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CAPLTULO I
I NTRODUCCION
A.-) DATOS HISTORICOS.

Escherichia coli es el gérmen facultativo mis comin que se

encuentra en el tubo digestivo del hombre y de los animales, fué
descubierto por Escherich en 1886 durante sus investigaciones so
bre la composicidn de la flora bacteriana normal del nifio recién
nacido (1,4).

las cepas de E.coli incluyen un gran nimero de serotipos. AL
gunos de estos serotipos son miembros de la flora intestinal nor-
mal del hombre y otros son causantes de infecciones e intoxicacic
nes tanto en el hombre como en los animales (2).

Los serotipos de E.coli causantes de patologia intestinal en
el hombre se han dividido en cuatro grupos:
1.- E.coli enterctoxigénica (ETEC)
2.- E.coli enteroinvasiva (ELEC)
3.- E.coli enteropatogénica (EPEC)
4.- E.coli asociada a colitis hemorrégica (2.

La designacién de Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC)

es dada a los bioserotipos de E.coli dotados de la capacidad de
producir las enterotoxinas termoldbiles (LT) y termoestables (ST)
(3).

Ademis las cepas ETEC pueden producir estructuras superficia
les fimbriadas o fibrilares denominadas factores de colonizacidn,

cuya funcidn es promover la fijacién de la bacteria a la mucosa



intestinal (4,5).

Las ETEC causan diarrea en humanos (nifios v adultos), y en va-
rias 2species animales como cerdos, bovinos y ovinos.

Inicialmente las ZTEC se fijan al epitelic intestinal por me—-
iio de su factor de cclonizacidn para enseguida proliferar y produ-
cir su o sus toxinas, siendo la adherercia z la mucosa un prerequi-
sitc para que ocurra colonizacidn (6).

_cz bloserctipos de ETEC varian de una regién geogrifica a
otra (7,8). En los paises en desarrollo, estas bacterias han sido
encontradas en un porcentaje relativamente elevado en nifios con dia
rrea aguda end@mica (8,10). La frecuencia de diarrea endémica en
aduitos no ha side investigada sistemiticamente, mis los datos

existentas sugleren que tuede ser bastante elevada (9).

La denominacidn Zscherichia coli entercinvasiva (EIEC) es dada

a ciertes celibacilos que invaden la mucosa intestinal humana
ccasionando diarrea semejante a la causada por Shigella (11) vy que
son cagaces ds provocar querato-conjuntivitis en el cobayo (prueba
de Sereny). La infeccidn causada por los colibacilos invasores se
localiza en el ileo terminal del intestino grueso. La bacteria pene
tra a la célula epitelial y prolifera én su interior destruyéndola.
El paciente puece presentar desde una diarrea leve a un sindrome
disentérico grave. Aparentemente la infeccidn se limita a la mucosa
intestinal (12).

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

minan la invasividad de estas bacterias. Datos recientes sugieren



que la capacidad invasora es mediada por genes crorosdmicos ¥ por
genes localizados en un plésmide semejantes a los descritos en las
cepas de Shigellsg (13,14).

la primera ETEC fué aislada de macacos con diarrea (13). Hz -
side demostrado que las infecciones por estos microorganismos pue-
den ser transmitidas por alimentos, agua © probablemente por cor—-
tacto directo (15).

Otros estudios han demostrado que los colibacilos invasores
son mas frecuentemente encontrados en nifios maycres y en adultos
(16). Tarbién se ha cbservado que alglnos bioserotipos son mds co-
munes en clertas areas geogriaficas (17).

El término Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) ha side

utilizado para designar ciertos serotipos de E.coli asociadcs a
diarrea infantil, que no producen las enterotoxinas LT y ST y tam-
poco tienen la capacidad de invadir la mucosa intestinal. Fue
hasta 1940 que se establecid que estos gérmenes eran capaces de
causar diarrea en nifios, especificamente en el primer afio de vida
(18}.

las primeras evidencias de que las EPEC causaban diarrea tu--
vieron por base estudios epidemioldgicos en los cuales fué demos--
trada la asociacidn entre ciertos serotipos y casos de diarrea,
tanto epidémica como esporddica (4). Recientemente, surgieron du—-
das scbre la patogenicidad de este grupo de bacterias (19), sin
embargo la enteropatogenicidad de varios serotipos fue confirmada

por estudios experimentales en nifios y en adultos voluntarios (20)
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Se considera, en general, que las EPEC son causar-es de die -—-
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rrea en nifios menores de un afic. Sin embarzc se nan regictrade ca--

505 epidémicos de diarrea causados por ZPEC 2n persenac nostitaiie-

,....u.-z-(:u

zadas y en adultos normales que ingieren alimentcs contars

(21},

Fue verificado recientemente que las EPEC suedern colonizar =2
intestino grueso (22). Es necesario realizar mis sstudics para dilu
cidar si la diarrea afecta solamente el intestine delzadc -

el grueso.

la produccidn de toxinas por algunas cetas entercses’rias ha
sido demecstrada por el efecto de lcs scbrenadantss de cultives hac-
terianos en cultivos de tejidos (24) v en intestinos de animales
(25). En cultivos de tejidos, el efecto es de tipo citotduico, ore-
duciendo muerte celular.

En 1983, Riley y colaboradores (25) publicaron los resultadcs
de sus estudios sobre dos casos de colitis hemorrigica gue afecta—-
ron por lo menos a cuarenta y siete persconas en Cregon v Michigan
en Estados Unidos los meses de Mayo y Junio de 1:22. las principa—-
les caracteristicas de esta colitis hemorrdgica fueron cblicos abdo
minales, severas diarreas acuosas, deposiciones sanguinolentas y
fiebre discreta o ausencia de ella. Las investigaciones epidemic --
18gicas revelan que los dos casos estaban relacionades con la inges
tién de hamburguesas adguiridas en una misma cadena de restaurantes.

Un estudio bactericldgico de las hecss, realizado durante los

cuatro dias siguientes al inicio del cuadro clinico, mpstré gque



nueve de doce pacientes eran portadores de un serotipo raro de

Z.o0ll 0137:H7 el cual fue también responsable de un caso de coli—-

-is hemorrdgica, descrito por Lior y Gill (27) en Canada. la E.coli
0157:H7 aislada parece provenir también de la ingestién ce una
namsurguesa contaminada.

