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CAPITULO I 

I NTROIUCCIOO 

A.-) DATOS HISTORICOS. 

Escherichia coli es el gérmen facultativo más común que se 

encuentra en el tubo digestivo del hombre y de los anirrales, fué 

descubierto por Escherich en 1886 durante sus investigaciones s~ 

bre la composición de la flora bacteriana normal del niño recién 

nacido (1,4). 

Las cepas de E.coli incluyen un gran número de serutipos. Pú 

gunos de estos serotipos son miembros de la flora intestinal nor­

rral del hombl'.11e y otros son causantes de infecciones e intoxicacio 

nes tanto en el hombre corro en los aninales (2). 

LJ:is serotipos de E.coli causantes de patología intestinal en 

el hombre se han dividido en cuatro grupos: 

1.- E.coli enterotoxigénica (ETEC) 

2.- 'E.coli enteroinvasiva (EI:EC) 

3.- E.coli enteropatógénica (EPEC) 

4. - E. coli asociada a colitis henorrágica ( 2) . 

La designación de Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) 

es dada a los bioserotipos de E.coli dotados de la capacidad de 

pruducir las enterotoxinas terrrolábiles (LT) y ternoestables (ST) 

( 3). 

M.enás las cepas ETEC pueden producir estructuras superfici~ 

les fimbriadas o fibrilares derKJminadas factores de colonización, 

cuya función es prorrover la fijación de la bacteria a la mucosa 

CAPITULO I

I NTRUBLICCICJN

A.-) DATOS HISTORICOS.

Escherichia coli es el germen facultativo más común que se

encuentra en el tubo digestivo del hombre y de los animales, fué

descubierto por Escherich en 18515 durante sus investigaciones so

bre la composición de la flora bacteriana normal del niño recién

nacido (1,',P+) .

Las cepas de Lili incluyen un gain nürrero de serotipos. Al

gunos de estos serotip-os son miembros de la flora intestinal nor-

mal del hombre y otros son causantes de infecciones e into:-cicacio

nes tanto en el hombre como en los animales (2).

Los serotipos de causantes de patología intestinal en

el hombre se han dividido en cuatro g'-upos:

1.- Eìfi enterotoxigënica (EI'EC)

2-- É-Cali enteroinvasiva (EIEC)
A.

3.- enteropatogånica (EPEC)

1+.- asociada a colitis henorrågica .(2).

La desiglaciôn de Elscherichia enterotorxigênica (ETBC)

es dada a los bioserotipos de åcili dotados de la capacidad de

producir las enteroto:¬n'.nas term-olãbiles (LT) y temoestables (ST)

(3). ' '

Aderrâs las cepas EITEC pueden producir estructuras sup-erficia

les fimbriadas o fibril-ares denominadas factores de colonización,

cuya fimcid'n es prorrover la fijacidn de la bacteria a La mucosa



i;-,::"°s-;:irill ( 4, 5). 

La.s ETEC causan diarrea en hl1'1BI10S (niños y adultos ) , y en va­

rias especies anin:ales coIID cerdos, bovinos y ovinos. 

::n.iciaL-;-iente las :'.:Tl:C se fijan al epitelio intestinal por me-­

::.io de s·i factor de colonización para enseguida proliferar y produ­

c.E0 su o sus toxinas, siendo la adherer.cia a la mucosa un prerequi-

2 i. Te ;'ara que ocurra colonización ( 5) . 

J:;s bioseroLioos de ETEC varian de una regién geográfica a 

o::ra (7,8). En los países en desa..."l'.'Ollo, estas bacterias han sido 

encontradas en un porcen::aje relativamente elevado en niños con dia 

l~f'ea aguda endérrica ( 9 , 10) . La. frecuencia de diarrea endérrica en 

a::Lil tos no ha sidc investigada sistenáticamente, más los datos 

e:<.ist,cT,T_es 3ugieren que ]:"1Jede ser bastante elevada ( 9). 

La. denominación E.cocherichia coli enteroinvasi va ( IT EC) es dada 

a ciertos colibacilos que invaden la mucosa intestinal humana 

ocasionando diarrea semejante a la causada por Shigella (11) y que 

son ca;::a.ces de provocar quera-to-conjuntivitis en el cobayo (prueba 

de Ser€ny). La. infección causada por los colibacilos invasores se 

localiza en el Íleo terrrinal del intestino grueso. La. bacteria pen~ 

tra a la célula epitelial y prolifera en su interior destruyéndola. 

El paciente puede presentar desde una diarrea leve a un síndrome 

disentérico grave. Aparenter:!2nte la infección se lirrita a la mucosa 

inTestinal (12). 

!-!.asta el DDmento poco se conoce sobre los factores que deter-­

~inan la invasividad de estas bacterias. Da::os recientes sugiel"'.n 

,|""¬|
R-'-2"

intestinal (U,5).

Las ETEC causan diarrea en.hunanos (niños y adultos), y en va¬

rias especies aninaies cono cerdos, bovinos y ovinos.

Inicialmente las ETEC se fijan al epitelio intestinal por me-~

iio de su factor de colonización para enseguida proliferar y produ-

cir su c sus toxinas, siendo la adherencia a la mucosa un prerecui-

sito para que ocurra colonisacién íéì.

01Los bioserctipos de ETEC varian de una regi n geográfica a

otra {7,E3. En los paises en desarrollo, estas bacterias han sido

encontradas en un porcentaje relativamente elevado en niños con dos

rrea aguda endémica (9,15). La frecuencia de diarrea endémica en

adultos no na sido investigada sistemáticamente, más los datos

existentes sugieren que puede ser bastante elevada (9).

La denominación šscneripbia coli enteroinvasiva ÉEIECJ es dada

a ciertos cclibacilos que invaden la mncosa intestinal humana

ocasionando diarrea semejante a la causada por Sbigella (11) y que

son capaces de provocar duerato-conjuntivitis en el cobayo (prueba

de Serenyì. La infeccidn cansada por los colibacilos invasores se

localiza en el ileo terminal del intestino grueso. La bacteria pene__,.a

tra a la célula epitelial v prolifera en su interior desttuyéndola.

El paciente puede presentar desde una diarrea leve a un sindrome

disentérico grave. Aparenterente la infeccién se lisdta a la mucosa

intestinal (12).

Hasta el momento poco se conoce sobre los factores que detere-

minan la invasividad de estas bacterias. üatos recientes sugieren



( 3) 

que la capacidad invasora es mediada por genes crorrosó'micos y por 

genes localizados en un plásmido semejantes a los descritos en las 

cepas de Shigella (13, 14) . 

La primera EI EC fué aislada de rracacos con diarrea ( 15 ) . f,a -

sido derrostrado que las infecciones por estos microorganisrros ?Ue-

den ser transmitidas por alillientos, agua o probablemente por cor:--

tacto directo (15). 

Otros estudios han demcstrado que los colibacilos invasores 

son rrás frecuentemente encontrados en niños rrayores y en adulc:Js 

(16). También se ha obse..rvado que algúnos bioserotipos ~ son rre.s co-

munes en ciertas areas geográficas (17). 

El término Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) ha sido 

utilizado para designar ciertos serotipos de E.coli asociados a 

diarrea infam:il, que no producen las enterotoxinas LT y ST y "tar'.",-

poco tienen la capacidad de invadir la JIBlcosa intestinal. Fue 

hasta 1940 que se estableció que estos gérmenes eran capaces de 

causar dia.""'I'ea en niños , especificamente en el primer año de vida 

(18). 

Las primeras evidencias de que las EPEC causaban diarrea tu--

vieron por base estudios epidemiológicos en los cuales fué demcs--

tracia la asociación entre ciertos serotipos y casos de diarrea, 

tanto epidémica corro esporádica ( 4) . Recientemente, surgieron du--

das sobre la pa.togenicidad de este grupo de bacterias (19), sin 

embargo la enteropa.togenicidad de varios serotipos fue confinrada 

por estudios experimentales en niños y en adultos voluntarios (20) 

(Bi

que la capacidad invasora es mediada por genes cromosdmicos v por

genes localizados en un plásmido semejantes a los descritos en ias

cepas de §hiEe¿la_(13,14ì.

La primera EEEC fué aislada de racaoos con diarrea (15). Ea -

sido demostrado que las infecciones por estos microorganisros pue-

den ser transmitidas por›alimentos, agua o probablemente por con--

tacto directo (15).

Otros estudios han denostrado que los colibacilos inrasores

son más frecuentemente encontrados en niños neyores v en adultos

(15). También se ha observado due algünos bioserotipos son más co-
.,munes en ciertas areas geogreiioas (IT).

El término Escherichia enteropatogénica (EEE 1* ha sido

utilizado para designar ciertos serotipos de E.coli asociados a

diarrea infantil, que no producen las enteroto:-:iras LT v ET 1; tan-

poco tienen la capacidad de invadir la mucosa intestinal. Fue

hasta 1940 que se establecié que estos gérmenes eran capaces de

causar diarrea en niños, especificamente en el pimer~año de vida

(ls).
Las primeras evidencias de que las EPEE causaban diarrea tu--

vieron por base estudios epidemiolégicos en los cuales fué daros-

trada la asociacion entre ciertos serotipos 1; casos de diarrea,

tanto epidémica coro esporádica (H). Recientemente, surgieron du-Ã

das sobre la patogenicidad de este grupo de bacterias (19), sin

errbargo la enteropatogenicidad de varios serotipos fue confirmada

por estudios experimentales en niños v en adultos voluntarios (2D)



(4) 

Se consi der a, en general, que las EPEC son cc:.cr: .':J.--::~::: ds C.i2 -­

rrea en niños menores de un ai'io . Si n erntargo se har, rE:gi :::"trado ca-­

s os epidémicos de diarrea causados por :=.:?EC '2rl :;er::c:-,¿s ::-,os-;,i "tali-­

zadas y en adultos nornales que ingieren ali.r;-.E:r::os c-::.r.ca-:-.:i;a•:ios 

(21). 

Fue verificado recierrterrente ~ue las E?E ·~ ;,uedsL ::::ol onizcr· -~ 

intestino grueso ( 2 2) . Es necesario !'€2.lizar ::-as e-oc :~cc:o ::cc.a C:ilu 

el grueso . 

l.a producción cie toxinas ¡x:ir algu.rias ce:-.as entero:::a.":~ ,- .':-.c.s e_¿ 

sido deITOs trada por el efecto de les scb:!'.tnaca:rtes de culcivcs 2ac ­

terianos en cultivos de tejidos (24) y en intes "Ci:-,os de anirales 

(25). E.'1 cultivos de tej idos, el efecto es de i:i:=o citoc:óxico , CY"G­

duciendo muerce celular. 

En 1983, Riley y colaboradores (26) publicaron los resultados 

de sus estudios sobre dos casos de colicis he..1T0rrágica que afecta-­

ron por lo menos a cuarenta y s i ete personas en Cregor. y '.1:ic:-.igar. 

en Estados Unidos los meses de Mayo y Junio de J.ó32 . La.s pri!«cipa-­

les características de esta colitis herrDrrágica fueren cólicos abdo 

mina les, severas diarreas acuosas , deposiciones sanguinolentas y 

f i ebre discreta o a usencia de ella . Las investigaciones epidemia 

lógicas revelan que los dos casos estaban relacionados con la inge§_ 

tión de hamburguesas adquiridas en una misma cadena de restaurantes. 

Un estudio bacteriológico de las heces, r<>..alizado durante los 

cuatro dÍas siguientes al inicio del cuadro clínico, ITDStK• ·:;.ue 

(M)

Se considera, en general, que las EPEC son causantes de dia -~

rrea en niños menores de un año. Sin embargo se han registrado ca--

sos epidémicos de diarrea causados por EPEC en personas nos;itali~~

zadas v en adultos normales due ingieren alirentcs contaminados

(21).

Fue verificado recienterente que las EPEC pueden colonizar el

intestino grueso (22). Es necesario realizar rás estudios para dilg

cidar si la diarrea afecta solamente el intestino delgado ; tesiién

el grueso.

la.produccién de toxinas por algunas cepas entercpatf: na: ha

sido demostrada por el efecto de los scbrenadantes de cultivos tac-

terianos en cultivos de tejidos (24) p en intestinos de animales

(25). En cultivos de tejidos, el efecto es de tipo citotdxico, pro*

duciendo muerte celular.

En 1983, Riley y colaboradores (25) publicaron los resultados

de sus estudios sobre dos casos de colitis hemorrâgica cue afectae-

ron por lo menos a cuarenta y siete personas en Oregon v Hichigan

en Estados Unidos los meses de Mayo y Junio de 1952. Las principae-

les caracteristicas de esta colitis hemorrágica fueron cdlicos abdo

ndnales, severas diarreas acuosas, deposiciones sanguinolentas v

fiebre discreta o ausencia d ella. Las investigaciones epidemia «-

ldgicas revelan que los dos casos estaban relacionados con la ingeg

tidn de hamburguesas adquiridas en una misma cadena de restaurantes

Un estudio bacteriolégico de las heces, realizado durante los

cuatro dias siguientes al inicio del cuadro clinico, rostrd que
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;¡ueve de dcce J=G.Cientes eran portadores de un serotipo raro de 

:::.coli 01S7:H7 el cual fue ta.wién responsable de un caso de coli--

":is :·,e.r:orrágica, descrito por Lior y Gill ( 27) en Canada. La E .coli 

S157:~7 aislada par€ce provenir Tc..mbién de la ingesTión ce una 

HasTa el rrorrBnTo, ;¡o son claros los factores de virulencia de 

Eªc-:)li 0157 :H7, resp::;r . .s.a..bles de las ~a.ri.festaciones de colitis he~ 

".C'isi.ca, sin errbargo se sabe, en concreto, que la rrayoría de las 

c2:--2s de esta. :;acteria producen ur.a ci totoxina llarrada verutoxina 

la cual fué descriTa ;_x:ir.<onowalchuck y colaboradores en 1977, ellos 

reporTari la preserlcia de una c:oJG.n¿ en las ce;:as de ~. coli, di feren-

ce a las conocidas, ST y LT ,~11e causan efecto ci top3.tico en cultivos 

__ csL.llas Vero (23,28). 

'.---2 ?QSibilida.-=:: de que exista otf'la toxina difererrte a ST } L'r 

que esc:e involucra.dra con la ¡::atogeni.cidad de E.coli 0157 :H7 t2JT1bién 

es sugerida por Johnson y colaboradores en 1983 (30). 

K arr;-ali y colaboradores, estudiando pacientes con síndrome 

urér.ico herrolí tico ( 29) de.'JDstraron que las cepas involucradas pre--

ducian actividad citotóxica en células Vero. Posteriormente 

O'Brien y colaboradores reportan que esta citotoxina puede ser 

neutralizada por antisuerc preparado frente a toxina Shiga purifica-

da.(55). 

O 'Brien y colaboradores en 1983 purifican la toxina de E.coli 

933(0157:H7) la cual muestra una acti,;idad biológica similar a la 

toxina de Shigella dvsenteriae tipo 1 ( Shiga) arrbas toxinas son 

(El

nueve de doce pacientes eran portadores de un serotipo raro de

E.coli ül5?:H? el cual fue también responsable de un caso de coli--

tis nemorrágica, descrito por Lior v Gill (2?) en Canada. La E.coli
:__" "1.-1 ' *A f'I¦_¬.\ 1|.J
J -¬± za? ais_aaa parece provenir también oe la ingestion de una

barturguesa contaminada.

Hasta el rocento, no son claros los factores de virulencia de

É.coli ü15T:HÍ, responsables de las ranifestaoiones de colitis beso

rrégica, sin embargo se sabe, en concreto, que la mayoria de las

cepas de est-a bacteria producen una citotoxina llamada verotoxina

la cual fué descrita por.{onowalcnuck v colaboradores en lsïl, ellos

reportan la presencia de una toxina en las cepas de §.coli, diferen-

te a las conocidas, ST v LT que causan efecto citopático en cultivos

ie células ïero-(23,2Bì.

La posibilidad de que exista otra toxina diferente a ET 3 UT

que este involucradra con la patogenicidad de E.col.i ül5T:I-ii' también

es sugerida por Johnson 1; colaboradores en 1933 (303.

Karrali v colaboradores, estudiando pacientes con sindrome

urémico hencditico (223 demostraron que las cepas involucradas prof*

ducian actividad citotéodoa en células lfero. Posteriormente

ülbrien v colaboradores reportan que esta citotoxina puede ser

neutralizada por antisuero preparado frente a toxina Ehiga purifica~

da {55).

U'Brien v colaboradores en 1983 purifican la toxina de E.coli

å33{ü15?:H?} la cual muestra una actividad bioldgica similar a la

toxina de Snigella dvsenpepiae tipo 1 tãhigal ambas toxinas son



(6) 

, . 
tma.cas para lineas celulares in vitro, ocasionan par.fiisis y muer-

te en ratón, y son enterotÓxicas en segmentos ileales de conejos 

(31). Ellos lograron la purificación utilizando algunos procedi.'!Úen 

tos previamente reportados para la toxina purificada de la cepa 

E.coli 026 (H30) (30,31,32). 

La producción de elevados niveles de citotoxina en algurias 

cepas de E.coli es actualmente asociada con un bacterio"fago tempe--

rado (31). 

E.coli H19 fue la causante de una epidémia de diarrea infar;til 

en la Gran Bretaña, no es invasiva y no produce em:erotoxinas ST y 

LT (32), pero produce grandes cantidades de citotoxina parecida a 

la toxina de Shigella dysenteriae l(Shiga-like) (23,33). 

Scotland y colaboradores en 1983 describen la presencia de Ufl.a 

toxina codificada por un bacteriofago en la cepa H19 de E.coli 

(Serogrupo 026). Adenás observaron que al cultivar esta cepa con--

juntamente con una cepa de E.coli K-12, se transfiere la toxigeni-

cidad (33). 

Trabajando con esta misJra cepa Smitl-¡ y colaboradores aislaron 

dos fagos diferentes que ccx:lifican para la producción de citotoxina 

(fago H19A y fago H19B), que son liberados espontáneamente por la 

E.coli H19. También aislaron otros fagos que, codifican para la 

producción de citotoxina en otras cepas de E.coli (34). 

O'Brien y colaboradores en 1984 reportan que la cepa 0157:H7 

(933) de E.coli; es causante de diarrea herrorra'gica y produce 

grandes cantidades de toxina tipo-Shiga, también encontraron que 

(E)

tóxicas para lineas celulares in vitro, ocasionan parálisis y muer-

te en ratón, y son enterotóxicas en segmentos ileales de conejos

(31). Ellos lograron la purificación utilizando algunos procedimiep_

tos previamnte reportados para la toxina.purificada de la cepa

E;coli 026 (H30) (3U,31¬32).

La producción de elevados niveles de citotoxina en algunas

cepas de §¿Eoli_es actualmente asociada con un bacteridfago tempe~~

rado (31).

