ColV+ 
MODELO MUt\INO 

VALORES ACUM1lLADOS 

DILUCION !IUM!:RO DE RllLACION DE MUERTOS VIVOS TOTAL TOTAL MORTALIDAD 
BACTERIAS MORTALIDAD MUERTOS VIVOS RELACION PORCENTAJE 

S.D 1.3 X 10•9 
10·-1 1.3 X 10"'8 
10"-2 1.3 X 20•1 
10'-3 l.3 X 10'6 

PBS o 

4/4 
4/4 
l/4 
0/4 
0/4 

4 
4 
l 
o 
o 

9 
5 

o 
o 
3 
7 
ll 

l.- d.p. - -1 100-50 / 100-25 - ~l 50 ./ 75 - -1 (0.666) "' -0.666 

2.- log l /10 • -1·; 

(-0.666) + (~ll.~ -1,666 

J.- antilog. de l.6Íi6 • 46.40 

4.- DL50 - 1.3 X lO·s I 46.40 - 2.8 X 20•1 

9/9 
5/5 
l/4 
0/7 
0/11 

100 
100 

25 
o 
o 

----------- ----------- ---:----~--~' --~- ----- ---- ----~----~-------
,. • e%p()nencial ----------- ----------- ------- -----".;' _""'._____ -------- ------- -----------------

1 

"' "' 



DOSIS LETAL 50 DE .E. coli YA21 Colv
MODELO HÜRIN0-

VALORES ACIJl!ULADOS 

OILUCIOH NUMERO DE RELACION DE MUERTOS VIVOS 

SD 
10·-1 
10•-2 
10•-3 
10·-4 

PBS 

BACTERIAS MORTALIDAD 

1.3 X 10•9 
1.3 x 10·0 
1.3 X 10•7 
1.3 X 10•6 
1.3 x lo·s 

o 

4./ 4 
l / 4 
l, / 4 
o / 4 
O/ 4 
o¡/.~ 

----------- ------------ -----------

l.-

2.-

3.-

4.-

TOTAL TOTAL 
MUERTOS VIVOS 

6 o 
2 3 
l 6 
o 10 
o 14 
o 18 

·: '··' i -, 

MORTALIDAD 
RELACION PORCENTAJE 

6 / 6 100 
l / 5 40 
l/ 7 14.28 
o / 10 o 
O/ U o 
o / 18 o 

----------- ------------ ----------- -------- ------- -------- -------- --------------------- -------
... • exponencial 

1 

~ 



DOSIS LETAL SO DE E. coli 111 ColV+ 
MODELO M1:RJ:N0-

VALORES ACUMtlIJIDOS 

DILÚCIOÑ NUMERO DE RELACION DE MUERTOS, VIVOS TOTAL TOTAL MORTALIDAD 
BACTERIAS MORTALIDAD MUERTOS VIVOS RELACION PORCENTAJE 

so 1 X 10•0 4 / 4 4 o 10 o 10 / 10 100 
1 X 10•7 4 / 4 4 o 6 o 6 / 6 100 
l X 10"'6 2 '/ 4 2· ·2 2 2 2 / 4 50 
1 X 10•5 o / 4 o 4 o 6 o / 6 o 
1 X io•4 o,¡ 4 o '.,4 o 10 o / 10 o 

o o'¡ 2 ·o ., 2' o 12 º· /, 12, o 

-------- ----------------------- -------- "' "' 



DOSIS LETAL SO DE .&. ccli 711 
MODELO MÚRIN0-

VALORES ACVMVLADOS 

DILUCION NUMERO DE RELACION DE MUERTOS VIVOS TOTAL TOTAL HORTALIDAD 
BACTERIAS MORTALIDAD MUERTOS VIVOS RELACION PORCENTA.JE 

SD 4 X 10•9 6 / 6 100 
l0·-1 • x lo·s 4 / 4 4 o 6 o 2 / 4 50 
10·-2 4 X 10•7 2 / 4 2 2 2 2 o / 6 o· 
lo•-J 4 X 10"'6 o / 4 o 4 o 6 o / 60 
10"'-4 4 X 10"'5 o / 4 o 4 o 10 o / 14 

PBS o o / 4 o 4 o 14 

"' ----------- ------------ ------------ -------- -------- ~------- ,.:._______ _ _____ .,:..;. _____________ ;__ ------- 'O 

l.- d.p. - -1 100 - 50 / 100 - o • -1 50 /100 - (-ll (0.5,Í - -o.5 

2.- log. O - O 

-o.s + o - - o.s 

3.- antilOCJ de 0.5 - 3.1622 

4.- DL50 • 4 X 20•9 / 3.1622 • 1.2 ,x 10•9 

. . . : ----------- ------------ ------------ ------- -------- -------- ----- -------------------- -------
"' • exponencial 
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