Hasta el nmomento, no son claros los FTactores de virulencia de

E.ooli 0157:H7, respor

Fr]

ables de las ranifestaciones de colitis hemo
~Zzica, sin embargo se sabe, en concreto, que la mayoria de las
ceznas de esta bacterda producen una citocroxina llamada verotoxina
la cual fué descrita por {onowalchuck y colaboradores en 1977, ellos

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

1L
iy

las conocidas, ST y LT que causan efecto citopdtico en cultivos

oflulas Vero (23,28).

f

la posibilidsd de que exdista otra towina difevente a ST y LT
que este invelucradra con la patogenicidad de E.coli 0157:H7 también
es sugerida por Johnson y colabcradores en 1983 (30).

Karmali y colaboradores, estudiando pacientes con sindrome
urérico hemolitice (29) demostraron que las cepas involucradas pro--
ducian actividad citotéxica en células Verc. Posteriormente
0’Brien y colaboradores reportan que esta citctoxina puede ser
neutralizada por antisuero preparade frente a toxina Shiga purifica-
da (55).

0’Brien y colaboradores en 1383 purifican la toxina de E.coli
933(0157:H7) la cual muestra una actividad biolégica similar a la

toxina de Shigella dysenteriae tipo 1 (Shiga) ambas toxinas son




(6)

tdxicas para lineas celulares in vitro, ocasionan pardlisis v muer-
te en ratdn, y son enterotoxicas en segmentos ileales de conejos
(31). Elles lograron la purificacién utilizando algunos procedimien
tos previamente reportados para la toxina purificada de la cepa
E.coli 026 (H30) (30,31,32).

La produccidn de elevados niveles de citotoxina 2n algunas
cepas de E.coli es actualmente asociada con un bacteri:;fago tempe——
rado (31).

E.coli H19 fue la causante de una epidémia de diarrea infantil
en la Gran Bretafia, no es invasiva y no produce enterotoxinas ST y
LT (32), pero produce grandes cantidades de citotoxina parecida a

la toxina de Shigella dysenteriae 1(Shiga-like) (23,33).

Scotland y colaboradores en 1983 describen la presencia de una
toxina codificada por un bacteriofage en la cepa H19 de E.coli
(Serogrupc 026). Ademis observaron que al cultivar esta cepa con--
jw;ta.rrente con una cepa de E.coli K-12, se transfiere la toxigeni-
cidad (33).

Trabajando con esta misma cepa Smith y cclaboradores aislarcn
dos fagos diferentes que codifican para la produccidn de citotoxina
(fago H19A y fago H19B), que son liberados espontdneamente por la
E.coli H19. También aislaron otros fagos que codifican para la
produccidn de citotoxina en otras cepas de E.coli (3y), .

0°Brien y colaboradores en 1%84 reportan que la cepa 0157:H7
(933) de E.coli; es causante de diarrea hemorrdgica y produce

grandes cantidades de toxina tipo-Shiga, también encontrarcn que



(7)

alberga dos fagos diferentes designados 9337 y 3933W.(36).

En este mismo trabajo presentan su morfologfa, bioquinica y
evidencias genéticas de que el fago 933J de la cepa 937 sasta Intima
mente relacicnado con el fago H19%A, lo que parece indicar que exis-
ten en la naturaleza una familia de toxinas codificadas por bacterio
fagos en cepas de E.coli (36), La citotoxina producida en grandes
cantidades por E.coli K-12 lisogenizadas con el fago 9337 es neutra-
lizada por el antisuero contra toxina Shiga (36).

Newland y colaboradores en 1385 clonarcn el DNA del fago 9330

que codifica para los genes estructurales de esta toxina encontran-—

do que existe una homologia con el DNA de Shigella dysenteriae

tipo 1 v Shigella flexneri (37).

Strockbine v colaboradores en 1986 demostraron que la citotoxi
na producida por E.coli X-12 (933W) no es neutralizada por anti --
toxina Shiga. Ademds al determinar la homologfa de los genes estruc
turales de 933J y 933W y la especificidad antigenica 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 bioldgica similar; proponen
para estas citotoxinas los nombres de Shiga-like I y Shiga-like IT;
asociandolas con sfndrome diarreico, colitis hemorrdgica y sindrome

urémico hemolitico (38),



(8)

B.~) GENERALIDADES DE BACTERI OFAGCS.

Los virus, han sido descritos con toda propiedad comc estructu
ras situadas en el "umbral de la vida", son particulas compuestas
principalmente por dcido nucleico y cierto nimerc de suturidades de
protelnas especificas (39). Los virus pueden agruparse dentro de
tres principales clases de acuerde a la naturaleza de sus hospede—-
ros:

Clase I .- Virus de Arndmales.
Clase II.-Virus de Plantas.
Clase III.-Virus de bacterias (40).

En esta seccidn dirigiremos toda nuestra atencién a los virus
bacteriancs, tambidn llamados bacteridfagos (41).

[os virus bacterianos fueron descubiertos durente la primers
guerra mundial por el francés F.d’Herelle quién les did el nombre
de bacteridfagos (comedores de bacterias).

Delbruck se did cuenta de que estos entes pequefiisimos que se
multiplicaban dandc origen a progenies idénticas, podrian ser utili
zados como material experimental para estudiar el problema de la
replicacidn 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 proteinas y DNA. Las primeras microgra
fias electrfnicas obtenidas de ellos mostraban que consistian de
una cabeza y una cola formadas de proteinas y que dentro de la pri

mera se encortraba empacado el DNA (41,42,43,44,u45).



(2}

En la actualidad el térmiro bacteridfagn es dado para los vi-
rus que se replican en cualquier bacteria y que son incaraces de
miltiplicarse en ausencia de un hospedero sensible (43).

los colifagos son bacteriofagos cuyo Unico hospedero es

Escherichia coli (34%). La complejidad de los bacteriofagos varia

gradualmente, en proporcién al tamafio de sus genomas (39)Tabla # 1.
La cabeza de el fage puede presentar tanto DNA como RNA capaz de

replicarse unicamente en presencia de una bacteria hospedera. Las

de transporte de el material gengtico del virus (47).

Los bacteridfagos fueron clasificados de acuerdo con la forma
de interaccionar con la bacteria huésped y de esta manera se divi-
den en dos grandes grupos:
a.-)Bacteridfages virulentos.
b.-)Bacteridfagos temperados (54).