§¿gpli_H19 fue la causante de una epidémia de diarrea infantil

en la Gran Bretaña, no es invasiva y no produce entenotoxinas Sl y

LT (32), pero poduce grandes cantidades de citotoxina parecida a

la toxina de Shigella.dysepteriae l{Shiga-like) (23,33).

Scotland y colaboradores en 1983 describen la presencia de una

toxina codificada por un bacteriofago en la cepa H19 de §¿opli

(Serogrupo 026). Además observaron que al cultivar esta cepa cons-

juntamente con una cepa de §¿pplg_K-12, se transfiere la tcxigeni-

cidad (33).

Trabajando con esta ndsma cepa Smith y colaboradores aislaron

dos fagos diferentes que oodifican para la producción de citotoxina

(fago HISA y fago H19B), que son liberados espontáneamente por la

§¿ppli_H19. También aislaron otros fagos que oodifican para la

producción de citotoxina en otros cepas de §¿ppli_(3a), u

0”Brien y colaboradores en 1984 reportan que la cepa 0157:H?

(933) de §¿poli¿ es causante de.diarrea.henorrdgica y produce

grandes cantidades de toxina tipo~Sbiga= también sflüüfifffiffifi QPÉ
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alberga dos fagos diferentes des;l:gnados 933J y 933W,,36). 

En este misrro trabajo presentan su rrorfolog.fa, bioquír:cica y 

evidencias genéticas de que el fago 933J de la cepa 93= esta ínt~ 

!'lente relacionado con el fago H19A, lo que parece indicar que exis­

ten en la naturaleza una familia de toxinas codificadas por bacteria 

fagos en cepas de .!;_coli ( 3 6 ) , La ci totoxina producida en grandes 

cantidades por E.coli K-12 lisogenizadas con el fago 933J es neutra­

lizada por el antisuero contra toxina Shiga ( 36) . 

Newland y colaboradores en 1985 clonaron el DNA del fago 933J 

que codifica para los genes estructurales de esta toxina encontran­

do que existe una homlogía con el DNA de Shigel~~ 9)'senteriae 

tipo : y ?1igella flexn~; e 37). 

Strockbine y colaboradores en 1986 demstraron que la citotoxi 

na producida por E.coli K-12 (933W) no es neutralizada por anti 

toxina Shiga. Aderrás al determinar la homlogía de los genes estru_c_ 

turales de 933J y 933W y la especificidad antígenica de ambas 

toxinas, encontraron que estas citotoxinas codificadas por los 

fagos 933J y 933W estan genéticamente relacionadas pero son antigé­

nicamente distintas con una actividad biol6gica similar; proponen 

para estas citotoxinas los nombres de Shiga-like I y Shiga~li.~e rr; 

asociandolas con síndrome diarreico, colitis herrorragica y síndrome 

urérnico herrolítico (38), 

[?)

alberga dos fagos diferentes designados 933J y 933W.(36).

En este misrro trabajo presentan su rorfología, I:›ioqu'_ï'11'ica y

evidencias genéticas de que el fago 933J de la cepa 932 esta Ínt:í.m_a_

mente relacionado con el fago Hläa, lo que parece indicar-que exis-

ten en la naturaleza una familia de toxinas codificadas por bacterio_

fagos en cepas de §¿coii (35). La citotoxina producida en grandes

cantidades por §_._c_n§1{-12 lisogenizadas con el fago 933J es neutra-

lizada por el antisuero contra toxina Shiga (36).

Hewland y colaboradores en 1585 clonaron el DNA del fago 933J

que codifica para los genes estructurales de esta toxina encontran-

do que existe una homología con el DNA de $bige1}a_dysenteriae

tipo 1 y §nige}la_f1exnerì_{3?1.

Strockbine y colaboradores en 1935 dencstreron que la citotoxi

na producida por §¿c§ìi_K-12 (SEBNÉ no es neutralizada por anti --

toxina Shiga. Además al deterrrdnar la honología de los genes estruc_

turales de 933J y 933W y la especificidad antígenica de ambas

toxinas, encontraron que estas citotoxinas codificadas por los

fagcs 933J y 933W estan genëticamente relacionadas pero son antigê-

nicamente distintas con una actividad biologica similar; proponen

para estas citotoxinas los nombres de Shiga-like I y Shigarlike II;

asociandolas con síndrome diarreico, colitis hemorrâgica y síndrome

urëmdco henolítico (38).
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B.-) GDJEPALIDADES DE BACTERIOF.fl.GOS. 

LDs virus, han sido descrit:os con toda propiedad co= esCT'ucc~ 

ras situadas en el '\unbral de la vida", son partículas corrpuesc:as 

princi palment:e por ácido nucleico y cierto número de sur.;,urC::.dades de 

proc:eínas específicas ( 39) . LDs virus pueden agruparse cerrt:ro de 

tres principales clases de acuerdo a la naniraleza de sus hospede--

ros: 

Clase I .- Virus de Anirrales. 

Clase II .-Virus de Plant:as. 

Clase III .-Virus de bacterias (40). 

En esta sección dirigireJTDs toda nuestra atención a los virus 

bacL:erianos, también llamados bacteriófagos (41). 

LDs virus bacterianos fueron descubiertos durante la primera 

guerra m.mdial por el francés F.d'Herelle quién les dió el nombre 

de bacteriófagos (comedores de bacterias). 

Delbruck se dió cuenta de que estos entes pequeñísirros que se 

multiplicaban dando origen a progenies idénticas, podrían ser uc:ili 

zados corro rraterial experimental para estudiar el proble:rra. de la 

replicación de los genes y en 1938 inició los primeros experimentos 

con bacteriófagos. En 1940 se sabía ya que los fagos estaban cons-­

tituidos exclusivamente por proteínas y DNA. Las primeras micrcgr~ 

flas electrónicas obtenidas de ellos rrostraban que consist.lan de 

una cabeza y una cola forrrB.das de proteínas y que dentro de la pr~ 

mera se encontraba empacado el DNfl. (41,42,43,44,45). 

id)

B.~) GENERALIDADES DE BHCTEEÍUFHEOS.

Los virus, nan sido descritos con toda propiedad coro estructu

ras situadas en el "umbral de la vida", son particulas compuestas

principalmente por ácido nucleico v cierto número de suounidades de

proteinas especificas (39). Los virus pueden agruparse dentro de

tres principales clases de acuerdo a la naturaleza de sus hospede--

ros:

Clase I.~ Virus de Animales.

Clase II.-Virus de Plantas.

Clase III.-Virus de bacterias (sd).

En esta sección dirigdrenos toda nuestra atención a los virus

becterianos, también llamados bacteridfagos (U1).

bos virus bacterianos fueron descubiertos durante la primera

guerra mundial por el franês F.d*Herelle quien les did el nombre

de bacteridfagos (comedores de bacterias).

Delbrucx se did cuenta de que estos entes pequeñisimos que se

mltiplicaban dano origen a progenies idénticas, podrian ser utili

sados como material experimental para estudiar el problema de la

replicación de los genes y en 1938 inicid los primeros experimentos

con bacteridfagos. En 1940 se sabia ya que los fagos estaban cons--

tituidos exclusivamente por proteínas y DNA. Las primeras microgna

fias electrónicas obtenidas de ellos mostraban que consistian de

una cabeza y una cola forsedas de proteinas y que dentro de la pri

mera se enontrsba empacado el Dfls (H1,s2,U3,H#,H53.
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En la actualidad el t~rmino bacteriÓfagq es dado para los vi­

rus que se replican en cualquier bacteria y que son inc,:>.~.aces de 

multiplicarse en ausencia de un hospedero sensible ( 'T'S) . 

I-Ds colifagos son bacteriofagos cuyo único hospedero es 

Escherichia coli ( 54). La complejidad de los bacteriofagos varía 

gradua..1".lente, en proporción a]_ tarrBfio de sus genoJJBS ( 3 9 )Tabla # 1. 

La cabeza de el fago puede presentar tanto DNA coIID RNA capaz de 

replicarse wúcamente en presencia de una oacteria hospedera. Las 

proteínas de la cubierta actúan rrás o rrenos corro un vehículo pasivo 

de transporte de el JJk3.terial genético del virus (47). 

LDs bacteriófagos fueron clasificados de acuerdo con la forrrB 

de interaccionar con la bacteria huésped y de esta ffi3.Dera se divi­

den en dos grandes grupos : 

a.-)BacTeriÓfagos virulentos. 

b.-)BacteriÓfagos temperados (54). 

LDs bacteriófagos virulentos se caracterizan porque invaria-­

blemente lisan a la bacteria que infectan y no existe otra alte~ 

tiva que seguir lo que se ha denominado corro ciclo lítico o vege-­

tativo, _¡;or lo cual también se le conoce corro fagos líticos 

(Figura# 1). 

A diferencia de estos; los bacteriófagos temperados tienen 

dos alternativas a seguir: a) Siguen el ciclo lítico a serrejanza 

de los bacteriófagos virulentos ó b) Se establece una asociación 

"semipermanente" entre el crcrmsoJJB de el fago y el hospedero, de 

m::x:lo que sierrpre, que se replica el crorrosooa bacteriano se repl~ 

Eåì

En la actualidad el termino bacteridfagn es dado para los vi-

rus que se replican en cualquier bacteria y que son incapaces de

multiplicarse en ausencia de un hospedero sensible (ad).

nos colifagos son bacteriofagos cuyo dnico hospedero es

Escherichia coli (54). La complejidad de los bacteriofagos varia

graduabuente, en proporcidn al taneño de sus genomas (39)Tabla # 1.

la cabesa de el fago puede presentar tanto DNA cono RNA capas de

replicarse unicamente en presencia de una oacteria hospedera. Las

proteinas de la cubierta actúan más o menos como un vehiculo pasivo

de transporte de el material genético del virus (U7).

bos bacteridfagos fueron.c1asificados de acuerdo con la forna

de interaccionar con le bacteria huésped y de esta manera se divi-

den en dos grandes grupos:

a.-ìdacteridfagos virulentos.

b.-ìflacteridfagcs temperados (Esl-

Los bacteridfagps virulentos se caracterizan porque invarias-

blemente lisan a la bacteria que infectan y no existe otra alterma

tiva que seguir lo que se na denominado como ciclo litico o vega»-

tativo, por lo cual también se le conoce cono fagps liticos

(Figura # 1).

A diferencia de estos; los bacterišfagos temperados tienen

dos alternativas a seguir: al Siguen el ciclo litico a semejanza

de los bacteridfagos virulentos d bi Se establece una asooiaoiön

"semipersanente" entre el crososore.de el fago y el hospedero, de

modo que siempre, que se replica el cromosoma bacteriano se repli_
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F¡Jmà ¿____`___I____':__

1_ü____“_¡_H
_"___

____J_u___"_¡__`___'____ä_____ fi
L_ añ____

1:,-__.¶_'
______'__~

ifii_¿_:_H

_H|__¡I!II-'_

__



(12) 

Figura # 1. Ciclo lítico: Primero se produce el reconoci­

miento entre el fago y la bacteria suscepti-­

ble, el ácido nucleico viral es inyecTado al 

interior de la bacteria, donde puede multipli 

carse, y al producirse protejnas virales por 

la expresión de los genes del fago se inte -­

gran nuevas partículas de virus que provocan 

la lisis de la célula hu~sped. 

Torrado de Gene Function. 

Robert. E . Glass. 

Figura # 1

(121

Ciclo litico: Primero se produce el reconoci-

miento entre el fago v la bacteria suscepti-~

ble, el ácido nucleico viral es inyectado al

interior de la bacteria, donde puede multipli

carse, y al producirse proteinas virales por

la expresidn de los genes del fago se inte --

gran nuevas particulas de virus que provocan

la lisis de la célula huésped.

Tomado de Gene Fuction

Robert. E .. Glass.
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ca tarnbign el cromosoma f&gico, Al genoma del fago se le 

llama entonces !'Profago 11 y permanece asociado al c".'omoso,.. 

ma bacteriano 6 insertado a @1 (Figura# 2a y 2b), y a 

la bacteria se le conoce como bacteria l±sog~nica. 

Las células lisogénicas difieren de las células sen 

sibles en dos aspectos importantess 

1.- Son inmunes a la superinfecci6n 11tica por el mismo 

bacteri6fago o por otros que esten intimamente rela­

cionados con el. 

2.- Las bacterias lisogénicas liberan fagos al medio en 

forma espontanea; caracteristica que es heredable(44), 

Los virus bact ,ianos pueden ser incluidos en grupos 

pequeños de acuerdo a sus características morfol6gicas, 

la naturaleza y tamaño del material genético y la depen~ 

dencia sobre el hospedero (48,49,50,51), 

a.-) MORFOLOGIA¡ Los bacteri5fagos pueden presentar una 

capside con estructura icosah~drica, aparentemente poli­

hé~rica, tienen tamaño variado,hay fagos con DNA largo 

que tienen una cola larga y angosta la cual puede ser o 

no coni~actil, existen otros que tienen cola corta pre 7 -

sentando un DNA circular o una cadena de RNA lineal, los 

hay con DNA pequeño con cola parecida a perno, tambi~n 

los hay filamentosos que contienen RNA dando la aparfen7 

cia de no tener cabeza, pueden existir modificaciones en 

[131

ca también el cromosoma fâgico. Al genoma del fago se le

llama entonces"Profago" y permanece asociado al cromosos

ma bacteriano ô insertado a Él (Figura # 2a y 2b}, y a

¡_..| I-la U1la bacteria se le conoce como bacteria ogãnica.

J I I Il ILas celulas lisogénicas difieren de las celulas sen

sibles en dos aspectos importantes:

1.- Son inmunes a la superinfeccidn lítica por el mismo

bacteridfago o por otros que estén intimamente rela~

cicnados con ël.

2.- Las bacterias lisogënicas liberan fagos al medio en

forma espontanea; caracteristica que es beredablefflfll

Los virus bactfrianos pueden ser incluidos en grupos

pequeños de acuerdo a sus caracteristicas morfológicas,

la naturaleza y tamaño del material genético y la depens

dencia sobre el hospedero (sd,s9,5U,5l}.

a.-1 HDRFOLOGIAI Los bacteriôfagos pueden presentar una

cäpside con estructura icosahedrica, aparentemente poli-

hédrica, tienen tamaño variado,hav fagos con DNA largo

que tienen una cola larga v angosta la cual puede ser o

no contoactil, existen otros que tienen cola corta pre¬~

sentando un DNA circular o una cadena de RNA lineal, los

hay con DNA pequeño con cola parecida a perno, también

los hay filamentosos que contienen RNA dando la aparien¬

cia de no tener cabeza, pueden existir modificaciones en
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Figura # 2a. Ciclo lisogénico: Los primeros pasos son s~­

milares a los del ciclo lícico, diferencián­

dose en que el gen6ma viral en lugar de mul­

tiplicarse independientemente se integra al 

cromosoma bacteriano perpetuandose asi con 

la división celular. 

ToITBdo de Gene Function. 

Robert. E . Glass. 

(15)

Figura # 2a. Ciclo lisogénico: Los primeros pasos son si-

milares a los del ciclo lírico, diferencian-

dose en que el gendma viral en lugar de mul-

tiplicarse independientemente se integra al

cromosoma bacteriano perpetuandose asi con

la divisidn celular.

Tomado de Gene Function.

Robert. E . Glass.
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Figura # 2b. Ciclo de vida de un bacteri6fago temperado· 

Los fagos temperados al infectar una bacte-

ria generalmente establecen lisogenia, pero 

puede~ __ trar a fases de ciclo lítico a tra 

v~s de un mecanismo de inducci6n que permi-

te la multiplicaci6n del genoma viral. 

ToITBdo de Gene F\irc;:ion. 

Robert. E. Glass. 

..-'-¬ 'F-f *-J -..-
-1'!

Figura # 2b. Ciclo de vida de un bacteridfago temperadof

Los fagos temperados al infectar una bacte-

ria generalmente establecen lisogenia, pero

pueder . trar a fases de ciclo litico a tra

ves de un mecanismo de inducción que permi-

te la multiplicación del genoma viral.

Tbnado de Gene Function.

Robert. E. Glass.
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las fibras de la cola Cf.1nos apend.1ce& pr>ote1nicos) ' IIDPQ~ 

tantes para determinar el rango del hos~edero. 

Como se puede observar en la tabla # 1 y Figura fi 3 

los virus varian considerablemente en forma, tamaño y 

composici6n química. 

b.-) EL GENOMA VIRAL: Los bacteriófagos presentan difere~ 

cias en cuanto al tipo de gcido nucleico (DNA 6 RNA) que 

contienen y el tamaño del mismo; pero hay correlación en~ 

tre el tamaño del genoma y el grupo al que pertenecen; 

por ejemplo los siete fagos virulentos conocidos como la 

serie T (T1 -T~ l ;se agrupan de la siguiente manera 

Los T pares CTl.., T'I y T4 ), los cuales son muy simila­

res tanto en sus propiedades serol6gicas como en su cons­

titución genética y son caracterizados por dos aspectos 

importantes¡ 1,-) Su desarrollo intracelular es indepen-­

~iente de la integridad del cromosoma bacteriano y por 

lo cual han sido denominados como virulentos aut~nomos y 

2,-) El DNA contiene 5 hidroxi-metil-citosina en lugar 

de citosina, El fago T5 se asemeja a los T pares en ser 

virulento autónomo, pero retiene citosina en su DNA. 

Los bacteridfagos T1 T3 y ~ , por otro lado no es7 

tan relacionados ni seroldgica ni gen~ticamente a los T 

pares, contienen citosina en su DNA y demandan para su 

desarrollo que el cromosoma de la bacteria se encuentre 

(181

las fibras de la cola Lfinos apendices proteinicosl-impop

tantes para determinar el rango del hospedero,

Como se puede observar en la tabla # 1 p Figura i 3

los virus varian considerablemente en forma, tamaño p

composición química.

b.-l EL GENUMa ïIRAL¦ Los bacteriófagos presentan diferen

cias en cuanto al tipo de acido nucleico ÉDNH d RHAJ que

contienen v el tamaño del mismo; pero hay correlación en-

tre el tamaño del genoma v el grupo al que pertenecen;

por ejemplo los siete fagos virulentos conocidos como la

serie T (T,-T; 1 ;se agrupan de la siguiente manera

Los T pares {T¿, T§v'T¿}, los cuales son muv simila-

res tanto en sus propiedades seroldgicas como en su cons-

titución genética v son caracterizados por dos aspectos

importantes: 1.-) Su desarrollo intracelular es indepen--

diente de la integridad del cromosoma bacteriano v por

lo cual han sido denominados como virulentos autónomos 3

2.-) El DNA contiene 5 hidroxi-metil-citosina en lugar

de citosina. El fago Tg se asemeja a los T pares en ser

virulento autónomo, pero retiene citosina en su DNH.

bacteridfagos T, T3 v T; , por otro lado no es-El-I-dCl U]

tan relacionados ni seroldgica ni genéticamente a los T

pares, contienen citosina en su Dfla v demandan para su

desarrollo que el cromosoma de la bacteria se encuentre
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intacto, por lo que son denominados virulentos dependie~ 

tes. 