Los bacteridfagos virulentos se caracterizan porque invaria--
blemente lisan a la bacteria que infectan y no existe otra alterna
tiva que seguir lo que se ha denominado como ciclo 1litico o vege--
tativo, por lo cual también se le conoce como fagos 1iticos
(Figura # 1).

A diferencia de estos; los bacteridfagos temperados tienen
dos alternativas a seguir: a) Siguen el ciclo litico a semejanza
de los bacteridfagos virulentos & b) Se establece una asociacidn
"semipermanente" entre el cromosoma de el fago y el hospedero, de

modo que siempre, que se replica el crompsoma bacteriano se repli
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Figura # 1. Ciclo litico: Primeroc se produce el reconoci-
miento entre el fago y la bacteria suscepti--
ble, el Adcido 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 cé&lula huéBsped.

Tomado de Gene Function.

Robert. E . Glass.



ca tambifn el cromosoma fdgico, Al genoma del fago se le
llama entonces!'"Profago" y permanece asociado al cromosor
ma bacteriano 8 insertado a 81 (Figura # 2a y 2b), v a

la bacteria se le conoce como bacteria lisogénica.

Las células lisogénicas difieren de las ceélulas sen
sibles en dos aspectos importantes:

1.- Son inmunes a la superinfeccidn 1litica por el mismo
bacteri8fago o por otros que estdn Intlimamente rela-
cicnados con 8l.

2.- Las bacterias lisogénicas liberan fagos al medio en
forma espontanea; carvacteristica que es heredable(ul),

Los virus bact:srianos pueden ser incluidos en grupos
pequefios de acuerdc a sus caracteristicas morfolbgicas,
la naturaleza y tamafic del material gendtico y la depen-
dencia sobre el hospedero (48,49,50,5%1),

a.-) MORFOLOGIA: Los bacteri8fagos pueden presentar una

cipside con estructura icosahddrica, aparentemente poli-

hécrica, tienen tamafic variado,hay fages con DNA largoe

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

nc coni-actil, existen otros que tienen cola corta pre--

sentando un DNA ecircular o una cadena de RNA lineal, los
hay con DNA pequefic con cocla parecida a perno, tambilén
los hay filamentosos que contienen RNA dando la aparien-

cia de no tener cabeza, pueden existir modificaciones en
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(15)

Figura # 2a. Ciclo lisogénico: Los primeros pasos son si-
milares a los del ciclo litico, diferencidn-
dose en que el genbma viral en lugar de mul-
tiplicarse independientemente se integra al
cromosoma bacteriano perpetuandose asi con

la divisién celular.

Tomado de Gene Function.

Robert. E . Glass.
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Figura # 2b. Ciclo de vida de un bacteribéfago temperado:
Los fagos temperados al infectar una bacte-
ria generalmente establecen liscgenia, pero
puedzr __trar a fases de ciclo litico a tra
vé€s de un mecanismo de induccidn gue permi-

te la multiclicacién del genoma viral.

Tomado de Gene Function.

Robert. E. Glass.
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las fibras de la cola (finos apendices proteinicos) impqr
tantes para determinar el rango del hosﬁedero,

Como se puede observar en la tabla # 1 y Figura # 3
los virus varian considerablemente en forma, tamafio y
composicién quimica,
b.-) EL GENOMA VIRAL: Los bacteridfagos presentan diferen
cias en cuanto al tipo de dcido nucleico (DNA & RNA) que
contienen y el tamafio del mismo; perc hay correlacidn en-
tre el tamafic del genoma y el gruﬁo al que pertenecen;
por ejemplc los slete fagos wirulentos conocidos como la
serie T (T,-T3 1 jse agrupan de la sigulente manera

Los T pares (T, , Tﬁy T, }s los cuales son muy simila-
res tanto en sus propiedades seroldgicas como en su cons-
titucién genética y son caracterizados por dos aspectos
importantes; 1,-) Su desarrolle intracelular es indepen--
diente de la integridad del cromosoma bacterianc y por
lo cual han sido denominados como virulentos autdnomos y
2,-) E1 DNA contiene 5 hidroxi-metil-citosina en lugar
de citosina, El fago Tg se asemela a los T pares en ser
virulento aut8nomo, peroc retiene citosina en su DNA.

Los bacteri8fagos T, Ty v T3 , por otro lado no es-
tan relacionados ni seroldgica ni genBticamente a los T
pares s contienen citosina en su DNA y demandan para su

desarrollo que el cromosoma de la bacteria se encuentre
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intacte, por lo que son denominados virulentos dependien
tes.

Existen grupos de fagos fillamentosos con DNA circu-
lar,virus con RNA semiesfdrico (MS2, F2, R17), ambos gru
pos son semejantes con respecto a3l tamafio de el genoma
del virus. Los hay tambidn muy pequefios con DNA circular
(46, 47, 51).

En la tabla #2 se muestran algunos fagos pertene -
cientes a los diferentes grupos anteriormente mencionado:s,

c.-) INFECCION VIRAL: La infeccidn del fago ocurre en
tres principales etapas:

1.-) Colisidn,
2,-) Adsorcién.
3,=) Inyeccidn.

La primera etapa de Infeccidn es un choque al azar
entre el fago y la bacteria gue es lo que se llama coli-
sidn, |

La adsorcidn ocurre normalmente en la superficie
celular, existiendo especificldad de reconocimiento en
cuanto a receptores del fago y la bacteria.

Los metales i8nicos, particularmente los cationes
divalentes, son regueridos para que el fago se sujete
eficientemente, tambidn existen los lipopolisacdridos -«
implicados come sustancias receptoras (ué). Cabe mencice

nar que la adsorcidn es irreversible.