Existen grupos de fagos filamentosos con DNA circu­

lar, virus con RNA semiesfár±-co (MS2, f2, R17)_, ambos gr~ 

pos son semejantes con respecto al tamaño de el genoma 

del virus. Los hay también muy pequeños con mrA circular 

(46, 47, 51). 

En la tabla fl2 se muestran algunos fagos pertene -

cientes a los diferentes grupos anteriormente mencionad8s. 

c.-) INFECCION VIRAL: La infecci6n del fago ocurre en 

tres principales etapas: 

1.-) Colisión. 

2.-) Adsorción. 

3 ,,.. ) Inyección. 

La primera etapa de infección es un choque al azar 

entre el fago y la bacteria que es lo que se llama coli-

sión. 

La adsorción ocurre normalmente en la superficie 

celular, existiendo especificidad de reconocimiento en 

cuanto a receptores del fago y la bacteria . 

Los metales iónicos, particularmente los cationes 

divalentes, son requeridos para que el fago se sujete 

eficientemente, también existen los lipopólisacé1ridos -'" 

implicados como sustancias receptoras (48), Cabe mencio-

nar que la adsorción es irreversible. 

(EU)

intacto, por lo que son denominados virulentos dependien

tes.

Existen grupos de fagos filamentosos con sde circu-

lar,virus con Rfla semiesfdrico (M52, F2, Rlll, ambos grp

pos son semejantes con respecto al tamaño de el genoma

del virus. Los hay también muy pequeños con DHH circular

(HE, H?, 51).

En la tabla #2 se muestran algunos fagos pertene -

cientes a los diferentes grupos anteriormente mencionados

e.-J Isrscciox visit.: La infeeei-:in asi fe-.ga sueles en
tres principales etapas:

1.-l Colisidn.

2.-1 adsorción.

3,-l Inveccidn.

La primera etapa de infección es un choque al azar

entre el fago v la bacteria que es lo que se llama coli-

sión.

La adsorción ocurre normalmente en la superficie

celular, existiendo especificidad de reconocimiento en

cuanto a receptores del fago y la bacteria.

Los metales iónicos, particularmente los cationes

divalentes, son requeridos para que el fago se sujeta

eficientemente, también existen los lipopolisacaridos -f

implicados como sustancias receptoras (HE), Cabe mencio-

nar que la adsorción es irreversible.



Tabla NQ 2 

ANATOMIA COMPARADA DE FAGOS 

Caracterj:¡tl!<i!s ~el Vj!l!§ Genoma Viral 

Fago Clase Ciclo lnfectivo Cabeza Cola Ta~ño Forma TerminaciÓn 
morfologia Tamañolnml (nml Kb) 

A Lamboide Temperado lsometrica 60 135x 15 48.6 Lineal Cohesivo e 1lnucl• 

p 1 - Temperado lsometrica 65 15Qx12 91.s Lineal Redonda; permutada 

p 2 - Temperado lsometrica 60 135x10 33 Lineal Cohesivo' 19nucl• 

,,.. u.. - Temperado lsometrica 54 1oox1a 38 Lineal Secuencia de ho•P! 
deros heterogeneos 

T4 T par Virulento Anisometrica 8Qx11Q 98x20 166 Lineal Red onda; permutada 

T 7 T impar~ Virulento lsometrica 58 20x19 40 Lineal Redonda (160bp) 

-X174 lsometrica Virulento lsometrica 25 - 5.4 Circular 

M 13 Filamentosa 8 Virulento - - 90Qx9 6.4 Circular 

MS-2 RNA fago 8 Virulento lsometrlca 26 - 3.6 Lineal1 RNA 
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En cuanto a la inyecci6n del DNA, la cola del bacteri~ 

fago parece una jeringuilla hipod~rmica provista de un 

resorte; posee una vaina contráctil que rodea "'- un conducto 

central por el cual el DNA es inyectado a la celula hu~sped 

( Figura # 4 ) . 

d.-) CINETICA DE PRODUCCION INTRACELULAR DE FAGOS: 

En cuanto a la cin~tica de producci6n intracelular de 

fagos se puede observar que despu~s de la adsorción del 

fago, existe un periodo de eclipse que abarca cerca de la 

mitad de la vida media de la bacteria infectada donde no 

ocurre la lisis y no existen partÍculas infectivas de fa-­

gos dentro de la c~lula. 

Por lo tanto, el periodo de eclipse (perdida transito 

ria de la infectividad) es el tiempo requerido para que se 

lleve a cabo la síntesis de DNA d RNA del fago (54). 

Por otro lado, el periodo de latencia es el tiempo 

requerido desde la infección hasta la maduraci6n de los 

fagos y su liberaci6n de la bacteria infectada, esto por 

consiguiente incluye el período para que el fago produzca 

la endolisina necesaria para la lisis desde adentro de la 

bacteria (54). En la Figura #5 se pueden observar claramen 

te las dos etapas mencionadas anteriormente. 

e.-) MORFOGENESIS: Se aplica el nombre de morfog~nesis a 

un grupo de procesos por medio de los cuales los organis-~ 
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En cuanto a la inyeccidn del DNA, la cola del bacteriå

fago parece una jeringuilla hipodërmica provista de un

resorte; posee una vaina contráctil que rodea a un conducto

central por el cual el Dfla es inyectado a la celula huésped

(Figura # H).

d.-1 CINETICH DE PRDDUCCIUN INTRACELULAR DE FàGü5I

En cuanto a la cinética de produccion intracelular de

fagos se puede observar que despues de la adsorción del

fago, existe un periodo de eclipse que abarca cerca de la

mitad de la vida media de la bacteria infectada donde no

ocurre la lisis y no existen particulas infectivas de fa»-

gos dentro de la celula.

Por lo tanto, el periodo de eclipse iperdida transito

ria de 1a infectiuidadì es el tiempo requerido para que se

lleve a cabo la sintesis de DNH d Rfle del fago (Eu).

Por otro lado, el período de latencia es el tiempo

requerido desde la infección hasta la maduracidn de los

fagos 3 su liberación de la bacteria infectada, esto por

consiguiente incluye el periodo para que el fego produzca

la endolisina necesaria para la lisis desde adentro de la

bacteria (SH). En la Figura #5 se pueden observar claramen

te las dos etapas mencionadas anteriormente.

e.-1 HÚRFUGEMESIS Se aplica el nombre de morfogénesis a

un grupo de procesos por medio de los cuales los organis-P
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Figura #5. Cinética intracelular de un fago. 

Para estudiar el comportamiento de un fago se reali­

zan experinentos llamados de"un paso". Para ello, se in-­

fectan bacterias susceptibles con el fago en estudio, des 

pués de permitir la adsorción se eliminan, en general por 

dilución, el exceso de fagos que no hayan sido adsorbidos 

en ese "paso"; determinando entonces los tiempos en los 

cuales se producen fagos progenie. 

La curva punteada marcada como lisis desde afuera, 

indica el número de partículas virales encontradas al tra 

tar las bacterias con un agente como cloroformo (o sea 

inducir la lisis excernamente); la línea continua es la 

determinación de fagos en el sobrenadante del cultivo. 

Torrado de Gene Function. 

Rooert. E. Glass. 
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Figura #5. Cinética intracelular de un fago.

Para estudiar el comportamiento de un fago se reali-

zan experimentos llamados de"un paso". Para ello, se in--

fectan bacterias susceptibles con el fago en estudio, des

pues de permitir la adsorción se eliminan, en general por

dilucidn, el exceso de fagos que no hayan sido afimrbnkm

en ese "paso", determinando entonces los tiempos en los

cuales se producen fagos progenie.

La curya punteada marcada como lisis desde afuera,

indica el número de particulas yirales encontradas al tra

tar las bacterias con un agente como cloroformo Co sea

inducir la lisis enternamenteìg la linea continua es la

determinación de fagos en el sobrenadante del cultivo.

Tomado de Gene Function

Rooert. E. Glass.
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mos vivos crecen y se desarrollan en el espacio y en el 

tiempo, obedeciendo a una programación gen~tica. 

El proceso de morfogénesis del fago (maduraci6n) es 

considerado un problema Físico-químico acerca del cual 

poco es conocido. Wood y Edgard (52) construyeron el mapa 

de los distintos genes del virus en la célula huesped de 

Escherichia coli. 

La morfogénesis de bacteri6fagos es un proceso alta.-

mente organizado en el cual tanto los genes bacterianos 

como de los fagos actúan secuencialmente y en puntos pre-

cisos en el camino para el ensamblaje. (48). 

f.-) INTEGRACION DEL PROFAGO: En 1962, Allan Campbell pro 

puso un elegante modelo para explicar la inserción del 

profago dentro del cromosoma bacteriano; o en forma más 

general, la inserción de los episomas dentro de los cromo 

somas. De acuerdo a este modelo, el profago se integra 

por un evento de recombinación recíproca que ocurre entre 

un sitio especial de adosamiento sobre el cromosoma circu 

lar del fago ( att~) y el sitio correspondiente sobre el 

cromosoma circular bacteriano ( attl ); el resultado es 

que el DNA del fago se inserta dentro de la continuidad 

del cromosoma bacteriano, Figura #5; la escisión del pro~ 

fago puede presentarse corno un proceso exactamente inver-

so. Una característica esencial de este modelo, es que el 
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mos vivos crecen y se desarrollan en el espacio y en el

tiempo, obedeciendo a una programacidn genética.

El proceso de morfogênesis del fago Emaduracidnl es

considerado un problema Fisico-quimico acerca del cual

poco es conocido. Wood y Edgard (52) construyeron el mapa

de los distintos genes del virus en la celula buesped de

Escherichia coli.

La morfogënesis de bacteridfagos es un proceso alta-

mente organiaado en el cual tanto los genes bacterianos

como de los fagos actüan secuencialmente y en puntos pre-

cisos en el camino para el ensamblaje.{u$)_

f.-J INTEGRACION DEL PRGFAGU: En 1952, allan Campbell pro

puso un elegante modelo para explicar la insercidn del

profago dentro del cromosoma bacteriano; o en forma más

general, la insercidn de los episomas dentro de los cromo

somas. De acuerdo a este modelo, el profago se integra

por un evento de recombinaeidn recíproca que ocurre entre

un sitio especial de adosamiento sobre el cromosoma circp

lar del fago ( attfì y el sitio correspondiente sobre el

cromosoma circular bacteriano É attilg el resultado es

que el DNA del fago se inserta dentro de la continuidad

del cromosoma bacteriano, Figura #5; la escisión del pro-

fago puede presentarse como un proceso exactamente inver+

so. Una caracteristica esencial de este modelo, es que el
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Figura # 6. Lisogenización; la integración de A dentro del 

cromosoma de É'..,col_~, al penetrar en la célula 

bacteriana, el cromosoma de A se circular iza y 

y la integración tiene lugar como resultado 

de un solo encrecruzamiento entre sitios espe 

cfficos :J.e los cromosomas del fago y la bacte 

ria Cate:• y att1 , respectivamente). Cada uno 

de estos sitios parece ser una estructura do 

ble, representada por P y P~en el cromosoma 

del fago y B y B~en el cromosoma bacteriano, 

y el evento de recombinación existente se 

presenta entre estos dos pares de sitios. 

Notese que después de la integración el 

orden de los genes, a lo largo del profago, 

es diferente del orden en el fago vegetativo 

infectante y que la recombinación produce dos 

nuevos pares h{bridos de sitios de adosamien 

to, La escisión del profago se lleva a cabo 

por el proceso inverso. Torrado de Srrith- '!:.e:ry. 

'.;enética. 

iaura
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Lisogenitacidn; la integracidn del.dentro del

cromosoma de Éfppli, al penetrar en la célula

bacteriana, el cromosoma de1.se circulariza y

y la integracidn tiene lugar como resultado

de un solo entrecruzamiento entre sitios espe

cíiicos de los cromosomas del fago y la bacte

ria íattf y att* , respectivamente). Cada uno

de estos sitios parece ser una estructura do

ble, representada por P y P'en el cromosoma

del fago y B y B'en el cromosoma bacteriano,

y el evento de recombinacidn existente se

presenta entre estos dos pares de sitios.

Notese due después de la integracion el

orden de los genes, a lo largo del profago,

es diferente del orden en el fago vegetativo

infectante y que la recombinaciôn produce dos

nuevos pares hibridos de sitios de adosamien

to, La escisidn del profago se lleva a cabo

por el proceso inverso. Torrado de Smith-

Genética.
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cromosoma del fago es circular en el momento de la inte­

graci6n, En 1962 se pensaba que el cromosoma era lineal, 

sin embargo, al año siguiente, en 1963, se encontr6 que 

el cromosoma tenía extremos cohesivos complementarios 

para formar una molécula circular de DNA. 

Los puntos importantes que advertir son: 

1.-) Para que los sitios att~ y att• se apareen y pueda 

ocurrir entre ellos la recombinaci6n debe haber reconoci 

miento entre sus secuencias de nucleótidos. Se ha obser­

vado que la integración siempre sucede entre estas regi~ 

nes específicas de los cromosomas (53). 

2.-) Debido a que att~ no se localiza dentro de los extre 

mos cohesivos, el orden de los genes a lo largo del pro­

fago integrado puede diferir del orden en el cromosoma 

lineal vegetativo. Los cromosomas profago y vegetativo 

son permutaciones cíclicas uno de cada otro. 

3.-) El modelo de Campbell requiere que los cromosomas 

del fago y la bacteria sean colineales (53). 
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cromosoma del fago es circular en el momento de la inte~

gracidn, En 1952 se pensaba que el cromosoma era lineal,

sin embargo, al año siguiente, en 1953, se encontrd que

el cromosoma tenia extremos cohesivos complementarios

para formar una molécula circular de DMH.
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3.-1 El modelo de Campbell requiere que los cromosomas

del fago y la bacteria sean colineales (53).



CAPITULO TI 

PLANTEAI1IENTO DEL PROBLEM1\ Y OBJETIVOS 

A.-) PI.ANl.r:Af[EN'Iü DEL PROBLEMA: 

3n.:i.th y colaboradores (34) estudiando una cepa de E.coli 026(H19 ), 

causante de una epidemia de diarrea infantil en la Gran Bretaña, encon­

traron que dicha cepa era capaz de producir grandes cantidades de una 

citotoxina semejante a la toxina de 91.igella dysenteriae (23,35). Esta 

citotoxina, que se ha llanada "semejante a Shiga" ( Sliga-like ), es 

producida en cantidades variables por distintas cepas de E. coli ( 36 ), 

y se encuentra codificada genéticamente, en la cepa H19, por bacterió-­

fagos. l.Ds autores mencionados aislaron dos fagos diferentes (H19A y 

HJB) de dicha cepa. 

Posteriormente, O'Brien y colaboradores (32) han reportado que 

E.coli 0157:H7 cepa 933, causante de colitis hemorrágica, produce 

grandes cantidades de toxina Shiga-like, y tiene dos fagos inductores 

de toxinas. Estos investigadores describen la morfología, bioquímica 

y génetica de uno de estos fagos, el 9 3 3J. 

l.Ds datos anteriores indican la posibilidad de que exista una 

familia de fagos inductores de toxina 9-liga-like en cepas de E.coli 

presentes en la naturaleza. 

Este estudio está orientado a probar si la citotoxina producida 

por una cepa de E.coli, aislada de u.~ caso de diarrea infantil estu­

diado en México, es también codificacc. "'r fagos. Esta cepa de 

E.coli (P119) no pertenece a ningúno de los serogrupos considerados 

CAPITULÚ II

FL.Fä.NTEF'd-EL EINTU DEL PRUELEHP1. Y UBJETÍ UDS

A.-1 P H$m DEL PRÚBLEHE1.:

Smith y colaboradores (3141 estudiando una cepa de ÚEEU-HH },

causante de una epidemia de diarrea infantil en la Gran Bretaña, encon-

trazon que dicha cepa era capaz de producir grandes cantidades de una

citotoxina semejante a la toxina .de El'1igell¿a_ dysenteriae {23,35l. Esta

citotoxina, que se ha llamado "semejante a ätiga" iíhiga-like), es

producida en cantidades variables por distintas cepas de E.ooli (35 3,

y se encuentra codificada genéticamente, en la cepa H19, por bacteri='5-

fagos. Los autores mencionados aislaron dos fagos diferentes (I-Ilfla y

E-Íl-L-líšl de dicha cepa.

Posteriormente, ü*Brien y colaboradores (32 II han reportado que

il.coli U15'?:I-ì'ì' cepa 933, causante de colitis hemc-rrâgica, produce

ElÉÉ... n__ .. cantidades de toxina Shiga-like, y tiene dos fagos inductores

de toxinas. Estos investigadores describen la morfología, bio«-quimica

y genetica de uno de estos fagos, el 933.1.

Los datos anteriores indican la posibilidad de que exista una

familia de fagos inductores de toxina Ehiga-like en cepas de EI.coli

presentes en la naturaleza.

Este estudio está orientado a proba- si la citotoxina producida

por una cepa de 1-2.coli, aislada de un caso de diarrea infantil estu-

diado en FE:-zioo, es también codificada _' ..-r fagos. Esta cepa de

E_.;_¬,e1_i (P119) no pertenece a n.ingïln::› de los serogmpos considerados
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enteropatógenos y e(3 alta productora de citotoxina detectable en 

celulas v~. 

B. - ) OBJI'TIVOS: 

1.-) Aisla.rriento de el (los) bacteriófago (s) presentes en la cepa 

(?119) de E.coli. 

2 .- ) Caracterizar el (los) bacteriófago (s) en cuam:o a su ::-o::'.'fo-­

logfa, su inrriuúdaC. liso génica y su genoJTB: peso molecular ée 

su DNA y patrones de resTricción del misrro. 

{3l]

enteropatdgenos y es alta productora de citotoxina detectable en

celulas Hero.

B.-) OBJETIVOS:

1.a) Aislamiento de el (los) bacteridfago (sl presentes en la cepa

(Pl19) de E.coli.

2.-) Carecterizar el (los) bacteridfago Es) en cuanto a su morfe--

logia, su inmunidad lisogdbica y su genoma: peso molecular de

su DNA y patrones de restricción del mismo.



CAPITULO II I 

A,-) MATERIAL BIOLOGICQ¡ 

1. - CEPAS BACTEFI ANAS i 

Cepa tipo 0157:H7 Causante de colitis hemorr&gica. 

Cepa P119: Es una cepa aislada de un paciente con diarrea 

aguda en el Hospital Infantil de Mexico *Federico Gómez*. 

Cepa CSH 57r-: Es una cepa tipo de E.coli ; sexo F 

Genoti20: ara, leu, lacY, purE, gal, trp, his, argG, malA, 

strA, X'Jl, mtl, ilv, metA o B, thi. 

Mtl - , I le - , Met - , I le - , Met 131 - . 

Ce¡::a CEDO; es W1a U'r.1 de E.coli K-12. 

:~¿:r~ctiT.'C: , thr . lcu - . thi - , lac - . 

2 . - CILUL~.S VERO : 

La cual es w1a línea celular establecida obtenida de riñón de ITDno 

·1~_'.:!'.,.=.e africano. Se ut:_ilizarc·n rara realizar ensayos de ci totoxicidad. 

~oc2s las cec:<:is y la linea celular fueren prcporcionadas por el 

Instituto ie Investizaciones ?iomédicas. (U.N.A.M.). 

B. - ) TETtIICAS DE AI ::Oli-J-[ El./TO: 

t:l 2islarrciento de faros de la cepa P119 se realizó JXJr los dos 
, 

iTi.etcdos siguiern:es: 

1.-) Cultivo mixto con E.coli K-12. 

2. - ) Inducción ]X)r luz ultravioleta. 

CñPITULU III

n.-) MATERIAL BIOLCGICOI

1.- CÉPAS BACTERIÄNÄSI

Cepa tipo ü157:H? Causante de colitis hemorrâgica.

Cepa P119: Es una cepa aislada de un paciente con diarrea

aguda en el Hospital Infantil de Mexico *Federico Gdmezfi.

Sepa CSH 5?r-: Es una cepa tipo de §¿gpli ; sexo F'

Genotipo: ara, leu, lacï, purE, gal, trp, his, argü, mala,

stra, xyl, mtl, ilv, meta o B, thi.

remains; se-a', Lee', Laeï, sae", sei', n.-fp', sie', arg", nel', str, xyl"
Mtl_, Ileü, Het- _ * Het”, 51'.-al I'-'I --J ¡Él |

Cepa $600: es una cera de E.coli K-12.

Genotipo: F', tnr_. leu". tni", lao".

2.- CELULAE VERG:

la cual es una linea celular establecida obtenida de riñdn de cono

verde africano. Se utilizaron para realizar ensayos de citotoxicidad.

Todas las cepas y la linea celular fueron proporcionadas por el

instituto le Investigaciones šiomëdicas. (U.N.AiM.).

B.-1 'I'E`.C!-IICP¿5 DE P«ISL.àI*'E[EE\I'i`iÍ-:

El aisiandento de fagos de la cepa ?119 se realizó por los dos
I' . .

metodos siguientes:

1.-) Cultivo mixto con E.coli H-12.

2.-) Inducción por luz ultravioleta.



1. - ) Culti w mixto : 

a) En tubos de 16 X 150 rrm con 5. O ml de medio illria-CaCl¿ a una 

concentración final de O .oorn, se inoculó la cepa donadora (P119 ó 

0157) y la cepa receptora por separado (CSH57r- ó C600). 

b) Se incubó 18 horas a 37ºC sin agitación. 

c) Se hicierun diluciones de la cepa doll2,dora y de la cepa receptora, 

rrezclandose 2. 5 ml de cada ur-,a de ellas, para tener 5. O ml de volwnen 

total. 

Las diluciones Óptirras se detenninaron experimentalmente, encon-

trando que para las distintas cepas fueron: 

P119 dilución 1:50 (Ionadora) + C500 dilución 1:25 (Receptora)=5.0 ml. 

0157 dilución 1:25 (Ionadora) + C600 dilución 1:25 (Receptora)=5.0 ml. 

d) Se incubó 5 horas a ?7 ~con agitación (200 r.p.m). 

e) Se centrifugó a 12 ,JOO r.p.m. por 5 minutos en tubos Eppendorf. 

f) Se plaqueó sobre un césped de bacterias sensibles. 

El rrétodo de plaqueo consistió en: detectar los fagos por su 

capacidad de producir placas líticas en "céspedes" de bacterias 

ser6ibles, utilizandose las cepas de E.coli K-12 CSH57r- y C600. 

a) Se prepararon diluciones seriadas 10X(10-• ,10-1,10'\etc) de los sobre 

na.dantes obtenidos por cultivo mixto ,se utilizaron suspensiones de la 

cepa detectora, como diluyente, para ello, se colocarx:m 0.9ml de un 

cultivo estacionario de 5 horas a 37°C de la cepa detectora en UJ'rl se-

rie de tubos, se añadieron 0.1 ml de sobrenadante de un cultivo mixto, 

obteniéndose WJa dilución 1: 10 ( 10-1
), se tomó O .1 rrü de esta dilu --

íììl

1.-) Cultivo mixto:

al' En tubos de 15 X 15ü mm con 5.1.] ml de rnedio Luria-CaCl¡ a una

conoentraci-=:'É~n final de EI=.üGL'~i, se inoculd la cepa donadora (P119 +5

ü15T") y la cepa receptora por separado (CSI-l5'?r- ii Cdüül .

bl Se iI1cub¿`i 18 horas a ETUC sin agitacidn.

cl Se hicieron diluciones de la cepa donadora y de la cepa receptora,

mezclandose 2.5 ml de cada una de ellas, para tener 5.0 ml de volumen

total.

Las diluciones dptines se determzinaron experimentalmente, encon-

trando que para las distintas cepas fueron:

Pllå diluoifin 1:5@ fflolìafiüïfell + CEUÚ diluoiff:-n 1:25 {ReocptoI¬al=5.U ml.

1315? diluci-bn 1:25 fllonadoral + EEUU dilucidn 1:25 {Recep'torel=5.U ml.

dl Se irecuL~í:'.¬ 5 horas a Ef si con agitaciffin (Edil r.p.ml .

el Se cent1¬ifugd a 'l'2,;ldIl r.p.m. por 5 minutos en tubos iìppendorf.

fl Se plaqued sobre un césped de bacterias sensibles.

El método de plaqueo coxmistid en: detectar los fagos por su

capacidad de producir placas liticas en "ce'spedes" de bacterias

sensibles, utilizandose las cepas de E.coli Ei-12 C5H5?r- y CEEIEI.

al Se prepararon diluciones seriadas 1UX(lü",1U'1,1ü'3,etcl de los sobre

nmjantes obtenidos por cultivo mixto,se utilifion suspensiones de la

cepa detectora, como diluyente, para ello, se colocaron Er.9ml de u.n

cultivo estacionario de 5 horas a HTÚC de la cepa detectora en una se-

rie de tubos, se añadieron 0.1 ml de sobrenadante de un cultivo mixto,

obteniéndose una diluci.-bn 1:10 (IIÍI), se tomb ü.1 ml. de esta dilu --
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ci6n y se pa.sd al segundo tubo o o·.t) y asi sucesivarrente, 

b) Se incubaron las mezclas 20 minutos a 37QC sin agitación. 

c) Se agregó 0 .1 ml de la mezcla incubada, a un tubo de 13 X 100 mm 

que contenía 3.0 ml de agar 0.7%, se agitó vigorosamente (cuidando de 

no hacer burbujas) y se vertió esta rrezcla en una caja Petri que con­

tenía agar Luria modificado. 

d) Se distribuyó horrogeneamente la nuestra sobre el agar y se dejó 

solidificar aproxirraclarnente por 10 minutos. 

e) Se invirtieron las cajas y se incubaron toda la noc.'1e a 3YC . 

f) Para calcular el título, se contaron las ~lacas líticas en las di­

luciones que resul taron más adecuadas, y se expresó en unidades foI'IIE. 

doras de placas .por. mililitro. 

Por ejempl o : Sabe.'TDs que la dilución 10·' tiene O .1 ml de sobre-­

na.dante, la dilución 10·.t., 0.01 ml, etc Por lo tal':to si la caja de 

dilución 10"1 tiene 100 placas, p:xlerrDs calcular: 

100 p::.acas---- -----------0 .1 ml. 

X placas---------------1.0 ml. 

X=1000 placas. 

1.0 X 10' U. F.P I ml. 

2. - ) Inducción por luz ,_,_::.travioleta: 

a) Un tubo de 16 X 150 mm con 5, O ml de medio Luria con CaCl .ta ill'.a 

concent-ración final de O ,001.J'1 , se in=uló con la cepa donadora. 

b) Se incubo 18 horas a 37cc sin agitación. 

c) Se ajustó la densidad óptica del cultivo a 0.5 (600nm). 

(BU)

ción y se pasó al segundo tubo (1U'¡) y asi sucesivamente,

bl Se incubaron las mezclas 20 mintos a 3?*C sin agitación.

cl Se agregó ü.1 ml de la mezcla incubada, a un tubo de 13 X 109 mm

que contenía 3.0 nd de agar 0.7%, se agitô vigorosamente (cuidano de

no hacer burbujas) y se vertió esta mezcla en una caja Petri que con-

tenía agar Luria modificado.

d} Se distribuyó honogeneamente la muestra sobre el agar y se dejó

solidificar aproximadamente por 10 minutos.

el Se invirtieron las cajas y se incubaron toda la noche a 37*C.

fl Para calcular el titulo, se contaron las placas liticas en las di-

luciones que resultaron más adecuadas, y se expresó en unidades forma

dores de placas por mililitro.

Por ejemplo: Sabemos que la dilución idd tiene Ú.1.ud.de sobre--

nadante, la dilución 1D'¿} 0.01 ml, etc Por lo tanto si la caja de

aimeian 10" tiene 100 pumas, pasame calentar;
lüó placas---------------ü.1 ml.

X placas---------------1.0 ml.

X=1QOU placas.

1.o x 10' u.1~".Pf ml.
2.-).Inducciôn por luz ultravioleta:

al Un tubo de 16 X 150 mm.con 5.0 nd de medio Luria con CaCl¡ a una

conentración final de ü.O0lM, se inoculó con la cepa donadora.

bl Se incubd 18 horas a 37°C sin agitación.

cl Se ajustó la densidad óptica del cultivo a ü.5 (ñüünmì.
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d} Se centr;/.fugó a 12,0QO r.p.m porJ.5 minutos, 

e) Se quit8 el sobrenada.nte y se resuspendid en igual volumen de me.,, 

dio Luria con eac12 a una concentracion final de O,OlOM, 

f) Se vertió la susp€nsión en una caja Petri estªril. 

g) Se irradió con lámpara de luz ultravioleta (a una altura de 30 cm) 

• 60 se~-.!Tldos~ a una longitud de onda de 2537 A. 

h) Se diluyó la bacteria irradiada 1:10 con medio Luria con calcio, 

i) Se determinó la densidad óptica y se incubó 5 horas, volviendo a 

determinar la densidad óptica. 

J) Se centrifugó a 12,000 r.p.m. de 10 a 15 minutos. 

:< ) Se plaqueó el sobrenadarite sobre la cepa detectora igual que se 

hizo ;cara cultivo rnixtc. 

e. - ) OBmra ON DE CEPAS u SOGEM: CAS: 

Para obtener cepas de E.coli k-12 lisogenizadas DOr los fagos 

er: '2S-Cuci.o, se procedió a realizar lo siguiente: 

a) S'2 adicionó 0.1 rn1 de la cepa receptora que se deseaba lisogenizar 

(con una concentración de 10~ bacterias) a 3.0 ml de agar 0,7% fundi 

do y rranteniendose a una temperatura de 43cc. 

b) Se agitó vigorosamente cuidando de no hacer burbujas. 

c) Se vertió la ID2zcla en una caja de Petri que contenga agar Luria 

mxlificado. 

d) Se distribuyó hc1rogene.amente la nuestra. 

e) Se dejó solidificar 10 minutos. 
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dl Se centrifugó a .12,üi1ü r, p,m por 15 minutos,

el Se quitó el sobrenadante y se resuspendió en igual volumen de mee

dio Luria con C«a*Sl1 a una concentración final de U .U1UP1,

f l Se vertió la suspensión en una caja Petri estéril.

gl Se irradió con lámpara de luz ultravioleta ia una altura de SU cml

en eagmaae, a una iengitea ee anda de 253? ii.

'nl Se diluyó la bacteria irradiada 1:1II.`I con medio Luria con calcio.

il Se detemrinó la densidad óptica y se incubó 5 horas, volviendo a

determinar la densidad óptica.

Jl Se centrifugó a 12,UUü r.p.m. de 10 a 15 minutos.

1€) Se placuoó el sobrenadante sobre la cepa detectora igual que se

hizo cara cultivo mixtt. .

C.-Íf Údl`El*¬'¢II UN DE CEPP5 LISUGHÍCPS:

Para obtener cepas de E.co1i k-12 lisogenizadas por los fagos

estudio, se procedió a realisar lo siguiente:

al adicionó 111.1 ml de la cepa receptora que se deseaba lisogenizar

icon una concentración de lb' bacterias) a 3.U ml de agar tl.?% fundi

do y manteniendose a una temperatura de L1-S'-TC.

bl Se agitó vigorosamente cuidando de no nacer burbujas.

cl Se vertió la mezcla en una caja de Petri que contenga agar Luria

modificado.

dl Se distribuyó ncnogeneamente la nuestra.

el Se dejó solidifìcar 1D minutos,
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f) Se coloc6 una gota de lisa.do con alto título de fago, sobre el 

"césped" de la bacteria receptora, 

g) Se incubaron las cajas a 37°C hasta que se secarDn las gotas, cui 

dando de no rroverlas. 

h) Se incubaron las cajas invertidas durante toda la noche a 37°C. 

i) Se picó con una pipeta pasteur la parte central de la zona de 

lisis producida por el fago, en donde se encuentran colonias prove-­

nientes de bacterias lisogénicas que se hicieron inmunes a la infec-

ción por el fago, cuidando de no torrar bacterias sensibles. Este 

JJBterial se inoculó en un tubo con 5.0 ml de medio Luria con calcio. 

j) Se incubó con agitación (200 r.p.m.) a 37ºC durante 2 ó 3 horas. 

k) Se sembró por es-i:ria para separar colonias en una caja de agar 

M:l.cConkey. 

1) Se escogieron al azar 10 colonias y se crecieron en medio I..uria 

con calcio durante toda la noche a 37°C sin agitación. 

m) Se purificaron las colonias 2-3 veces. 

n) Se hicieron cultivos mixtos para probar la presencia del fago. 

D.-) CLONACON DE FAGOS: 

a) Se picó con una pipeta pasteur una placa lítica aislada, obtenida 

de un plaqueo de cultivo mixto. 

b) Se puso una placa en 5.0 ml de caldo Luria con calcio en un JJBtraz 

de 50 ml y se agregó 0.1 ml de bacteria sensible crecida toda la no-­

che a 37ºC sin agitación en 5.0 ml de caldo Luria con calcio. 

(351

fl Se colocó una gota de lisado con alto titulo de fago, sobre el

"cesped" de la_bacterda.receptora,

gl Se incubaro las cajas a STSC hasta que se secaron.las gotas, cug

dando de no moverlas.

h) Se incubaron las cajas invertidas durante toda la noche a STSC.

il Se picó con una pipeta pasteur la parte central de la zona de

lisis producida por el fago, en donde se encuentran colonias pmove--

nientes de bacterias lisogónicas que se bicieron.inmunes a la infec-

ción por el fagp, cuidando de no tomar bacterias sensibles. Este

material se inoculó en un tubo con 5.ü ml de medio Luria con calcio.

jl Se incubó co agitación {2üü r.p.m.l a 3?°E durante 2 ó 3 horas.

kl Se sembró por estria para separar colonias en una caja de agar

Hacüonkey.

ll Se escogieron al azar lü colonias y se crecieron en medio turia

con calcio durante toda La noche a 3?°C sin agitación.

ml Se purificaron las colonias 2-3 veces.

nl Se hicieron cultivos ndxtos para probar la presencia del fago.

D.-} CLDNACÚN DE FHGUS:

al Se picó con una pipeta pasteur una placa litica aislada, obtenida

de un plaqueo de cultivo.mixto. '

bl Se psc una placa en 5.ü md de caldo Luria con calcio en un matraz

de SU md y se agrgó ü.l ml de bacteria sensible crecida toda la no--

che a STSC sin agitación en 5.ü nd de caldo Luria con calcio.
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c) Se incubó durc:µlte 5 horas a 3JqC agitando (2QO r,p,m,) 

d) Se centrifugó a 12,000 r,p 1m, 5 minutos en tubos Eppendorf, 

e) Se plaqueó el sobrenadante obtenido como se describió anteriormente. 

fl Se repitió este rrismo procedimiento -¡:;or lo menos cuatro veces. 

E.-) 'IINCION NEGl\TIVA PARA OBSERVACT ON DE FAGOS POR M: CROSCOH A 

ELECTPONI CA: 

a) Se colocó una gota de suspensión de fagos en una rejilla para 

microscopio electrónico (la rejilla debe de estar previamente cubierta 

con una m2!l'brana de Formvar la cual puede o no estar reforzada por una 

caua de cartón evarorado.). 

b) Se dejó de 2 a 3 mirn_,·:~s. 

c) Se quitó cuidadosamente el exceso de lÍauido con papel filtro. 

d) Se llevó a cabo la tinción, colocando una gota de Fosfotungstato de 

rotasio al 2% sobre la rejilla. 

e) ::ce dejó 10 segundos y se secó la rejilla con papel filtro. 

f) Se observó al r:ricroscopio electrónico. 

F.-) OBTil!CION DE DNA: 

a) 50 ml de medio Luria con calcio a una concentración final de O ,001M 

se inoculó con 0,5 rr~ de u~ creci'lliento estacionario de cepa recepto--

ra. 

b) Primera Etapa: Se agregaron 5 placas obtenidas de una lisis conflu­

ente de la ce~a problerra y se incubó con agi cación por 10 horn.s. 

il??

c) Se incubó durante 5 horas a 33°C agitando (2ü0 r,p¿m,)

dl Se centrifugd a 12,üUü r,p,m, S minutos en tubos Eppendorf,

el Se plaqueó el sobrenadante obtenido como se describió anteriormente

fl Se repitió este mismo procedimiento por lo menos cuatro veces.

I-1.-J TINCION PJEGNIIVA PSRA OSSERUAE SN DE PAGOS POR PI CRUSCOES

ELECTRONICA:

a) Se colocó una gota de suspensión de fagos en una rejilla para

ndcroscopio electrónico (la rejilla debe de estar previamente cubierta

con una membrana de Fornmer'la cual puede o no estar reforzada por una

capa de carbón evaporado.l.

bl Se dejó de 2 a 3 minuzos.

cl Se quitó cuidadosamente el exceso de liquido con papel filtro.

d) Se llevó a cabo la tinción, colocando una gota de Fosfotungstato de

potasio al 2% sobre la rejilla.

e) Se dejó 10 segundos y se secó 1a.rejilla con papel filtro.

fl Se observó al microscopio electrónico.