Fago

P

T4

T7

#x174

ms-2

Clase

Lamboide

T par

T imparg
Isometrica
Filamentosa 6

RNA fago 6

ANATOMIA COMPARADA DE FAGOS

Ciclo Infectivo

Temperado

Temperado

Temperado

Temperado

Viruilento

Virulento

Virulento

Virulento

Virulento

Tabla Ne 2

Caracteristicas de el Virus

Cabeza Cola
morfologia Tamaiiolhm) (nm)

Isometrica 60  135x15
Isometrica 65  150x12
Isometrica 60  135x10
tsometrica 54  100x18
Anisometrica 80x110 98x20

Isometrica 58 20%19

Isometrica 25 e
- - ?200x 9
isometrica 26 -

Genoma Viral

Tamaifio Forma Terminacion
(Kb

48.6 Lineal Cohesivo¢12nuch
91.5 Lineal Redonda; permutada

33 Lineal Cohesivo‘19nucl}
38 Lineal Secuencia de hospe
deros heterogeneos
166 Lineal Redonda;permutada

40 Lineal Redonda (IGObp)
54 Circular
6.4 Circular

3.6 Lineal, RNA ==

Tomado de Coro Dunet fond,

Bt o T Olass .,
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En cuanto a la inyeccidn del DNA, la cola del bacterid
fago parece una jeringuilla hipod&rmica provista de un
resorte) posee una valna contrdctil que rodea a un conducto
central por el cual el DNA es inyectado a la celula huésped
(Figura # 4).

d.-) CINETICA DE PRODUCCION INTRACELULAR DE FAGOS:

En cuanto a la cindtica de produccifin intracelular de
fagos se puede observar que despuéé de la adsorcidn 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 1lisis y no existen partfculas infectivas de fa--
gos dentro de la célula.

Por le tantc, el perdodo de eclipse (perdida transito
ria de la infectividad) es el tiempo reguerido para gque se
lleve a cabo la sintesis de DNA 8 RNA del fago (5u),

Por otro lado, el perilodo de latencia es el tiempo
requerido desde la infeccidn hasta la maduracidén de los
fagos ¥ su liberacidn de la bacteria infectada, esto por
consiguiente incluye el perilodo 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.-) MORFOGEMESI'S: Se aplica el nombre de morfogénesis a

un grupo de procesos por medio de los cuales los organis-r-
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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
pués de permitir la adsorcidn se eliminan, en general por
dilucién, 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 nimero de particulas virales encontradas al tra
tar las bacterias con un agente como cloroformo (o sea
inducir la lisis externamente); la linea continua es la
determinacidén de fagos en el sobrenadante del cultivo.

Tomado de Gene Function.

Ropert. E. Glass.



mos vivos crecen y se desarrollan en el espacic vy en el
tiempo, obedeciendo a una programacidn gendtica.

El proceso de morfogénesis del fago (maduracidén) es
considerado un problema Fisico-quimico acerca del cual
poco es conocido., Wood y Edgard (52) construyeron el mapa
de los distintecs genes del virus en la célula huesped de

Escherichia coli.

lLa morfogénesis de bacteriffagos es un procesc altz-
mente organizado en el cual tanto los genes bacterianos
como de los fagos actllan 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 insercidn del
profago dentro del cromosoma bacteriano; o en forma més
general, la insercidn de los episomas dentro de los creme
somas. De acuerdo a este modelo, el profagc se integra
por un evento de recombinacidn reciproca que ccurre entre
un sitio especial de adosamiento scobre el cromosoma circu
lar del fago ( att?) y el sitioc correspondiente sobre el
cromosoma circular bacteriano ( att?); el resultado es
que el DNA del fago se inserta dentro de la continuidad
del cromosoma bacterianc, Figura #6,; la escisién del pro-
fago puede presentarse como un Droceso exactamente inver-

so. Una caracteristica esencial de este modelo, es que el
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Figura # 6. Lisogenizacidn; la integracidn de X dentro del

cromosoma de E.coli, al penetrar en la célula
bacteriana, el cromosoma deA se circulariza ¥y
¥ la integracidén tiene lugar come resultado
de un solo entrecruzamiento entre sitios esﬁg
cfficos de los cromosomas del fago y la bacte
ria (at+® v att? | vespectivamente). Cada uno
de estos sitios parece ser una estructura do
ble, representada per P y P7en 21 cromosoma
del fago y B y B en el cromosoma bacteriano,
y el eventc de recombinacién existente se
presenta entre estos dos pares de sitios.
lNotese que después de la integracidén el
orden de los genes, a lo largo del profago,
es diferente del orden en el fago vegetativo
infectante y que la recombinacidn produce dos
nuevos pares hibridos de sitios de adosamien
to, La escisidn del profago se lleva a cabo
por el proceso inverso, Tomacdo de Smith- Kery.

Genética.
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cromosoma del fago es circular en el momento de la inte-
gracifn, En 1962 se pensaba que el cromosoma era lineal,
sin embargo, al afio siguiente, en 1963, se encontrd que
el cromosoma tenia 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 vueda
occurrir entre ellos la recombinacidn debe haber reccnoci
miento entre sus secuencias de nucledtidos. Se ha cbser-
vado que la integracidén siempre sucede entre estas regio
nes especificas 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 largoe del pro-
fago integrado puede diferir del orden en el cromesoma
lineal vegetativo. Los cromosomas profago y vegetativo
son permutaciones ciclicas uno de cada otro.
3.-) El modelo de Campbell requiere que los cromosomas

del fago y la bacteria sean colineales (53),



CAPITULO II
PLANTEAMI ENTO DEL PROBLEMA Y OBJETI VOS
A.-) PLANTEAM ENTC DEL PROBLEMA:

Snith v colaboradores (34 ) estudiando una cepa de E.coli 026(H19),
causante de una epidemia de diarrea infantil en la Gran Bretafia, encon-
traron que dicha cepa era capaz de producir grandes cantidades de una

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

citotoxina, que se ha llamado "semejante a Shiga" (Shiga-like), es
producida en cantidades variables por distintas cepas de E.coli (36),
y se encuentra codificada genSticamente, en la cepa H19, por bacterib——
fagos. Los autores mencionados aislaron dos fagos diferentes (HI9A y
F13B) de dicha cepa.

Posteriormente, O’Brien y colaboradores (32) han reportado que
E.coli 0157:H7 cepa 933, causante de colitis hemorrdgica, produce
grandes cantidades de toxina Shiga-like, y tiene dos fagos inductores
de toxinas. Estos investigadores describen la morfologia, bioquimica
v glnetica de uno de estos fagos, el 933J.

Ios datos anteriores indican la posibilidad de que exista una
familia de fagos inductores de toxina Shiga-like en cepas de E.coli
presentes en la naturaleza.

Este estudio estd orientado a probar si la citotoxina producida
por una cepa de E.coli, aislada de un caso de diarrea infantil estu-
diado en México, es también codificacdz ;.r fagos. Esta cepa de

E.coli (P113) no pertensce a ninglno de los serogrupos considerados
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enteropatdgencs y es alta productora de citotoxina detectable en

celulas Vero,

B.-) OBJETIVOS:

1.-) Aislamiento de el (los) bacteridfago (s3) presentes en la cepa

(P119) de E.coli.
2.-) Caracterizar el (los) bacteridfago (s) en cuanto a su roric--
logia, su inmunidad lisogénica v su genoma; peso molecular ce

su DNA y patrones de restriccién del mismo.



CAFPITULQO III
A,-) MATERIAL BIGLOGICO;

CEPAS BACTERI ANAS

-
[}

epa tipo 01857:H7 Causante de colitis hemorrégica.
Cepa P119: Es una cepa aislada de un paciente con diarrea
aguda en el Hospital Infantil de Mexico *#*Federico Gdémez*.
Cepa CSH 57r-: Es una cepa tipo de E.coli ; sexo T~
Cenotipo: ara, leu. lacY, purE, gal, trp, his, arg@, malA,
strA, xyl, mtl, ilv, metA o B, thi.
Fenotipo: Ara , Leu , Lac-, Ade , Gal . Trp , His™, Arg , Mal™, Str, Xyl ,
Mtl™, Ile”, Met™, Ile . Met ., 81~

Cepa CBO0: es una cera de E.coli K-12.

g

, the < leu . thi™, lac™
2.- CELULAS VERO:

la cual es una linea celular establecida obtenida de rifidn de mono
verde africano. Se utilizaron para realizar ensayos de citotoxicidad.
“odas las cepas v la linea celular fueron proporcionadas por el

Tnstitute ie Investizaciones Siomédicas. (U.N.AM.).

B.-) TECHICAS DE Al SLAM ENTC:

El aisiamiento ds fagos de la cepa P119 se realizé por los dos

(172N

metedos sigulentes:
1.-) Cultivo mixto con E.coli K-1i2.

2,-) Induccidn por luz ultravioleta,
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1.-) Cultivo mixto:

a) En tubos de 16 X 150 mm con 5.0 ml de medio Luria-CaCl, a una
concentracidn final de 0.001M, se inoculd la cepa donadera (P119 6
0157) y la cera receptora por separado (CSHS57r- & C600).

D) Se incubd 18 horas a 379C sin agitacidn.

¢) Se hicieron dilucicnes de la cepa donadora y de la cepa receptora,
mezeclandose 2.5 ml de cada una de elias, para tener 5.0 ml de volumen
total.

Las diluciones &ptimas se determinaron experimentalmente, encon-
trando que para las distintas cepas fueron:

119 dilucidn 1:50 (Donadora) + C600 dilucidn 1:25 (Receptora)=5.0 ml.
0157 dilucibn 1:25 (Donadora) + C800 dilucién 1:25 (Receptora)=5.0 mil.
d) Se incubd 5 horas a 37 . con agitacién (200 r.p.m).

&) Se centrifugd a 12,300 r.o.m. por % minutos en tubos Eppendorf.

f) Se plaqued scbre un césped de bacterias sensibles.

Fl método de plaqueoc consistid en: detectar leos fagos por su
capacidad de producir placas liticas en "céspedes" de bacterias
sensibles, utilizandose las cepas de E.coli X-12 CSH57r- y CBOO.

a) Se prepararon diluciones seriadas 1DX(15",10'1,1D'3,etc) de los sobre
nadantes obtenidos por cultivo mixtc,se utilizaron suspensiones de la
cepa detectora, como diluyente, para ello, se colocaron (.9ml de un
cultivo estacionario de 5 horas a 37°C de la cepa detectora en una se-
rie de tubos, se afiadieron 0,1 ml de scbrenadante de un cultive mixto,

obteniéndose una dilucidn 1:10 (107), se tomd 0.1 ml de esta dilu --
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ci8n y se pasd al segundo tubo (10°2) y as? sucesivamente,
b) Se incubarcn las mezclas 20 minutos a 37°C sin agitacién,
c) Se agregd 0.1 ml de la mezcla incubada, a un tubo de 13 X 100 mm
que contenia 3.0 ml de agar 0.7%, se agitd vigorosamente (cuidando de
no hacer burbujas) y se vertid esta mezcla en ura caja Petri que con-
tenfa agar Luria modificado.
d) Se distribuyd homogeneamente la muestra scbre el agar y se dejd
solidificar aproximadamente por 10 minutos.
e) Se invirtieron las cajas y se incubaron toda la noche a 37°C.
f) Para calcular el titulo, se contaron las tlacas liticasen las di-
luciones que resultaron mds adecuadas, v se axprest en unidades forma
doras de placas por mililitro.

Por eiemplo: Sabemos aue la dilucidn 10" tiene 0.1 ml de sobre--
nadante, la dilucién 10'1', 0.01 mi, etc Por lo tanto si la caja de

dilucién 107! tiene 100 placas, podemos calculars

100 placas---=-=———=-——== 0.1 ml.
¥ placas----——==—=——---1.0 ml.
¥X=1000 placas.

1.0 X 10* U.F.P/ ml.
2.-) Induccidn por luz ultravioleta:
a) Un tubo de 16 X 150 mm con 5.0 ml de medio Luria con CaClza una
concentracidn final de 0.001M, se incculd con la cepa donadora.
b) Se incubd 18 horas a 37°C sin agitacidn.

c) Se ajust8 la densidad 8ptica del cultiyo a 0.5 (800rm).
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d) Se centrifugd a 12,000 r. p,m por 15 minutos,
e) Se quitB el sobrensdante y se resuspendid en igual volumen de mew
dio Luria con CaCly a una concentracidn final de 0,010M,
£) Se vertid la suspensifn en una caja Petri estéril.
g) Se irradid con lampara de luz ultravioleta (a una altura de 30 cm)
60 segundos.s a una longitud de onda de 2537 A.
h) Se diluyd la bacteria irradiada 1:10 con medio Luria con calcio,
i) Se determind la densidad &ptica y se incubd 5 horas, volviendo a
determinar la densidad 8ptica.
J) Se centrifugd a 12,000 r.p.m. de 10 a 15 minutos.
X) Se plagued el sobrenadante sobre la cepa detectora igual que se
hizo zara cultivo mivto.
~.-) OBTENO ON DE CEPAS LISOGEM CAS:

Para cbtener cepas de E.coli k-12 lisogenizadas por los fapos
zn estudio, se procedid a realizar lo siguiente:
a) Se adiciond 0.1 ml de la cepa receptora que se deseaba lisogenizar
(con una concentracidén de 10% bacterias) a 3.0 ml de agar 0.7% fundi
do vy manteniendose a una temperatura de 48°C,
b) Se agitd vigorosamente cuidandc de no hacer burbujas,
¢) Se vertid la mezcla en una caja de Petri que contenga agar Luria
modificado.
d) Se distribuyd homogeneamente la muestra.