F.-3 SBTENCION DE DNA:

al SU ml de medio Luria con calcio a una concentración final de ü,U01M

se inoculó con 3.5 ml de un crecimiento estacionario de cepa recepto--

ra.

bl Primera Etapa: Se agregaron 5 placas obtenidas de una lisis conflu-

ente de la cepa problene y se incubó con agitación por 10 hores.
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c) Se centrHugó a J.2 ,ooo r. p. m.por 5 JTJ,inutos en D..lbos Eppendorf, del 

sobrenadante se tan6 una atlcuota para plaqueo, 

d) Segunda Etapa.1 Se separó el sobrenadante y se procedió a infectar 

2 rratraces con la cepa receptora diluída 1:1000 y 1:100 usando igua­

les volurnenes de sobrenadanTe y receptora. 

e) Se incubó por 12 horas a 37°C, con agitación (200 r.p.m.). 

f) Se centrifugó a 12 ,000 r.p.m. y se separó una segunda alÍcuota para 

plaqueo. 

g) Se agregó 1 _t-1 de DlJAasa y RlJAasa con una concentración de (10iJ¡J(~) 

por cada mililitro de sobrenadante y se incuba 30 minutos a 37cc. 

h) Se centrifugó a 32,000 r.p.:r:i. durante 4 horas en tubos de celulosa 

12 X 2. 5 rrnn( Rotor de ul tracentrifuga SW40) Modelo: LB 70 Bec.krran. 

i) Se tiró el sobrenadante y se dejaron los -cubos invertidos. Se seca-

ron con aire. 

j) Se agregaron 100.f-l de solución salina isotónica por cada tubo. 

k) Se resuspendieron y se p:i.saron a un tubo Eppendorf nue,;o. 

1) Se agregaron Sf-1 de SDS 10 9ó y 5 ¡;.l de IDTA O. 5M pH=B .O, 

m) Se incubó el tubo a baño María a 68°C por 15 ~inutos. 

n) Se sacó el tubo y se le agregó igual volumen de fenol destilado y 

estabilizado con TE CTris-EDTA). Se agitó suavemente, 

o) Se centrifugó 5 segundos para separar las dos fases. 

p) Se extrajo la fase acuosa y se le agregó igual volumen de fenal-­

cloroformo (50%). Se centrifugó 5 segundos en Eppendorf. 

q) Se extrajo la fase acuosa y se agregó igual volumen de clorofonno, 
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cl Se centrifugó a.12,UUO ruttrnpor 5 minutos en tubos Eppendorf, del

sobrenadante se tomó una alícuota para plaqueo.

d) Segunda Etapa: Se separó el sobrenadante y se procedió a infectar

2 matraces con la cepa receptora diluida ïzlsüs y 1:100 usando igua-

les volumenes de sobrenadante y receptora.

el Se inubó por 12 horas a 3?°C, con agitación (20ü r.p.m.).

fl Se centrifugó a 12,500 r.p.m. y se separó una segunda alicuota para

plaqueo.

gl Se agregó 1¡›l de Dflnasa y Rflaasa con una concentración de filüdjçal

por cada mililitro de sobrenadante y se incube 30 minutos a 3?“C.

b) Se centrifugó a 32,üUU r.p;mi durante M horas en tubos de celulosa

12 X 2.5 nnKRotor de ultracentrifuga SSHU] Modelo:LB T0 Seckman.

il Se tiró el sobrenadante y se dejaron los tubos invertidos. Se seca-

ron con aire.

j) Se agregaron 1Uü)Ll de solución salina isotónica por cada tubo.

kl Se resuspendieron y se pasaron a un tubo Sppendcrf nuevo.

1) se agrega-mi 5;/~.1 se ses me y sul se zum es-1 pH=s.e.
ml Se incubó el tubo a baño Seria a SSSC por 15 minutos.

n) Se sacó el tubo y se le agregó igual volumen de fenol destilado y

estabilizado con TS (Tris-ESTA). Se agitó suavemente.

o) Se centrifugó 5 segundos para separar las dos fases.

pl Se extrajo la fase acuosa y se le agregó igual volumen de fenol--

clorofonmo (50%). Se centrifugó 5 segundos en Sppendcrf.

ql Se extrajo la fase acuosa y se agregó igual volumen de clorofctnnu
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se cerrtrifugó ]Xlr 5 segundos. 

r) Se e:xi:rajo la. fase acuosa y se agreg6 igual volumen se isopropanol, 

s) Se dejo precipiTando a ~20QC,Toda la noche. 

i::) Al OT.:2:"'0 día se centrifugó a 12,000 r. p. JÜ• durante 15 minutos a 4°C. 

u) Se lavó con etanol al 70% ( previa:rc _:-ce enfriado a -20°C). 

v) Se dejó secar aprcxinadamente 10 minutos. 

w) Se resuspendió en 50,>--l de TE pH=8.0. 

x) Se selló con parafilm y se alnacenó a -20°C. 

G. - ) ELECTROFORESIS EN GEL DE AGA._T:/,,OSA. 

Para la cuantif icaciér: y seguimiento de el DNA del fago se 

utilizaron núnigeles ~:orizontales de agarosa O .8% y 1.09ó preparados 

sobre portaobjetos de ( 6X8 cm). Para los patrones de restricción se 

ui::ilizaron geles horizontales de agarcsa 0.8% y 1.0% preparados sobre 

vidrios de (10X12cm) ó una cárrara horizontal. 

a) Se Dreparó la agarcsa en buffer Tris-Borato-EDLA .. 

b) Se calentó hasta disolver. 

e) Se vertió el agar sobre la base de vidrio con una pipeta. 

d) Se colocó el peine cuidando de no derra:rra:r la agarosa. 

e) Se dejó solidificar. 

f) Se quitó el peine y se puso el gel dentro de la cárrara de electro 

foresis. 

g) Se llenó la cárrtrrB con solución arrortiguadora TBE (Tris-Borato 

EDTA) hasta la mitad. 

ee

rì

el

1:1*

ul

U3

wì

1:1

G.-J E'
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oentrifugd pdr 5 Segundos.

Se e:.~d.rejo la fase eouoee 3' ee agregó igual volumen ee ieopropanol,

Se dejo preoioitando e ¬2U°C.Íoda la ng¢hE_

el o¬;ro die ee oentrifugë e 12,üüü r. 1::-. m. durante 15 minutoe e LLUC

Se land oon etanol el TUS fiprevieredte enfriado e -EDGE).

Se dejd eeoer epro:-c.ü1-edamente 113 minutoe.

Se reeuependid en 5E1¡¡.,l de pH=S.IZI.

Se eelld oon perefilm 3: ee elneeen-5 e -2üf"C',.

gi E5*eii É Éi SÉ ¿ï`~iåP~.EìüSÉ~..

Pere le ouentifioeei-Sr. ff eeguim:`.ento de el DIHIA del fego ee

utilizaron minigelee lfiorizontelee de egeroee 0.8% 3: 1.E1'% preparadoe

sobre portaoojetoe de (SHS om). Para los patrones de reetriooiön ee

orilieeron.gelee horizontales de agnroee U.S% y 1.U% preperedoe eoore

vidrios de {1UX12f.:n1J d une eãrrere horizontal.

eì

S)

oli

dl

eì

fl*

Se çreperd-le agaroee en buffer Trio-Soreto-EUIÉ.

Se oelentô hasta disolver.

Se vertiã el eger sobre le bese de vidrio oon una pipeta.

Se ooloed el peine ouidando de no derïenar le egeroea.

Se dejd eolidifioer.

Se quitñ el peine y ee puso el gel dentro de le oänere de eleotoo

foreeie.

gl Se llenü la oãnere con eoluoion enorïiguadone TSE (Trie-Boreto_

11-1I¦'T:'U hüãt-5. la TI'-.1-.tô`.'IIÍ.



h) Se coloc6 de 4-8_}(1 de las muestras que se deseaban correr en los 

pozos con 5, O )4.1 de indicador (colorante para geles). 

i) Se corrió el gel aplicando wia corriente de 100 volts e 20 rrilia::i­

:;=:€r'eS ) • 

j) Cuardo se observó que el colorante empez.é a entr5.r a el gel se 

c'Jbric totalmente con TBE . 

k) El tiempo de corrida se control6 por la rrovilidad de los coloran­

tes añadidos. 

l) Se tiñó con bromuro de etidio C O • 5 t°r rrJ_) durante 15 minutos . 

m) Se observaron las bandas de DNfa. bajo wia lámpara de l uz ultravi ole 

ta. 

n ) Se procedió a fotografiar . 

H. - ) PATRONES DE RESTE[ CCI ON DE DNA : 

Se utilizó DNA aislado de un fago purificado por clonación . Se 

utilizó la misrra técnica descrita anteri orr.ente pero el DNA se digi ­

rió con enzi.'!BS de restri cci ón . 

a) Se torrarán de 2- 6 f-1 de DNA problerra y se agregaron 1 . 2y. 1 de bu­

ffer de alta , media ó baja fuerza ionica de acuerdo a la enzi.:u 

utilizada . 

b) Se agregó la enz:ura correspondiente diluída 1:10 en TE pH=B .D. 

c) Se incubó el DNA probl erra con la enziwa de diversos tiempos a 37"C. 

e) Se agregó colora.-ite a cada muestra problema ( S ,O y.l), 

f) Se colocaron las muestras e.n los pozos y se procedi6 a correr la 

electroforesis carrD se mencionó anterionnente . 

(MI-1

h) Se colocó de |+-8/41 de Las n1uest1-as que Se deseaban correr en loa

posos con 5.0 ¡L1 de ìnücedor (colorante para geles).

i} Se corrio' el gel aplicando una corriente de 160 volts (20 n¬.i1iaf:~.-

seres) .

jl Cuando se observo que el colorante enpezô a ent1¬-ar a el gel se

cobric totalmente con TB1-3.

k) El tiempo de corrida se controld por la movilidad de los coloran-

tes añadidos.

ll Se tiño' con bromuro de etidio (0.5 f7ml) durante 15 minutos.

In) Se observaron las bandas de bajo una lånpara de los ultratfiolå

ta.

nl' Se prooedid a fotografiar.

H.-Í' HSTRÚPES DE RESTH CCION DE BNF.:

Se utilisd DNA aislado de un fago purificado por clonaoidn. Se

utilisd la rnisma técnica descrita anteriorrrente pero el DNA se digi-

rid con enzimas de restriccidn.

al Se toatardn de 2-5 ¡Jul de DNA problema y se agregaron 1.'2y.J. de loo-

ffer de alta., media 5 baja fuerza ionica de acuerdo a la ensima
H

¡iiÍ@utili

b) Se agregd la ensima correspondiente diluída 1:10 en TE pH=8.E`.-.

oli Se incubó el DNP. problene. con la enzima de diversos tiemtos a 3'?-'*C

ell' Se agegd colorante a cada muestre problema (5.0 pl) .

-r

f 1+ Se colocaron las muestres en los pozos y se procedió a correr- la

electroforesis como se mencionó anteriormente.
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I.-) SillSIBIUDAD A CLOROFORMO. 

a) Se crecieron las cepas P119 y CSH57r- en 3.0ITl de caldo U!ria con 

calcio a una concen-i:ración final de 0.001M, se incubaron a 37ºC toda 

la n=he. 

b) Se dih .. iyeron ambas cepas 1: 20 en caldo luria con calcio y se incu 

baron durante 2 horas a 37°C con agitación (200 r.p.m.). 

c) Se mezclaron S. O ml de cada una de las cepas y se iI1cubarcn 5 ~o-

ras con agitación (200 r.p.rn.). 

d) Se tornó la mezcla y se le agregó 1.0 riL de cloroforrro. 

e) Se centrifugó a 4,000 r.p.rn. (20 minutos). 

f) Se tornó el sobrenaelar1te y se plaqueo sobre la cepa sensible. 

J. - ) PREPARACI ON DE PLACAS DE CEWlAS VERO. 

Todos los procedimientos se realiza....ron en condiciones estériles 

(Campana de flujo laminar). 

2 a) En una botella ele 25 crr1 con una confluencia de células Vero de 

80-90%(las células debían de tener más Ó menos 48 horas de crecJJT~-

ento). 

b) Se quitó el medio y se puso 1.0 a 1.5 rnl de tripsina 1.25%. 

c) Se incubó S minutos a 37°C a una atmósfera de C02 al 5%. 

el) Se desprendieron las células a 37ºC, se neutralizó la tripsina 

con 3 .O ml de MEM rwW completo para células Vero y se centrifugó a 

1200 r.p.rn. por 10 minutos a 4°C. 

(Lil)

I.-1* SENSISILIIWLI A CLURüFÚRI*Iü.

a) Se crecieron las cepas P11S 3: CSHS?r- en 3.2111-.l de caldo con

calcio a una concentrecidn final de E1.ü1llH, se jncubaron a SWC toda

la noche.

bl Se diluyeron ambas cepas 1_:2ü en caldo luria con calcio 3; se inc_u

baron durante 2 horas a STSC con agitacidn {2üD r.p.m.}.

cl Se mesclaron S.El ml de cada una de las cepas 5; se incubaror. S nc-

ras con agitacidn (EDU r.p.m.).

dl Se tomïi la mescla 1: se le agegd 1.Ei ml de clorofor-n~o.

el Se centrifugd a LL,üEIU r.p.m. (20 minutos).

fl Se tomd- el sobrenadante 3; se pla-queo sobre la cepa sensible.

J .-Í' PFIFHHELÍ GH DE PLÄCÑB DE Cfillllä WÍÍRÚ.

Todos los procedimientos se realizaron en condiciones eståriles

IICa.rnpana de flujo larninarl.

al En una botella de 25 cm? con una cortfluencia de celulas Hero de

SU-âüisílas células debian de tener más d menos I-LS horas de crecintí.-

entol.

bl Se quitd el medio 3* se puso 1.E1 a 1.5 ml de tripsina 1.25%..

cl Se incubd 5 minutos a HTSC a una atnfisfera de C02 al 5%.

dl Se desprendieron las celulas a SWC, se neutralisd la tripsina

oon 3.ü ml de I~'1l:I“1 FLC1'L=J completo para celulas lfero 1; se centrifugd a

12951 r.p.m. por 1121 minutos a LIFE.
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e) Se resuspmdió el sedimento en un mililitro de medio MEM FLCW 

completo para células Vero. 

f) Se torró O. 3 ml del resuspend.ido anterior, para subcu::_ ti vo y se 

2 colocó en una botella de 25 cm que contenía 4 .O ml de medio MEM 

F:..CM completo para células Vero. 

g) Se añadieron 10. O ml de medio MEM Fill'1 completo para células 

Vero a 0.2 ml de resuspmdido, se prepararon las placas de 96 pozos. 

h) Se agregó en una placa de 96 pozos a razón de O .1 ml por cada 

pozo( 1. 4 X 10 
4 células aprcxirradamente) , se cuidó de que la 

suspensión celular fuera horrogenea. 

i) Se incu.bÓ 24 horas a 36°C en uria atm:Ssfera al 5% de co2 . 

K, - ) DITER'-[ NACI ON DE P..CTI VI DAD CI TOTOXI. CA. 

a) Se observó que la placa tuviera una confluencia de células rrás ó 

menes de 90%. 

b) Se hicieron diluciones al doble de la muest~a con medio MEM fUJ.¡l 

completo para células Vero desde 1:2 hasta 1:262,144. 

c) Se inocularon 2 Stl en cada pozo de cada una de las diluciones. 

d) Se incubÓ 96 horas, posteriormente se leyó el % de desprend.imie~ 

to de las células CD50 en relación al control positivo y negativo. 

U-12)

e) Se resuspendiô el sedimento en un mililitro de medio MEM FLUW

completo para celulas Vero.

fl Se tond G ml del resus dido anterior para subcuìtivo sePen 1 i Y1 (JJ

oolccd en una botella de 25 -::n¬.2 que contenía 1+.D ml de medio MEM

FLDW completo para celulas Wero.

g) Se añadieron 10.0 ml de medio PEI1 ÉLUHT completo para células

Vero a 0.2 ml de resuspendido, se prepararon las placas de 95 por-.os

hì Se agregó en una placa de SE- posos a razon de 0.1 ml por cada

po2o(1.L+ X lüu células aproninedarnentel, se cuidd de que la

suspensión celular fuera homogenea.

i) Se incubó 2il horas a BGSC en una atnfzsfera al 5% de C02 .

K.-) DH'EP¿*T.ï1*›1AC1ZON UE .›'1.ClIlƒID¿l.D SITÚTf33<l Cn.

al Se observó que la placa tuviere una confluencia de células más o

rrenos de 90%.

b) Se hicieron diluciones al doble de la muestra con medio MEM FLOW

Fo G'completo para células Vero desde 1:2 hasta 1 "2,1'-U4.

cl Se inocularon 25?›l en cada poso de cada una de las diluciones.

cl) Se incubó 96 horas, posteriormente se leyó el % de ciespr-endimiep.

to de las células (21350 en relac.idn al control positivo 1! negativo.



CA PITULO IV 

RESULTADOS 

Este estudio se rea liz6 con un aislado de E.coli 

07:H(No determinada), de una paciente de 18 CTeses cor. dia 

rrea aguda . Esta cepa se caracteriz6 por tener una a:ta =i 

~otoxicidad para células Vero . A lo largo d e este ~ratajo 

se ha denominado P119. 

El a islamiento de pos ibles fago s presentes e n la ceca 

P119 se intent6 originalmente haciendo extracciones con 

cloroformo,obteniéndose resu ltados negativos. Por medio de 

cocul t ivo del aislado original con E.coli K- 12 y sin tra-­

tar con c l o roformo, se lograron ais l ar dos tipos de fagcs, 

seleccionados exclusivamente por la mor fología de las pla­

cas líticas producidas en cés pedes de E.coli K -1 2 . 

Estos dos aislados se denomina r on F119g y P119c h.Se 

utiliz6 como control l a c epa 0157:H7; previamente reporta ­

da en la literatura como citotóxica y portadora de fagos . 

De esta cepa referenc ia y por la misma metodolog í a se ais­

ló un fago que fué utilizado como control. 

Se prob6 que los fagos aíslados por c ocu ltivo , tanto 

de la cepa probl ema P119 como de la cepa control 0157:H7, 

son lábiles a cloroformo, perdiendose toda la i nfec tividad 

d e los l isados si e stos son tra tados con el mi smo . 

CAPI TULO I V

RESULTADOS

N QtEste estudio se reali con un aislado de E.coli

S?:H{No determinada), de una paciente de 15 meseg con diå

rrea aguda. Esta cepa se caracterizd por tener una alta ci

totoxicidad para células Vero. A lo largo de este trabajo

se ha denominado P119.

El aislamiento de posibles fagos presentes en le cepa

P11S se intentd originalmente haciendo extracciones con

cloroformo,obteniëndose resultados negativos. Por medio de

cocultivo del aislado original con E.coli K-12 y sin tra--

tar con cloroformc, se lograron aislar dos tipos de fagos,

seleccionados exclusivamente por la morfología de las pla-

cas liticas producidas en cåspedes de E.coli K-12.

Estos dos aislados se denominaron F119g p P119ch.Se

utilisd como control la cepa U157:H7; previamente reporta-

da en la literatura como citotôxica y portadora de fagos.

De esta cepa referencia y por la misma metodologia se ais-

ld un fago que fue utilizado como control.

Se probd que los fagos aislados por cocultivo, tanto

de la cepa problema P119 como de la cepa control ü15?:HT,

son lãbiles a cloroformo, perdiendose toda la infectividad

de los lisados si estos son tratados con el mismo.