e) Se deid solidificar 10 minutos,
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f) Se colocd una gota de lisado con alto titulo de fago, sobre el
"césped" de la bacteria receptora.
g) Se incubaron las cajas a 37°C hasta que se secarcn las gotas, cui
dando de no moverlas.
h) Se incubaron las cajas invertidas durante toda la noche a 37°C.
1) Se picd 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-
cifn por el fagp, cuidando de no tomar bacterias sensibles. Este
material se Inoculd en un tubo con 5.0 ml de medic Luria con calcic.
j) Se incubd con agitacidn (200 r.p.m.) a 37°C durante 2 & 3 horas.
k) Se sembrd por estria para Separar colonias en una caja de agar
MacConkey.
1) Se escogieron al azar 10 colonias y se crecieron en medio Luria
con calecio durante toda la noche a 37°C sin agitacidn.
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 picd con una pipeta pasteur una placa litica aislada, obtenida
de un plaqueo de cultivo mixto.

b) Se pusc una placa en 5.0 ml de caldo Luria con calcio en un matraz
de 50 ml y se agregd 0.1 ml de bacteria sensible crecida toda la no--

che a 37°C sin agitacién en 5.0 ml de caldo Luria con calcio.



¢) Se incubd durante 5 horas a 379C agitando (200 r,p.m,)
d) Se centrifugd a 12,000 r,p,m, 5 minutos en tubos Eppendorf,
e) Se plaqued el sobrenadante obtenido como se describié anteriormente.

f) Se repitid este mismo procedimiento por lo menos cuatro veces,

E.-) TINCION NEGATIVA PARA OBSERVACI ON DE FAGOS POR M CROSCOH A
ELECTROM CA:

a) Se colocd una gota de suspensién de fagos en una rejilla para

microscopio electrdnice (la rejilla debe de estar previamente cublerta

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

capa de carbdn evaporado.).

D) Se deid de 2 a 3 minuius,

c) Se quitd cuidadosamente el exceso de liguido con papel filtro.

d) Se llevé a cabo la tincidn, colocando una gota de Fosfotungstate de

potasic al 2% scbre la rejilla.

e) Ze deid 10 segundos y se secd la rejilla con papel filtro.

f) Se observd al microscopio electrbnico,

F.-) OBTENCION DE DNA:

a) 50 ml de medio lLuria con calcio a una concentracidn final de 0,001M
se inoculd cor 0.5 ml de un crecimiento estacionario de cepa recepto--
ra.

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

ente de la cepa problema y se incubd cen agitacidn por 10 horas.
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c) Se centrifugd a 12,000 r.p.m.por 5 minutos en wubos Eppendorf, del
sobrenadante se tom§ una alfcuota para plaqueo,

d) Segunda Etapa: Se separd el scbrenadante y se procedid a infectar
2 matraces con la cepa receptora diluida 1:1600 y 1:100 usando igue-
les volumenes de scbrenadante y receptora.

e) Se incubé por 12 horas a 37°C, con agitacidn (200 r.o.m.).

f) Se centrifugd a 12,000 r.p.m. y se separd una segunda alfcuota para
plaqueo.

g) Se agregd 1p-1 de DNAasa y RNAasa con una concentracidn de (1!“6;'3-/-1)
por cada mililitro de sobrenadante y se incuba 30 minutos a 37°C.

h) Se centrifugd a 32,000 r.p.m. durante 4 horas en tubos de celulosa
12 X 2.5 mm(Rotor de ultracentrifuga SW40) Modelo:L8 70 Beckman.

i) Se tird el sobrenadante y se dejaron los tubos invertidos, Se seca-
ron con aire.

i) Se agregaron 100L1 de solucidn salina isotdnica por cada tubo.

k) Se resuspendieron y se pasaron a un tubo Eppendorf nuevo.

1) Se agregaron 5.1 de SDS 10% y 5wl de EDTA 0.5M pH=8.0.

m) Se incubd el tubo a bafio Marfa a 68°C por 15 minutos.

n) 3e sact el tubo v se le agregd igual volumen de fenol destilado y
estabilizado con TE (Tris-EDTA). Se agit8 suavemente,

o) Se centrifugd 5 segundos para separar las dos fases,

p) Se extrajo la fase acucsa y se le agregd igual volumen de fenol--
cloroformo (50%). Se centrifugd © segundos en Eppendorf.

a) Se extrajo la fase acucsa y se agregd igual volumen de cloroformo,
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se centrifugd por 5 segundos.

r) Se extrajo la fase acuosa y se agregd lgual volumen se isopropancl,
&) Se dejo precipitandc a -20°C,Toda la noche.

T} AL otro dia se centrifugé a 12,000 r. p. m. durante 15 minutos a L°C.
u} Se lavd con etanol al 70% (previars.zwe enfriado a -20°C),

v) Se dejd secar aproximadamente 10 minutos.

w) Se resuspendid en 501 de TE pH=8.0,

%) Se 3elld con parafilm v se almacend a -20°C.

G.-) ELECTROFORESIS EN GEL DE AGARCSA.

Para la cuantificaci?n y seguimiento de el DNA del fago se
utilizaron minigeles horizontales de agarosa 0.8% y 1.0% preparados
sobre portacbietos de (6X8 cm). Para los patrones de restriccidn se
urilizarcn geles horizontales de agarosa 0.8% y 1.0% preparados scbre
vidrios de (10X12cm) 6 una cdmara horizontal.

a) Se prepard la agarosa en buffer Tris-Borato-EDTA,

b) Se calentd hasta disolver.

c) Se vertid el agar sobre la base de vidrio con una pipeta.

d) 3e colocd el peine cuidando de no derremar la agarosa.

e) Se dejd solidificar.

f) Se quitd el peine y se puso el gel dentro de la cimara de elesctro
foresis.

g) Se llend la camara con solucifn amortiguadora TBE (Tris-Borato

EDTA) hasta la mitad.
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h) Se coloch de U-841 de las muestras que Se dessaban correr =n los
pozes cor: 5,0 1 de Indicador (colorante para geles).

i) Se corrid el gel aplicando una corriente de 100 volts (20 miliaa-
oeres),

3) Cuando se observé que el colorante empezd a entrar a el gel se
cubric totalmente con TBE,

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

1) Se tifnd con bromurc de etidio (0.5 f”'ml) durante 15 minutos.

m) Se cbservaron las bandas de DNA bajo una limpara de luz ultraviole
ta.

n) Se procedid a fotografiar.

H.-) PATRONES DE RESTRL CCION DE DMA:

Se utilizd DNA aislado de un fago purificade por clenacién. Se
utilizd la misma técnica descrita anteriormente pero el DMNA se digi-
rié con enzimas de restriccidn.

a) Se tomardn de 2-6 p1 de DNA problema y se agregaron 1.2l de bu-
ffer de alta, media & baja fuerza ionica de acuerdc a la enzima
utilizada, '

b) Se agregd la enzima correspondiente diluida 1:10 en TE pH=8.C.

c) Se incubd el DNA problema con la enzima de diversos tiempos a 37°C.
e) Se agregd colorante a cada muestra problema (5,0 pl),

f) Se colocarcn las muestras en los pozos y se procedib a correr la

electroforesis camo se menciond anteriormente.
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I.-) SENSIBLLIDAD A CLORCFORMO.

a) Se crecieron las cepas P118 y CSH37r- en 2.0m) de calde Liria con
caleio a una concentracidn final de 0.001M, se incubarcn a 237°C toda
la noche.

b) Se diluyeron ambas cepas 1:20 en caldc luria con calcio y se incu
baron durante 2 horas a 37°C con agitacidn (200 r.p.m.).

c) Se mezclaron 5.0 ml de cada una de las cepas y se incubarcn 5 ho-
ras con agitacidn (200 r.p.m.).

d) Se tomd la mezcla y se le agregd 1.0 ml de cloroformo.

2) Se centrifugd a 4,000 r.p.m. (20 minutos).

£) Se tomd el sobrenadante y se plaquec sobre la cepa sensible.

J.-) PREPARACICN DE PLACAS DE CELULAS VERC.

Todos los procedimientos se realizaron en condiciones estériles
(Campana de flujo laminar).
a) En una botella de 25 cm2 con una confluencia de células Vero de
80-90%(las células debian de tener mis & menos 48 horas de crecimi-
ento) .
b) Se quitd el medio y se puso 1.0 a 1.5 ml de tripsina 1.25%.
c) Se incubd S minutos a 37°C a una atmdsfera de CC, al 5%.
d) Se desprendieron las c8lulas a 37°C, se neutralizé la tripsina
con 3.0 ml de MEM FLOW completo para células Vero y se centrifugd a

1200 r.p.m. por 10 minutos a 4°C.
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e) Se resuspendid el sedimento en un mililitro de medio MEM FLOW
completo para células Vero.

f) Se tomd 0.3 mlL del resuspendido anterior, para subcuitive v se
colocd en una botella de 25 cm’ que contenia 4.0 mi de medio MEM
FLOW completo para c&lulas Vero.

g) Se afiadieron 10.0 nl de medio MEM FLOW completo para células
Vero a 0.2 ml de resuspendido, se prepararon las placas de 96 pozos.
h) Se agregd en una placa de 96 pozos a razén de 0.1 ml por cada
pozo(l.4 X 10" células aproximadamente), se cuidd de que la
suspensidn celular fuera homogenea.

i) Se incubd 24 horas a 36°C en una atmbsfera al 5% de o, .

X.-) DETERM NACION DE ACTI VIDAD CITOTOMI CA.

a) Se observd que la tlaca tuviera una confluencia de células mds &
renos de $0%.

b) Se hicieron diluciones al doble de la muestra con medic MEM FLOW
completo para c&lulas Verc desde 1:2 hasta 1:262,144.

¢) Se inocularon 25’,.1 en cada pozo de cada una de las diluciones.
d) Se incubd 96 horas, posteriormente se leyd el % de desprendimien

to de las células CDg, en relacién al control positivo y negativo.



CAFITULO TV

RESULTADOS

Este estudic se realizd con un aislado de E.coll
07:H(No determinada), de una paciente de 4§ meses con dia
rrea aguda. Esta cepa se caracterizé por tener une a
totoxicidad para cé&lulas Vero. A lo large de este trabais
se ha denominado P119.

Z1 aislamiento de posibles fagos presentes en la czatea
P118 se intentd originalmente haciendo extracciones con
cloroformo,cbteniéndose resultados negatives. Por medio de
cocultivo del aislado original con Z.coli X-12 y sin tra--
tar con cloroformo, se lograron aislar dos tipos de fages,
seleccionados exclusivamente por la morfologia de las pla-
cas liticas producidas en céspedes de E.coli X-12.

Estos dos aislados se denominaron P119g y P113ch.Se
utilizé come control la cepa 0157:H7; previamente reporta-
da en la literatura como citotéxicg y portadora de fagos.
De esta cepa referencia y por la misma metodologia se ais-
18 un fago que fué utilizado como control.

Se probd que los fagos aislados por cocultive, tanto
de la cepa problema P119 como de la cepa control 0157:H7,

son ldbiles a cloroformo, perdiendose toda la infectividad

de los lisados si 2stos son tratados con el mismo.
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Con los fagos aislados se infectaron dos cepas receptoras de
E.celiX-12 (C600 y CSHS7r-) obteniéndese las cepas lisogénicas res--
pectivas , a las cuales se les determind titulo de toxina y unidades
fermadoras de placas (U.F.P/ml), utilizando las cepas C600 y CSHSTr-
nc lisogenizadas como controles. (Ver Materiales y Metodos ) Estos re-

sultados se pueden cbservar en la tabla # 3.

TABLA # 3.

CEPA TOXINA TOXINA U.F.Pml.
EXTRACELULAR* I NTRACELULAR®

Ce00(P113) 32 2 5.0 X 104
2800(P119g) 32 2 5.0 408
CoU0(PLl18ch) 32 2 4.0 X 104
CSHS7r-(P119) 256 2 1.0 X 104
CS8HS7r-(P113g) 256 2 1.0 ¥ 100
CSH57r-(P1139¢h) 1024 512 5.0 X 10°
CSHETr- e S S
“Expresado como el inverso de la dilucidn mixima que presenta cito--

toxicidad CDgy en células Vero en cultivo.