Con los fagos aislados se infectaron dos cepas receptor':ls de 

E. coli i<-12 (C600 y CSHS7r-) obteniéndose las cepas lisogénicas res--

peccivas , a las cuales se l es determinó título de toxina y wlidades 

fc.rTad'.)raS de p l acas CU . F. PI rnl) , utilizando las cepas C600 y CSHS 7r-

no lisogenizadas como controles . (Ver r~:t:eriales y Metoclos .) .Estos re-

sul~ados se pueden observar en la tabla# 3 . 

CEPA 

C600(F119 ) 

Cúüú ( Pl19ch ) 

CSH57r-(P119) 

CSHS 7r-( P119g) 

CSES 7r-( P119ch) 

CSHS7r-

TABLA # 3 . 

TOXINA 
EXTPACEWlAR''' 

32 

32 

256 

256 

1024 

TOX!:NA 
I Ní?ACELUlAR''' 

2 

2 

2 

2 

2 

512 

U. F. 9' ml. 

5 .0 X 10~ 

5 . O X 10°' 

4.0 X 10" 

1.0 X 10" 

1.0 X 10'° 

5 .0 X 10s 

:':Expresado COT!D el inverso de la dilución rráxirna que presenta cito--

t oxicidad co
50 

en células Vero en cultivo. 

La éesigna.ción de las cepas lisogénicas corresponde a la ce:¡:-a. 

K- 12 1'2Ceptora utilizada,seguido de la cepa donadora del fago. 

El procedimiento seguido consistid en culti var la c epa corrBspo~ 

diente durar1te toda l a noche, en rratraces Er len Meyer de 50 ml, con--

teniendo 10 rnl de medio Luria con calcio . Se incuba a 37°C y con una 

í'-`~+l

Con los fagos aislados se infectaron dos cepas receptora; de

E.ccli2{-12 (C666 y CSI-IE-7r-1 obteniéndose las cepas lisogânicas res--

pect ivas , a las cuales se les determind titulo de toxina v unidades

fc-rmadoras de placas (%J.F.P/ml), utilizando las cepas C600 3; CSH5?r-

no lisogenisadas como controles. (Ver Materiales y Metodos.) ,Home mi

sultados se pueden observar en la tabla # 3.

TABLA # 3.

C1'-.ÍPf=. TGXI NA TUXI NA U . I`. H' ml .
E`.Ia'TPACEI.LIlAR*'= I I'-iTPÉxCEL1ILAR*

CEUDÍPÍISJ 32 2 5-.GI X lil"

1'
(TJ .`J¡`_`.1u _ (acuse) 32 2 se :-< ia*

-':-a:›un(:1=i1=:e1¬.) .sz 2 -+.t:« 2-: 10'*
canse-<P119› zse 2 1.=:| x :ur
casan--fieiiagì 255 2 :um :›< io*
cesan-¬-f:P11s¢.h› 1021+ 512 ia .ii x 10”
.1-._-. -._ ¬

'u_¡_~¿¡_-| J -n-¬¬u± 111 .,.-.-._._

CSHEJr›- --- --- ----

*`=E1>-:presado cono el inverso de la dilucidn ma'xima que presenta cito--

toxicidad CDSU en células Vero en cultivo.

La designación de las cepas lisogênicas corresponde a la cepa

K-12 receptora utilizada,seguido de la cepa donadora del fago.

El procedimiento seguido consistió' en cultivar la cepa corr~espo;_¬._

diente durante toda la noche, en matr-aces Brlen Meyer de 5111 ml, con--

teniendo 1D ml de medio Luria con calcio. Se incuba a 37°C v con u.na
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agitación continua de 200 r.p.m. Los cull:ivos se ce!itrifugan a 10,000 

r.p.m. en una Sorvall RSSB por 30 minutos. Se separa el sobrenadan-re 

y se esteriliza por filtración en Millipore de O. 45j- . La pastilla se 

re suspende en un volwren igual ( 10 ml) de ?BS estéril, se sonica us~ 

do 30 ciclos de sonicación de 1C segundos cada uno, procediendose a 

esterilizar por filtración en las misr:-.01s condiciones. L-; el sobrena--

dante (extracelular) y el sonicado (intracelular) se determinan -::í-::u­

lo de citotoxina en células Verc y unidades fonradoras de placas ;x:ir 

~ililitro.(Ver M:iteriales y Metodos). Los controles fueron tratados 

igual que las cepas liscgénicas. 

Al medir la infectividad de un lisado alrracena.do por una noche 

en refrigeración se observó que la perdida de actividad llegat,a a ser 

total. Para responder la pregunta de si esto se debía a destrucción 

de las partículas virales o solamente de su capacidad infecciosa se 

checaron por microscopia electrónica los lisados. 

Encontramos que lisados sin fago detectable por plaqueo 

contenían partículas virales ccmpletas, aunque las colas de las misITBs 

no se observaban claramente. 

Se procedió entonces a determinar las condiciones experimentales 

que permitieran estabilizar estos fagos. 

fisäl

agitaciôn continua de Qüü r.p.m. Los cultivos se centrifugan a 10,600

r.p.m. en una Sorvall RSSB por 35 mdnntos. Se separa el sobrenadante

y se esteriliza por filtrecidn en Hillipore de ü.sS¡L.La.pestilla se

resuspende en un volunen igual íiü ml) de PES estéril, se sonica usap

do 30 ciclos de sonicacidn de lo segundos cada uno, procediendose a

esterilizar por filtracidn en las moscas condiciones. En el sobrena--

dante (extracelular) v el sonicado (intracelular) se determinan titu-

lo de citotoxina en células vero y unidades fcrnedores de placas por

ndlilitro.(Ver Materiales v Metodos). Los controles fueron tratados

igual que las cepas liscgënicas.

al medir la infectividd de un lisado almacenado por una noche

en refrigeración se observé que la perdida de actividad llegaba a ser

total. Para responder la pregunta de si esto se debia a destrucción

de las partículas virales o solamente de su capacidad infecciosa se

cnecaron por microscopía electronica los lisados.

Encontramos que lisados sin fago detectable por plaoueo

contenían particulas virales copletas, aunque las colas de las mismas

no se observaban claramente.

Se procedid entonces a deterndnar las condiciones experimentales

que permitieran estabilizar estos fagcs.
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MITOOO DE PI.PQUEO: 

Se evalu6 prirneramente el efect o de la metodología de plaqueo 

eii!pleada en la detección. Inicialmente se utilizó la reportada en 

la literatura (56, 57 ) para fagos lambdoides. Encontrándose result~ 

dos poco repetitivos, razón por la cual se m::x:iif icó y estandarizó 

esta metodología . 

L3.s principales m:xiificaciones fueron: substituir~.la. soluéión 

con la cual se realizaban las diluciones del lisado, empleandose en 

lugar de medio SM corro esta reportado comunmente, una suspensión de 

(l O~ cel/ml) 0.5 de D.O, de bacteria detectora. El siguiente factor 

evaluado fué el efecto del tiempo de adsorción entre .virus y baete-

ria transcllr.'.'ido antes .del plaqueo. Estos dacos se muestran en la 

tsb::..a # 4 . 

TABLA# 4 . 

TIB'PO C600(P1l9) C600(0157) 

.. ~ > 1. 2 X 1o!i 3 .0 X 105 
LJ 

30 ... 3.0 X 10'1 2.0 X 10" 

40~ 1.3 X lOS 2 .0 X 1004 

Se prepararon las diluciones de lisado viral con una suspensión 

de 0.5 D.O de bacteria detectora en un volumen final de 1.0 ml. Se 

incubaron por el tiempo rra.rcado ,se mezclaron con 3 .Oml de agar de 

superficie 0 . 79ó . Se agita.ron cuidadosan=nte y se vertieron sobre ca­

jas Petri con agar Luria m:x:iificado. Se incuba..YDn las cajas inverti­

das toda la noche y se contaron el núrr.2ru de placas líticas (centros 

iflål

artes@ nt Ptaotstn
Se evaluó primersnente el efecto de la metodologia de plaqueo

empleada en la.deteccidni Inicialmente se utilizd la reportada en

la literatura {5S,ET} para fagos lambdoides. Encontrândose resulta

dos poco repetitivos, nazdn por la cual se nodificd v estandarizö

esta metodologia.

Las principales modificaciones fueron: substituir_la.solucidn

con la cual se realizaban las diluciones del lisado, empleandose en

lugar de medio SS como esta reportado comnmente, una suspensión de

(ldìcebfiml) 0.5 de D.S, de bacteria detectora. El siguiente factor

evaluado fue el efecto del tiempo de adsorcidn entre virus p bacte-

ria transcurrido antes.del plaqueo. Estos datos se muestran en la

täiafilh

ÉSBLA s 4.

TÍETEÍB C5üÚ(P119) C50G(U157)

2:' 1.2 x 10* 3.0 x 10*
sa' 3.0 x inn 2.u x 10"
vu' 1.3 x 10' 2.u x 10*

Se prepararon las diluciones de lisado viral con una suspensidn

de 0.5 D.O de bacteria detectora en un volunen final de 1.ü ml. Se

incubaron por el tiempo nercado,se mezclaron con 3.ünd de agar de

superficie ü.T%. Se agitaron cuidadosarente v se vertieron sobre ca-

jas Petri con agar Luria modificado. Se incubaron las cajas inverti-

das toda la noche y se contaron el número de placas liticas (centros
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infectivos) en las diluciones correspondientes. 

Los resultados son difíciles de interpretar1 en el caso de la 

ce¡:a P119, a los 30 minutos se observa ur.a disr.inuciSr, en el nÚ""Ero 

de U. F. P / ml, que no se observa a los 40 minutos. Puesto que con la 

ce¡.:a 01S7:H7 si es definida la disminución de unidades forrradoC"a:o de 

placas con el tiempo de adsorción se estandarizó el tiem?J para eXC'e 

rimentos futuros, utilizandose 20 minutos en todos los casos. 

EFECTO DE IJI VERSOS ?ACTORES EN LA ESTAfil LIDAD: 

Se dec:erminarcn las condiciones Ópti.m3.s para estabilizar nues--

tras preparaciones "Stock" y evitar dentro de lo posible la pé:'.'dida 

de infectividad. Se probaren distintas temperaturas y medios de con-

servación, los resultados se muestran en la tabla# 5. Co= se obser 

va no existe una diferencia significativa entre las distintas t~'llpe­

raturas y los diferentes medios de conservación, empleados. 

La 11B.yor estabilización se obtuvo con sulfato de rragnesio 0.lM 

a una temperatura de 2-4°C; aunque los resultados no son muy sig­

nificativos. 

CONDICIONES DE PROPAGACION: 

Para obtener soluciones "Stock" con alta concentración de ;xrr'­

tículas virales se ¡.:artió del método reportado en la literatura pa­

raA ( 56, S 7) . Brevem::nte consiste en "picar" placas lÍ ticas produci-

fu??

infectivos) en las diluciones correspondientes.

Los resultados son dificiles de interpmetar;en el caso de la

cepa E1119, a los 39 minutos se observa una disrinucidn en el número

de U.`E`.P / ml, que no se observa a los HU minutos. Puesto que con la

cepa ü1E?:H? si es definida la disminucidn de unidades formadores de

placas con el tiempo de adsorcidn se estan-darizã el tiempo para

rimentos futuros, utilizandose 2ü sdnutos en todos los casos.

EFECl¬O DE EEUIERSOS FACTSRES EN LA BSTaEI[ llllabz

Se determinaron las condiciones dptimas para estabilizar nues--

tras preparaciones "Stocks" 3: evitar dentro de lo posible la perdida

de infectividad. Se probaron distintas temperaturas 3; de con-

servacidn, los resultados se muestran en la tabla # 5. Como se obsep

va no existe una diferencia significativa anne las distintas tempe-

raturas 3f los diferentes medios de conservacidn, empleados.

La neyor estabilisacidn se obtuvo con sulfato de magnesio ü.1M

a una temperatura de 2-WC; aunque los resultados no son my sig-

nificativos.

CU@ CI ONÍEÍS DE PROPÁGACI UN:

Para obtener soluciones "Stock" con alta concentración de par-

ticulas virales se partid del método reportado en La literatura pa-

raÃ(56,57). Breverrnnte consiste en "picar" placas liticas produci-



Gll CEROL 

SULFATO DE 
MAGNES: O O • 111 

GEJ; \TL l!r'\ 

MEDIO SM 

CON'lfülL 

Primer Día 'forcer D.í'.a Sept.im:i Día 

TINPERA'IllRA 
AMBIENTE 

8 . 0 X 105 

5 .O X 10'1 

4 .0 X 105 

1.5 X 105 

1.0 X 10'1 

TEMPEPATUPA 
2-4 ºC -20°C />.MBI J::NTE 

2 . 3 X lcT 2 .0 X 10"' t+.O X rn5 

3 . 4 X 1rf 1. 5 X 10• 4. O X 10
5 

1.4 X 10
5 

1 .0 X 10' 4. 0 X 10
5 

lf.0 X 10.¡ 3 .0 X 105 -----

4.1 X 10.¡ i.11 X 10" 1. 2 X 103 

TEMPFJ\.l\111M 
2-4°C -20°C AMBIHITE 2-4°C -20 °C 

6 .0 X 10!> 1.0 X 103 2 .1X10" 1.0 X 10t. 2 . 0 X rnª 

7 .O X 10'1 3 .0 X 10" 4. 0 X 10'1 3.0 X 10" 1. 0 X rn3 

1.0 X 105 5 .0 X 10r; 1. 0 X 10~ 1.4 X 10'1 5. 0 X 10" 

5 .0 X 10~ 5.0 X 105 
------ 2 . 0 X 103 5.0 X 10' 

9 • O X 101. 1. lf X 103 2. O X 104 5. O X 101. - - - - --

TABLA 11 5 Tí tulo i nicial de la cepa lisogénica CGlJOCP119g) t¡ . 5 X 105 . _m©fi
Xm_j
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das en un césped, eluirlas en medio y utilizar esta preparación pa-

ra infectar bacterias sensibles, Al emplear este método los t{tulos 

rrás al tos ob"t:enidos :ueron de 5. O X 101, observandose ce.u.y poca re--

pr<:Cucibilidad en distintas preparaciones. 

Con el ffilSITD propósito, se probó la técnica. de inducción pcr 

luz ultra.violeta, descrito en la litera~ira (35). lDs títulos más 

altos fueron de: 1.0 X 101
• 

F::>r es tos resultados se probó la técnica de cultivo mi.xto uti-

lizando cocultivo de .l_a cepa donadora (P119, 0157 ó cepas lisogéni-

ca.s) con cultivos frescos de cepa receptora (C500 Ó CSH57r-). 

Se deter'JTlina.ron las concentraciones Óptirras relativas de ambas 

·c.2:'a3 . lDs resultados paT · .L.as cepas lisogénicas , se ;;ruestran en la 

ta0la # 5. 

rfiJlfERO DE BACTERIAS 
Ji)fLAJXll<AS 

CSH57r-(P119) 2.0 X 10; 

C600(P119) 4.0 X 10• 

TP.BLA 11 5. 

NUMERO DE BACTERIAS 
RECEPTORAS 

CSH57r- 4.0 X 109 

C600 4.0 X 108 

ü.F.P/ml. 

1.9 X 10 5 

2.0 X 105 

Para obtener estos datos, los cultivos JJlixtos se !'€atizaron con 

las concer-,traciones indicadas , de cada ur.a de las cepas . En todos 

los casos la incubación fué de 5 horas, al cabo de las cuales se cen 

trifugaron y plaquearon los sobrena,da.ntes. 

¿M3?

das an un oâspad, aluirlas an mdio y utilizar asta praparaoiün pa-

ra infaotar oaotarias sensibles. Al emplear asta método los títulos

más altos obtaoìdos fueron da 5.0 X 101, obsarrandoss :sy pooa ro--

prooooüiìidao on oiatintas preparaciones.

Con al Xúsmo proposito, ss probo la tëonioa da induooiän por

luz ultravioleta, descrito an la literatura (SB). Los titulos más

airaa fueran aa; 1.111 X 111',
Por estos resultados sa probo la tëonioa da cultivo moXto uti~

liaando oooultivo oo la oapa donadora {P119, Ulãï o oapas lisogëni-

oas) oon oultivos frosoos ds osos rocootora (EEUU o CSH5Tr-1.

Sa datarminaron las oonoontraoionaa optimas roiativas do ambas

capas. Loa resultados par- Las capas lisogënicas, aa muestran an la
_ r ,_

tabla H o.

TÉBLä.# B.

XUXXXU ot aactEX1as XUXXXU os aacïsatas X F P¡,ml
amamos armamos “" *'

csssts-(X119) 2.o X 10' osssïf- u_u X 1o' 1.9 X 10'
csUo(P11s1 u.u X 1o* cama u_u X 1m' 2.0 X 10*

Para obtanar astos datos1 los oultivos mistos sa roaliaaron oon

las oonoaotraoionos inoioadas, de oaüa una os las oapas. En todos

los oasos la inoubaoion fué oa 5 horas al oabo oa las oualas sa osn1 ..._

trifugaron y plaquaarom los sobranadantaa.
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CINETICA DE CRECIMI::rnro EN CULTIVO MIXTO; 

Se llev6 a cabo W1a cinética de creci.Jiiiento dé ,:u=.. ti.vos rrixtos 

en la cual se observó, que entre las cuatro y cinco :-,oras no hay 

una diferencia sigriificativa en cuanto a IJ.F.?. como se ;;n_;estra 2n 

la gráfica #1 y tabla #7. A las seis horas hay una disci!",ución ere 

el título seguido de un nuevo aw:ento a las ocho horas , lo que !'ie::: 

indica q_ue tal vez u.ri nuevo ciclo infectivo esta llev&rtdose a cc::o, 

a las 16 horas se observa ya una disrrinución muy marcada. 

E.r1tre las cuatro y cinco horas se obtuvo un título Óptir-o de 

U. F. P. tiempo en el cual se estandarizaron :-mestros cul t:ivcs 'irixc:o:c. 

TIEMPO 

2 HORAS 

4 HORAS 

5 HOPAS 

6 HORAS 

8 HORAS 

16 HORAS 

2 HORAS 

4 HORAS 

5 HORAS 

6 HORAS 

8 HORAS 

16 HORAS 

T.AJllA # 7. 

CEPA LI SOGENI CA 
C600(P119) 

CEPA U SOGL"IT CA 
CSH57r-(0157) 

U. F .P / rrl. 

1.2 X 10' 

1.1 X 105 

3 ,O X 10J 

2 .O X 10' 

1.0 X 10" 

3.0 X 105 

1.0 X 105 

3.5 X 10'1 

1.4 X 10' 

lÍ5EI=}

CÍl*1`E."Í`ICF*. DE CR'rÍ.CII*fÃE1*I'Í'U EN CULTI'*.FG !"`II{TC:

Ss llevo a oabo una oinëtioa ds orsoindanto de ouitiuos miatos

sn la ouaì se observo, qua antro las ouatro y oinoo horas no hay

una difaronoia signifioatiua an ouanto a U.F.P. como sa muestra sn

la gâfioa #1 3; tabla #3?. Fi las sais horas hay una dis:f:Linuoií:Í›n an

'[`- 1.-|_I 1-I' -H. r'|-ulo seguido ds un nusvo aunsnto a las ooho horas, Lo sus nos

indios sus tal usa un nusuo oiolo infootivo asta llsuândosa a oaoo,

a las 15 horas se oossrua ya una disminuoion muy Xsruada.

Entra Las ouatro y oinoo horas se obtuuo un título optico ds
-1 -_u.E-`.P. tisrrgoo an sl cual sa sstandarisaron nuestros ouìtiuos

TasLa.# ?.
TXEXEXJ casa stsoosaloa u.F.P foi

CaUu(P1191

2 Hosas ---~~-
4 HGRA5 1.2 X 15'

5 Hggfig 1.1 X io'
E HURXS 3.n X 10'
3 HGRXS 2.o X lo'
15 HÚRXE 1.0 X 10*

2 Hogns CEFA LISUGENICH ----¬"
1+ HERAS Cãìiãïr-íülãïì 318 K mi

5 Hggås 1.0 X 105

5 HURÉS 3.5 X 1n“
E HÚRÉS 1.4 X 1o'

15 HDFÄS `_"`-_
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Se preparan cultivos mixtos de las cepas lisogénicas, se incu-

ban a 37°C con agitación (200 r.p.m.), se toman al.Ícu01:as a diferen 

tes tiempos las cuales se centrifugan en Micro-Centrifuga Fisher 

nxx:!elo 2358 y se plaquean cano esta descrito.(Ver Materiales y Meto 

dos). 

PP..EP.l'\RACI O! J DE U SAIXJS CONCENTRADOS : 

Con el fin de obtener lisados con alta concentración de virus 

infeccioso, se probó el efecto de realizar etapas sucesivas de in--

fección, esto se hizo infectando cultivos frescos de la cepa recept.2_ 

ra con el sobrenadant:e de la etapa anterior. Estos cultivos se 

hicier::m utilizando les '~empos y concentraciones Ópt:üras estableci-

da.s an.teriorrrente. 

Se observó un aumento substancial de U.F.P/ml al llegar a una 

t:ercera etapa de infección sucesiva. Estos datos para la cepa 

CSH57r-( P119), se presentan en la gráfica #2 y tabla #8. 

No. DE ETAPAS 

PRIMERA ETAPA 

SEGUNDA ETAPA 

TERCERA I:l'APA 

TABLA # 8. 

CEPA Ll SOGENI CA 
CSH57r-(P119) 

U.F .P /ml. 

7.ox105 

1.0 X 10' 

1.0 X 10~ 

Se realizaron tres etapas de infección. Cada una de ellas con 

iãïì

Se peparen oultivs mixtos de las oepas lisogênioas, se inou-

ban.a STUC oon agitaoiån (2üD r.p.m.), se toman alíouotas a difisoal

g.4'EU1 F-J'É-3tes cuales se oentrifugan en Hiero-Centrifug Fisher

sodelo 2355 v se plaquean oomo esta desorito.Eïer Materiales v Hepo

dos).

PREPHRÁÉIGH DE LIÉHDÚ5 CUNÚENTRÄDQS:

Con el fin de obtener lisados oon alta oonoentraoion de virus

infeooioso, se probo el efeoto de realisar etapas suoesivas de in--

feoeion, esto se hiso infeotando oultivos fresoos de la cepa reeepbo

ra oon el sobrenadante de la etapa anterior. Estos eultivos se

bioieron utilisando los tiempos v oonoentraeiones óptimas estableci-

das anteriorsente.

Se observ un aumento substanoial de U;F.P¡ml al llegar a una

tercera etapa de infeooion suoesiva. Estos datos para la oepa

CEH5?r-{P119}, se presentan en la gráfica #2 y tabla #8.

TÉBLH # E.

No. DE ETHPÉS CEPH LISÚGENICH U.F.P fmfl.
CSH5?r-(P119)

P-snslsa B1¬.=-es 'F-U X 10"

TXXCEXA snvsa 1.11 X 10'
Se realizaron tres etapas de infeooion. Cada una de ellas oon_
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sistió, en incubar cinco horas Ca las concentraciones reportadas de 

cepa donadora y receptora) a 37°C con agitación. Se centrifuga a 

10,000 r.p.m. en Sorval RS5B por 30 minutos. El sobrera.dante así 

Obtenido se utiliza para la siguiente etapa de infección. E:n caaa 

etapa se separó una alÍcuota de sobrera.dante para evaluar el número 

de partículas infecciosas. 

I NMUNI DAD Ll SCG...1"NI CA: 

Se sabe que la inrro1rúdad lisogénica es un parámetro que se decer 

IT~na para la caracterización de diversos bacteriófagos, por lo que se 

realizaron pruebas de inmunidad lisogénica de los fagos ( P1Lig ,P119cf-,, 

y 0157). Estos datos se muestran en la tabla# 9. Todas las cepas li­

sogénicas resultaron inmunes a todos los fagos lo que indica que tie­

nen el misrro sisterra de represión. 

TABlA # 9. 

INMUNIDAD U SOGENI CA 

CEPA FAGO 

0157 P119g P119ch 

CSH57r- + + + 

CSH57r-(0157) 

CSH57r-(P119g) 

CSH57r-(P119ch) 

Los s~olos (+)= Zonas de lisis ' e - ) = No hay lisis. 

(511)

sistid, en inoubar oinoo horas (a las oonoentteuiones repomtadas de

oeps dnadona v receptora) a STÚC oon agitaoidn. Se oentrifuga a

1ü,UUU r.pum. en Sorval E555 por BD minutos. El sobrenadante asi

obtenido se utiliza para la siguiente etapa de infeooidn. En oada

etapa se sepsrd una aliouota de sobrenadante para evaluar el número

de particulas infeooiosas.

INHMNIUHD ÄISÚGÉNÉH:

Se sabe que la inmunidad lisogenioa es un parametro due se detep

mina para la oaraoterizaoion de diversos baoteridfagos, por lo que se

realizaron pruebas de inmunidad lisogenioa de los fagos {P11åg,F11äon,

v Uíäïì. Estos datos se nuestran en la tabla # Q. Íeoas las oepss li-

sogenioas resultaron inmunes a todos los fagos lo que indios que tie-

nen el ndsao sistema de represidn.

TABLå § 9.

ÍINUNIDÄD EISDGENCH

CERA ___ _ _ W f¶EQ_ _ _

015? Pllüg Pllåeh

CSH5?r- + + +

CSH5?r-(ü15?) - t . ¬

CSH5?r~(P119g) * - *

CSHBTF-(P119oh} - ' '

.bos simbolos (+1: Zonas de lisis, (-)= No hay lisis.
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Se agrega O .1 ml de la cepa corTes¡:x:mdiente a 3. O ml de agar de 

superficie 0,7%, se agita y se vierte en una caja Petri que contenga 

agc:ir Luria modi.Licado. se deja solidificar aproruud2::;•2nte 10 minu-­

tos. Con una pipeta pasLeur estéril se agrega una gota del fago pro­

blems. sobre el agar. Se incuban las cajas invertidas durante toda la 

noc,~e a 37°C, y se observa si hay o no presencia de zonas de lisis. 

MI CRCSCOFIA ELECTP.ONICA: 

Al inicio del trabajo se realizaron diversas preparaciones para 

observar en el microscopio electrDnico. 

Se prepararon rejillas de lisados "Stock" no purificados, obte­

nidos de las cepas originales CP119 y 0157) y de concentrados de los 

mi.-orros, obtenidos por empaquetamiento a(32,000 r.p.m.} en un rotor(SW40) 

por (3 horas) en una ultracentrifuga Beckrra.~ mcdelo LS-70. 

las preparaciones rrostraron fagos de distintas morfologias,las 

cabezas observadas fueron de f orrrB icosahédrica y con respecto a las 

cola.s se observaron distintos tarra.fios . En la figura # 1, se muestran 

algunas preparaciones con rrorfologias simila.>"'es , aunque debe notarse 

que las colas de las partículas son diferentes, y en algunos casos 

no son visibles. Las preparaciones presentadas tienen una amplifica­

ción de 30,000 X, y puede observarse que las partículas presentes en 

C y E son de menor tarrBño. 

(ob)

Se agrega 0.1 ml de la cepa correspondiente a 3.0 ml de agar de

superficie 0.7%, se agita 3 se visrte en una caja Petri que contenga

asar Luria modiricado, se deja solidificar aproximadamente lü minu--

tos. Con una pipeta pasteur estéril se agrega una gota del fsgo pro-

blema sobre el agar. Se incuban las cajas invertidas durante toda la

noche a 37°C, y se observa si hay o no presencia de zonas de lisis.

I-E CRGSCÚPEA ETECTRGPJIGA:

Al inicio del trabajo se realizaron diversas preparaciones para

observar en el microscopio eìectrdnico.

Se prepararon rejillas de lisados "Stock" no purificados, obte-

nidos de las cepas originaies {P119 p ü15?) v de concentrados de los

Xdswos, obtenidos por empaquetamiento s(32,üGU r;p;m.) en un rotoríswsüì

por (3 horas) en una ultnaoentrifuga Beckman modelo L8-70.

Las preparaciones mostraron Eagos de distintas morfologias,1as

cabezas observadas fueron de forma icosabëdrica y con respecto a las

colas se observaron distintos taaanos. En la figura # 1, se muestnsn

algpmas preparaciones con rrorfologias similares , aunque debe notarse

que las colas de las particulas son.diferentes, y en algunos casos

no son visibles. Las preparaciones presentadas tienen una amplifica-

cidn de 30,000 X, y puede observarse que las particulas presentes en

C y E son de menor tamaño.
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A B e 

o E F 

FOTOGRAEIA # 1. Fotomicrografía electrónica de preparados directos 

o concentrados de los fagos presentes en P119 y 0157. La amplifi~ 

ción es de 30,000 X. 

A.-0157ch directo; B.-0157ch concentrado; C.-0157 directo; D.-P119g 

concentrado; E.-P119g directo; F.- P119g directo. 

.

- -".'|fì .1 f;
'iv

';¬-1-f

A

--l?"."
. -n.

-1

- ..¬- ' . .¿-¡-_¿*Í'¬- - :...a=
n,-F. _-. -'

1-Il'

551

. . TI' H-

"”"Í--Is'

.ef--*-. Ir--ì"'.._- .|-.',`Í;-11''¡§'f¬":'.I'.'"'"l

TUTUSFAFIH # 1. Fotomiorogïafia eloctrfmica de preparados directos

o concentrados de los fag-os presentes en F119 3: EI15?. La amplifica_

cion es de 3ü,üE¦EI fi.

H.-Úíãïch d_it¬ec.1.-o; B.-ü15`ì'ch ooncenïïadog C.-fl15'ì' directo; D.-Plläg

concentrado; E.-P1'lE|g directo; F.- Pllüg di.recto.
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PATRONES DE RESTRI:CCTON; 

Pa:rTiendo de preparaciones de alto título (aproxir:adamente 10' 0 

fagos por mililitro), obtenidas :¡;or cultivos en etapas sucesivas, 

se extrajo el DNA de cada uno de los fagos en estudio. (Ver Y::ateria­

les y Métodos) . Al ser corrido dicho DIJ.A. e;-, gel de ag:arosa al G . 3 ?s 

se oDserva un peso molecular similar al del fago A., lo que nos indi-­

ca un tanaño aproximado de 50 Kb ( 46) fotografia # 2. 

los patrones de restricción obtenidos con las e.'1zimas EcoRI , 

Ba.mill y Sall (Ver M:iteriales y Metodos) son muy sir:úlares para aDbos 

fagos (P119g y P119ch), sin embargo con las t:res enzi'Tds se encuen-­

tra por lo menos una diferencia. 

Con EcoPI P119g presenta una banda adicior~l de aproximadamente 

4.5 Kb. Con BamHr P119ch presenta una banda de aproximadamente 

3.2 Kb que no se encuentra en P119g y este a su vez tiene una banda 

menor· de aproximadamente 2. 3 K b, que esta ausente de P119ch. Con 

SalI , aunque no esta perfectai1ce.'1te definido el patrón se observa en 

P119cJ-1 una banda de aproxirradamente 8.4 Kb, que no se encuentra en 

P119g (fotografía# 3). 

(BT)

PATRONES DE RBSTRECCIGN:

Pa.rtiendo de preparaciones de alto titulo fiaproxifradamente 15"

fagos por mililitro), obtenidas por cultivos en etapas sucesivas,

se extrajo el DNA de cada uno de los fagos en estudio. (Ver Materia-

les y Metodos) . Al ser corrido dicho ì`.`.-¿La en aijarosa alEF'i -|.--.I gh.FB 3 Es an

se observa un peso molecular similar al del fago), , lo que nos indi-

ca un tamaño aproximado de 50 Kb (Ltd) fotografia ãš 2.

Los patrones de restriocidn obtenidm con las enzimas EZcoRl ,

y Sell (Ver Fateriaìes v Metodos) son muy similares para ambos

fagos (Pllâg y Pllâchì, sin embargo con las tres enzisas se encuen--

tra por lo menos una diferencia.

Con E3coRI P119g presenta una banda adicional de apr-o›:imadamer1te

14.5 Kb. Con Bamrï Pllãcn presenta una banda de aproximadamente

3.2 Kb que no se encuentra en Pllâg v este a su vez tiene una banda

menor de aproxinadamente 2.3 Kb, que esta ausente de Pllíìcb. Con

Sell , aunque no esta perfectamente definido el patrón se observa en

1'-"119ch una banda de apreaitnadamente 5.4 Kb, que no se encuentra en

P119g (fotografia Fi 3).



(58) 

A B C o E 

FOTOSPAFIA # 2. Electroforesis en geles de Agarosa 0.8%, se observa un peso 

rrolecular similar al del fago Á : linea A F119ch; linea B F119g; linea C 

P119; linea D 0157; linea E Á cc:mercial. 

(5-«B1

FL B C D E

 A fi 2. Ilectooforesis en geles de ågarosa 53.8%, se observa un peso

molecular similar al del fago A : linea a F119ch; linea B Fílfšlgg Linea C

P119; linea D ü15'.¡';_ linea E .E comercial.



( 59) 

A B C O A B A B 

4.S 

3.2 

2.3 

EcoRI BamHI Sall 

FaI'OGRAITA: # 3. Electroforesis en geles de Agarosa O. 8%, donde se muestran 

los patrones de restricción del DNA de los fagos aisiados, con las diferen­

tes enzirres utilizadas. 

EcoRI: linea A F119ch; linea B F119g. 

Controles de Peso Molecular: linea CA digerido con BstII; linea DA diger~ 

do con HindIII . 

Barrtn:: linea A F119ch; linea B F119g, 

SalI: linea A F119g; linea B F119ch. 

8.4 
45
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à BCD ¿L g Ã B

2.3

|

Em RI BamHI Ball

FDTUGRÄFIA: ii 3. Electrofor-esis en geles de Fugarosa 0.5%, donde se |1¬.ues1_-ran

los patrones de restricciíån del DNP', de los fagoe aislados, con las diferen-

tes enziïnas utilizadas.

EooRI: linea H. Flíflchg linea B Flldg.

Controles de Peso Molecular: linea C A digerido oon BstII; linea D A digeri

do con Hina:I[II.

B-aI|'H[: linea A Fllüchg línea E Fllåg.

Salï: linea a F119g:_. linea B F'119ch.



CAfIWLD V 

ill SCUSI ON Y CONCWS:: ONES 

A. - ) ill SCUSI ON DE RESULTADOS: 

Se aislaron dos fagos, sensibles a clo:roformo, de la cepa de 

Escherichia coli en estudio (P119), los cuales se denowinaron P119g 

y P119ch. EsTos fagos tienen la misJIB. innunidad y son sirrilares en 

cuanto a: Tlemp::is de adsorción, p:roducción de U.F.P. en eTapas conse 

cutivas, cinética de creci.rriento, estabilidad con sulfato de EBgnesio 

y t~~peratura. Sin embargo, sus patrcnes de restricción aun siendo 

similares :10 son iguales. 

limbos fagos codifican la p:roducción de citotoxina tanto irrtra 

celular coJTO extracelular; cabe mencionar que los títulos de cito 

toxina extracelular son rrás elevados, sobre todo en el caso de P119ch. 

Con las tres enzirras de restricción utilizadas para digerir el 

DNA de los fagos P119g y P119ch (EcoR: , BarrHI, SaJI), los pat:rones 

de restricción de ambos fagos rruestran variación por lo menos en un 

sitio di._roecto de corte a lo largo de todo el genoJIB.. 

Al comparar los pat:rones de restricción de los fagos P119g y 

P119ch con reportes en la literatura de los fagos H19A y H19B (36), 

aislados de una E.coli 026 asociada con diarrea infantil, se encontró 

que H19B y P119ch cortados con la misrra enzirra presentan patrones muy 

sirrilares entre si y ambos se diferencian de P119g por la ausencia de 

una banda de aprcxirradamente 4. 5 Kilobases. Ninguno de nuestros fagos 

aislados corresponden al fago H19A previailiente reportado (36). Estos 

CEGETULD U

UI SCLIEI UN Y CUNCLUEI UNES

A.-3 UISCUSION DE REElïLIFsDüS:

Se aislaron dos fagos, sensibles a clorofcmno, de la cepa de

dscbericnia_coli en estudio {Fll9l, los cuales se denominaron Pllåp

y Plidcn. Estos fagos tienen la sdsra inrunidad y son similares en

cuanto a: tiempos de adsorción, producción de U.F.F. en etapas conse

Cutivafia cinética de crecimiento, estabilidad con sulfato de magnesio

y temperatura. Sin exrbargo, sus patrones de restricción aun siendo

similares no son iguales.

ambos fagos oodifican la producción de citotoxina tanto intra --

celular como extracelular, cabe mencionar que los titulos de cito --

tosira extracelulsr son máis elevados, sobre todo en el caso de Pllilcb

Con las tres enzimas de restricción utilizadas para digerir el

DNA de los fagos Pllsg 3; Pllsch íïcofï , Baml-ll, Sell), los patrones

de restricción de ambos fagos nuesüari variación por lo menos en un

sitio cLi_rec'to de corte a lo largo de todo el genoma.

Al comparar los patrones de restricción de los fagos P119g y

P119ch con reportes en la literatura de los fagos H19A y H19B (36),

aislados de una 1-_ì_._cï;l¿`._ 025 asociada con diarrea infantil, se encontró

que HBB 3' Pllåch cortados con la misma enzima presentan patrones muy

similares entre si y ambos se diferencian de Pllëìg por la ausencia de

una banda de aproxirradarente l+.5KÍiLobases. Ninguno de nuestros fagos

aislados corresponden al fago Hlãs previamente reportado (36) . Estos
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datos sugieren la posibilidad de la existencia de illla familia de fagos 

convertidores a citotoxicidad. 

Nuestros dates indic,~s, que P119ch y P119g tienen )Y"::~;iedades bio­

lógicas si,-n.ilares, difer'enciandose exclusivamente ~:or sus patrones de 

restriccién, esto pcx:lrÍa indicarnos que en realidad dichos fagos son 

del wisr:D origen y que W1o de ellos sufrió alguna mxlificación en su 

genórra que se reflejó en la aparición o desaparición de uno de los 

sitios de corte, sin que este cambio afecte a las propiedades bio 

lógicas del fago. 

Por datos previar;ente reportados en la literatura se sabe de la 

eYistencia de otros dos fagos denor.Una.dos 933J y 933W, ambos fagos 

c: '.2-"icar1 i::-a.ra la producci6::-- ae citotoxina, estos fagos son aislados 

e.e una cepa de Escherichia coli enteroherrorrágica causante de diarrea. 

Uno de estos fagos el 933J es similar al H19A que ya ha sido menciona-­

do. 

La ün=rtancia de estos fagos convertidores a cito toxicidad corro 

factores de patogenia no está bien definida. No se conoce su prevalen-­

cia en la pcblación ni se ha comprobado que en todos los casos produz-­

can diarreas en los individuos infectados con cepas de E.coli que los 

contengan. Por lo que se recomienda realizar futuras investigaciones 

para dilucidar la im:p:irtancia de estos fagos convertidores a citotoxici 

dad corro posibles factores de patogenia. 

íñll

datos sugieren La posibilidad de la existencia de una familia de fagos

convertidores a citotosicidad.

Nuestros datos indican que Plläch v Pllåg tienen propiedades bio¬

_oÄnl
oi i as similares, diferenciandose eeclusivsnente por sus patnones de

restricciãn, esto podria indicarnos que en realidad dichos fagos son

del mismo origen v que uno de ellos sufrid alguna nodificacidn en su

gendcs.cpe se reflejd en la.aparicion o desaparicidn de uno de los

sitios de corte, sin que este cambio afecte a las propiedades bio --

logicas del fago.

Por datos previanente reportados en la literatura se sabe de la

existencia de otros dos fagos denominados G33J y 933W, ambos fagos

oodifican para la produccidr de citotoxina, estos fägüä SGH äiålãüüå

de una ceoa.de Éscheridhia coli enterohemorrågida dausante de diarrea.

Uno de estos Eagos el s33J es similar al Hiäa que ya.ha sido menciona--

do.

1a.ineortancia de estos fagos convertidores a citotoeicidad como

factores de patogenia no estã.bien definida. No se conoce su prevalen--

cia en la poblaciãn ni se ha comrobado que en todos los casos peodee--

can diarreas en los individuos infectados con cepas de E.coli que los

contengan. Foe~1o que se recomiena realizar futuras investigaciones

para dilucidar la importancia.de estos fagps convertidores a citotonici

dd cono posibles factores de patogenia.
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B. - ) CONCLUSIONES: 

De la cepa original en estudio (P119) se pudie:n:m .li.slar dos 

fagos inductores de citotoxina con las siguientes características: 

1. - Su rrorfología no fué clararrente establecida, Sll1 embargo por 

:nicroscopia electrónica de l os fagos presentes en la cepa origi­

nal, encontrarros ITDrfologias diferen.tes de fagos. 

2 . - El peso rrolecular del DNA de los fagos en estudio es si'llilar y 

corresponde aproxirradarrence a 50 Kilobases . 

3. - !..Ds patrones de restricción con diversas enz.lm3.s indican una 

gran similitud eni:re el DNA de ambos fagos, aunque se encuentra 

por lo menos una diferencia entre ellos con cada una de las 

enz.lm3.s. 

4.- ConclUÍITDs que encontrarros dos fagos los cuales pertenecen a la 

familia de fagos que codifican para la producción de c.itotoxina.s 

existentes en la naturaleza. 
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B . - J CONCLUSIONES:

De la cepa original en estudio (P119) se puieron aislar dos

fagos induetores de citotoxina con las siguientes características:

1.-

2.-

3__

¡-5.-

Su.norfología no fué claramente establecida, sin embargo por

microscopía electrônica de los fagos presentes en la cepa origi-

nal, encontrenos ncefclogias diferentes de fagos.

El peso molecular del DNA de los fagos en estudio es sisdlaï*y

coeresponde aproximadamente a 50 Kilobases.

bos patrones de restrdooidn con diversas ensimss indican una

gnan similitud entre el DNA de ambos fagos, aunque se encuentra

por lo wenos una diferencia entre ellos con cada una de las

EI"¦2l.ETElÉ":› ›

Conluímos que encontremos dos fagos los cuales pertenecen a la

.fimnilia de fagos que oodifican para la.pmodueci6n de cdtotoxinas

existentes en la natueleza.



APENDICE 

Triptona 10 gr. 

Extracto de Levadura 5 gr. 

Cloruro de Sodio 5 gr. 

Agua destilada 1000 ml. 

Mezclar los reactivos con el agua, distribuir en frascos de 

100 ml y esterilizar quince minutos a quince libras. 

AGAF. LUPIA MOill FI CA.DO CON Cc'\LCI O. 

>ledio luria 

Agar 10 gr. 

Vitamina 3 al 1.5% 1.0 ml. 

Cloruro de calcio 1. O JIDlar 10 ml. 

Preparar el medio luria sin esterilizar en un matraz de 2.0 Li 

tras, afi.adir 1.0 ml de vitamina B al 1.5%, ajustar a pH de 7 .O, 

agregar el agar. Esterilizarlo en autoclave, a 121ºC quince minutos 

dejar que enfrie a 47°C y agregar la solución de calcio, verter el 

medio en cajas Petri y dejar solidificar. 

A.GAP. DE SUPERFI CI E AL O . 7 % --- ---
Medio luria ITDdif icado 100 ml 

Agar O. 7 gr. 

Poner el agar en un frasco de tapón de rosca, agregarle el 

medio luria l!Ddificado, tapar dejando los tapones flojos y esterili 

zar a 121ºC quince minutos. 

APENDICE

¶§§;Q_lLWEPn

Triptona 10 gr.

Extracto de Levadura 5 gr.

Clorwco de Sodio 5 gr.

agua destilada 1060 ml.

Mezclar los reactivos con el agua, distribuir en frascos de --

lüü ml y esterilizar quince minutos a quince libras.

äGaR_LURIA MUUIFIQÉLU dos dsl§lC;

Medio luria

Peer~1s gr.

Vitamina E al 1.5% 1.0 ml.

Cloruro de calcio 1.5 solar 1G td.

Preparar el medio lurda sin esterilizar en un metres de 2.0 ti

tros, añadir 1.0 ml de vitamina E al 1.5%, ajustar a pH de 7.0,

agregar el agar. Esterilisarlo en autoclare, a 121°C quinoe minutos

dejar que enfrie a 47°C y agregar la solueidn de calcio, verter el

tedio en cajas Petri y dejar solidifidar.

AGAR.DE SUPERFICIE AL.U.7%

Medio luria modificado 108 ml

Agar 0.7 gr.

Poner el agar en un fresco de tapdn de rosca, agregarle el

mdio luria modificado, tapar dejando los tapones flojos y esterili_

sar a 1210€ quince minutos.



VITAMI:NA B 1.5%, 

Vitamina B 1.5 gr. 

Agua destilada lOOml 

{'!ezclar ·perfectairente la vitamina con el agua y esterilizar a 

quince libras, qui nce rrú.nutos en frasco de 100 ml con el tapón 

flojo. 

AGJ.:R DE MANTENI MI: E!ITO. 

Peptona 2 • O gr . 

Cloruro de Sodio O . 5 gr. 

Agar 1 . 5 gr. 

Ai.!).12. 1000 ml . 

Mezclar tcx:ios los react ivos, disolver por ebullición y distri­

buir en viales o tubos pequeños . Esterilizar quince r.Unutos a 

quince libras. 

MIDI O SM (Mantenimiento de Fagos). 

c:;_or.JrD de Sodio 5 . 8 gr. 

Sulfato de Magnesio 2 .O gr. 

Tris-HCl 1. 0 rrolar pH=7 . 5 ( 50~1). 

Gelatina 2% 5.0 ml. 

Pesar los reactivos y agregarle el Tris-HCl y la gelatina 

previamente disuelta, aforar con agua destilada a 1000ml, repartir 

alícuotas de 100ml en frascos individuales y esterilizar a quince 

libras, quince minutos. 

' -I- 1.

go'-¦-.F

1gTa«t1e_s__1.s%.
Vitamina B 1.5 gr.

agua destilada lüürü

Hesclar perfeotarente la vitamina oon el agua y esteriliaap a

quince libres, quince minutos en frasco de 100 ml con el tapdn

flojo.

ÉGER DE HaNTENMIE§TQ¿

Feptona 2.ü gr.

Cloruro de Sodio 0.5 gr.

agar 1.5 gr.

'msn ni.
Hesclar todos los reactivos, disolver por ebullicidn 3 distri-

Lair en viales o tubos pequeños. Esterilisar quince minutos a

deince libres.

§§§LQ_§fl (Mantenimiento de Pagos).

Cloruro de Sodio 5.8 gr.

Sulfato de Magnesio 2.0 gr.

Tris-HCl 1.0 molar pH=7.5 (äünlì.

Gelatina 2% 5.0 ml.

Pesar los reactivos y agregarle el Tris-Hfll y la gelatina

previamente disuelta, aforer con agua destilada a lüüüml, repartir

aliouotas de lüüml en frascos individuales y esterilizar a quince

libras, quince minutos.



(65 ) 

BUFFER TPIS-BOFATO-EDTA CTBE). 

Tris Base 54.0 gr. 

Acido 3oríco 27.5 gr. 

EDTA •) . SM pH=8 . O 20 m1 . 

Agua destilada a 1000 ml. 

Pesar cuidadosamente los reac-tivo;o, colocarlas en ur1 ::-c..~az 

de 1.0 litro, agregar l os 20ml de EIJTA, aforar con el ag-ua. =es-:.::..>.­

da a 1000 ml esterilizar a quince libras, quince minutos. 

INDICPJXlP PAPA GELES. 

Xilen Cianol 1 pizca . 

Naranja G 1 pizca 

Azul de Brorrofenol 1 pizca . 

Buffer de Corrida CTBE) 7 .0 ml . 

Glicerol 3.0 ml. 

Mezclar y almacenar en frasco ambar. 

GEL DE AGAROSA 

Agarosa O .8 gr o 1.0 gr. 

TBE 10Dml. 

Disolver la agarosa en TBE con calor, verter sobre una base de 

vidrio y colocar el peine de plástico para que se hagan los :¡:ozos, 

dejar solidificar, quitar el peine :¡:oner el gel dentro de la carra-

ra de electroforesis y correr la muestra problema con TBE. 

( 5 5 )

Beta te eëeee-ee fiee -
Tris Base 54.0 gr.

Acido Borioo 27.5 gr.

Eüïa J.5H pH=8.0 2G nd.

Agea destilada a 1006 ml.

Pesar cuidadosamente los reactivos , colocarlas en un :rar-:az

de 1.0 litro, agregar los 20m1 de EDTA, aforar con el agua destila-

da a 11500 ml esterilizar a quince libras, quince minutos.

IN`DICÉ.DOP. PARA CELES.
1' __| _ if? 'i-' † ì

Xilen Cianol 1 pizca.

Naranja G 1 pizca

azul de Erosofenol 1 pizca.

Buffer de Corrida (THE) 7.0 ml.

Glicerol 3.0 ml.

Mezclar y almacenar en frasco ambas?.

GEL DE AGPROSA
.I _ _

agarosa 0.8 gr o 1.0 gr.

TBE lüüml.

Disolver la agarosa en TBE oon calor, verter sobre una base de

vidrio 3: colocar el peine de plástico para que se hagan los p0fl0~S¬

dejar solidificar, quitar el peine poner el gel dentro de la cama-

ra de electroforesis y correr la nuestra problema con TER.
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SULFATO DE f'AAGNESI O ~. 

Sulfato de rrognesio 24,64 gr. 

;,gua desr:lada 1000 rru. 

?esar 2uidadosarnente el sulfato de rragnesio, colocarlo en un ne 

traz de 1. O litro, agregar los 1000 ml de agua destilada. Mezclar 

l'.as-;:a disol\'er co;:ipletai""JEnte el sulfato con el agua y distribuir 

alicuotas de 100 ml en frascos de vidrio con tapón de rosca. Esteri-

li::ar 15 ::cin·__¡tos a 15 libras. 

ST:::: 0-DUCDE::'I L-SlI'J'ATO 10% ( SDS). 

10 gr. 

1000 ml. 

,:,G'egar los 10 r;raJIDs de SDS, en un matraz, que contenga los 

10DD r:cl_ de agua destilada, disolver lo mejor posible y repartir alÍ-

c:__¡ot3." de 100 rnl en frascos de vidrio con tap)n de rosca. Esterili--

:::ai" L rcinutos a 15 lib::'as. 

EDTP. (TE). 

Tr:is-Cl 0.1576 gr. 

o .0372 gr. 

Agua bidestilada 100 ml. 

Pesar cuidadosaJT12nte los reactivos, depositarlos en un rretraz, 

agre_>':ar aprox.1.rrBdaJ'.1.ente la rri tad del agua bidestilada, ajustar a 

pH= 8.0 y aforar a 100 ¡¡;l. Esterilizar 15 minutos a 15 libras. 

íddl

S`dLF:lTO DE NAGPEEG U. 1!*I.

Sulfato de magnesio Es.äe gr,

destilada iüüü mi.

Fesar cuidadosamente el sulfato de magnesio, colocarlo en un mg

traz de 1.9 litro, agregar los lüüü ml de agua destilada. Mezclar --

ìasta disolver completanente el sulfato con el agua v distribuir

alicuotas de ldü ml en frascos de vidrio con tapdn de rosca. Esteri~

lizsar 1.5 rinutos a 15 libras.

.`±.~“1«`ïf-?`-oï†`+*-lï;Í`t.3'i-ï`†lï`«"5ïÍ-¬Í~5[-5-1"=*'*'›.'.ï`_*.ïi 19% .".¿.;-"`i._U'5._Í'_-

SLÍE lü gr.

.ìestilada lüüü ml.

agregar los 10 granos de SUE, en un matraz, que contenga los

lüfid rd de agua destilada, disolver lo mejor posible v repartir ali-

cuo'tas de llld ml en frascos de vidrio con tapdn de rosca. Esterili--

:ar l:.minutos a 15 liteten
¡II-I¬-|-I--1-¡H r¬- 'F1-I-ur-I'I|I

*- ' -n- I ¦ --Li E |1.1.11. es -n-r-n-f'-|-I- I I- I
_ --_; ...---- -. .__-nl _'

Trìs-C1 ü.15TE gr.

umrfz gr.

Agua bidestilada 11210 ml.

Pesar cuidadosarente los reactivos, depositarlos en un metres,

agregar aorozimadamente la mitad del agua bidestilada, ajustar a

pH: E¦.f'J 1-; afor.-ir a llllü ml. Esterilisar 15 minutos a 15 libras.
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tlfil!_Q PARA CONGELAR CELULAS 'LLRQ.. 

MEM con soluci6n salina balanceada de Earles 25 hepes :oc.e 

Suero fetal de bovino inactivado 15 ,O nil 30 rcinutos a SfF'.:. 

Glicerol estéril 3 veces 15.0 rr~ 

L-Glutarnina 29. 2 3 '})t' rn1 1. 5 ru. 

Antibioticos : Penicilina 2 50 t~ rriJ_. 

Estreptomicina 150 f°-1 ru 1. Ornl 

TH PSI: NA 10X PAPA DESP?J:NDER CELVLAS VERO. 

Tripsina (Estéril) 5.0 rnl. 

PBS pH=7.2 0.01M (Estéril) 94.0 rn1 

EDTA 4% (Estéril) 

PBS (Evans) -----
Solución 1 

Solución 2 

1.0 rnl. 

0.01M Na2HPo 4 

0.15M NaCl 

Aforar a un litro. 

o .01M NaH2P04 

0.15M NaCl 

Aforar a medio litro. 

En un vaso de 1500ru se coloca la solución 1 y se agrega la solución 

2 hasta tener un pH= 7.2. 

(El)

3 rn F3 Paag çggsstgg çttgtgs vggp
Ã

'¦'..:" L:'T 1

O

MEM con soluciôn salina balanceada de Earles 25 hepes _

Suero fetal de bovino inactivado 15.5 ml 3G minutos a 55:2.

Glicerol estëril 3 veces 15.0 el

L-sin-tears 2s.2a;W†c 1.5
e,±isiatieaa=Peraai1i.-la iso 9'! fa.

Estreptomicina l5U†m“ml l.üml

rs Ps re. ¿gg gësa sts_ss¬srs_sf3 -coimas vtto.
Tripsina (Estêril) 5.5 ml.

PBS pH=7.2 U.U1M (Estëril) 94.ü ml

Efiïä H% (Estëril) 1.0 ml.

E§§_(Evans)

åflmdüil
U.UlH ì`~1a2Íi'PUL¡

G .l5ì'ì I-Ia-Él

Aforer a un litrtn

Solucion 2 U Din NaH2PÚu

Ú.15M NaCl

adorar a medio litro.

En un vaso de 15üUml se coloca la solucidn 1 v se agrega la solucion

2 hasta tener un pH= 7.2.

1"- 1-.-1
'¬d' 1¿_L
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LISTA DE MEDIOS DE CULTIVO S Y REACTI'!CS . 

Agarosa Ti.pon 

Agar Mac - Con..1<ey 

Agar 

Bacto-Triptona 

Bromu..ro de etidio 

BamHI 

Cloru...ro de sodio 

Cl oruro de ~alcio 

Cl oro forno 

DNAasa 

EcoRI 

IDI'A 

Etanol 

Extracto de levadura 

Fenol 

i~o .A-6877 

i'io . 0075- 01- 09 

No . A- 00 85 

No . 0123-01 

No . E-8751 

No . 3625 

No . 1309 

No. L-9180-60-1 

No. 8993 

No. 3252 

No. 0127-01 

No . 2858 

Hidróxido de sodio en lentejas No. 6498 

ProP3J1ol No . 9634 

SalI 

SDS 

Tripsina 

No . 161-0301 

No . 001-0893 

Si gr.¿. 

3aker . 

Baker. 

3aker . 

Sig¡ra. 

Signa. 

Baker. 

Baker. 

DI FCO. 

Baker. 

r1=rck. 

Merck. 

Sig¡ra. 

BIO-RAD. 

Sigrra. 

LISTH DE HEEIUB DE CULTIVU5 Y .fn*¬

sgarosa Íipcsï

Agar Nec-Conkey

Agar

Bacto-Triptona

Broemro de etidio

Bamñl

Cloruro de sodio

Cloruroctacalcmo

Cütroformo

Dflåasa

EcoRI

EUTA NO. 8993

Etanol No. 3252

Extracto de levadura No. 0127-01-

Fenol No. 2858
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