0
La designacién de las cepas lisogénicas corresponde a la cepa
X-12 receptora utilizada,seguldo de la cepa donadora del fago.
El procedimiento seguido consistid en cultivar la cepa correspon

diente durante toda la noche, en matraces Erlen Meyer de 50 ml, con--

teniendo 10 ml de medio Luria con calcic. Se incuba a 37°C y —zon una



agitacidn continua de 200 v.p.m, Los cultivos se centrifugan a 16,500
r.p.m. en una Sorvall RSSB por 30 minutos. 3e separa el sobrenadante
y se esteriliza por filtracién en Millipore de 0.45, .Ia pastilla se
resuspende en un volumen igual (i0 ml) de PBS estéril, se sonica usan
do 30 ciclos de sonicacidn de 10 segundos cada unc, procediendose a

esterilizar por filtracidn en las mismes condiciones. En el sobrera—-
dante (extracelular) y el sonicado (intracelular) se determinan titu-
lo de citotoxina en células Verc y unidades formadcras de placas por
mililitro.(Ver Materiales v Metodos). Los controles fueron tratados

igual que las cepas liscgénicas.

Al medir la infectividad de un lisado almacenade por una noche
en refrigeracidn se observé que la perdida de actividad llegata a ser
total. Para responder la pregunta de si esto se debia a destruccién
de las particulas virales o solamente de su capacidad infecciosa se
checaron por microscopia electrfnica los lisades.

Encontramos que lisados sin fago detectable por plagueo
contenian particulas virales completas, aunque las colas de las mismas
no se observaban claramente,

Se procedid entonces a determinar las condiciones experimentales

que permitieran estabilizar estos fagos.
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METODO DE PLAQUEQ:

Se evalub primeramente el efecto de la metodologia de plaqueo
empleada en la deteccidn. Inicialmente se utilizd la reportada en
la literatura (56,57) para fagos lambdoides. Encontréndose resulta
dos poco repetitivos, razdn por la cual se modificd y estandarizd
esta metodologia.

Las principales modificaciones fueron: substituir la sclucidn
con la cual se realizaban las dilucicnes del lisado, empleandose en
lugar de medio £ como esta reportado comunmente, una suspensién de
(IC‘CEl/ ml) 0.5 de D.C, de bacteria detectora. El siguiente factor
evaluado fué el efecto del tiempo de adsorcién entre wirus y baete-
ria transcurrido antes .del plaquec. Estos datos se muestran en la

tabla # L.

TABLA # 4.

TLEMPO C600(P119) £600(0157)
257 1.3 XK1 3.0 X 10°
30° 3.0 X 109 2.0 X 10"
40~ 1.3 ¥ 10" 2.0 x 10"

Se prepararon las diluciones de lisado viral con una suspensidn
de 0.5 D.0 de bacteria detectora en un volumen final de 1.0 ml. Se
incubarcn por el tiempo marcado,se mezelaron con 3.0ml de agar de
superficie 0.7%. Se agitaron cuidadosarente y se vertieron sobre ca-
jas Petri con agar luria modificado. Se incubaron las cajas inverti-

das toda la noche y se contaron el nimero de placas liticas (centros



infectivos) en las diluciones correspondientes,

Los resultados son dificiles de interpretar, en el caso de la
cepa P119, a los 30 mirutos se observa una disminucifn en el niero
de U.F.P/ml, que no se observa a los 40 minutos. Puesto que con la
cepa 0157:H7 si es definida la disminucién de unidades formadora:z de
placas con el tiempc de adsorcidn se estandarizd el tiempo para expe

rimentos futuros, utilizandose 20 minutos en todos los casos.

EFECTO DE I VERSOS rACTORES EN LA ESTAHI II

Se deverminaron las condicicnes &ptimas para estabilizar nues--
tras preparacicnes "Stock" y evitar dentro de lo posible la pérdida
de infectividad. Se orobarcon distintas temperaturas y medics de con-
servacién, los resultados se muestran en la tabla # 5. Como se cbser
va no existe una diferencia significativa entre las distintas tempe-
raturas vy los diferentes medios de conservacifn, empleados.

La mayor estabilizacifn se cbtuvo con sulfato de magnesio 0.1M

a una temperatura de 2-4°C; aunque los resultados no son muy sig-

nificativos.

CONDICIONES DE PROPAGACION:
Para cbtener soluciones "Stock" con alta concentracién de par-
ticulas virales se partié del método reportado en la literatura pa-

raA(56,57). Brevemente consiste en "picar" placas 1{ticas produci-



Primer Dia Tercer Dia Septimo Dia

TEMPERATURA TEMPERATURA TEMPERATURA

AMET ENTE 2-40C —20°¢C AMBT ENIE 2-40C  -20°C AMRI ENTE 2-4°C  —20°C
GII CEROL 8.0 X 10° 2.3x 16 2.0 x 10° 4.0 x 16° 6.0 x 16® 1.0 x 10® 2.1 x 10" 1.0 x 10% 2.0 x 1%
SULFATO DE 5.0 X 10" 3.4 x10° 1.5 x 10® 4.0 x 10° 7.0 x 10" 3.0 %X 10! w0 x 10 3.0 x 10 1.0 X 1%

MAGNES. O 0.1M

GELATL HA 4.0 X 10° 1.4 X 10° 1.0 x 10° 4.0 x 10® 1.0 x 10° 5.0 x 10° 1.0 x 10 1.4 x 10" 5.0 x 104
MEDLO SM 1.5 % 108 4.0 X 109 3.0 X 105 ———e- 5.0 % 48 5.0 ¥ P e 2.0 X 10® 5.0 X 107
CONTROL, 1.0 X 104 b1 x10® 1. x 10 1.2 x16® 9.0 x 10t 1.0 x 10% 2.0 X 0% 5.0 X 10% —ommen

TABIA # 5 Titulo inicial de la cepa lisogénica C600(P118g) 4.5 X 108.



das en un c8sped, eluirlas en medio y utilizar esta preparacidn pa-
ra infectar bacterias sensibles, Al emplear este método los titulos
mds altos obtenddos fueron de 5.0 X 10%, cobservandose muy poca re—-
producibilidad en distintas preparaciones.

Con el mismo propdsito, se probd la tfcnica de induccién por
luz ultravioleta, descrito en la literatura (36). Los titulos mas
altos fueron de: 1.0 X 10%,

For estes resultados se probd la téenica de cultive mixto uti-
lizande cocultivo de la cepa donadora (P119, 0157 & cepas lisogéni-
cas) con cultivos frescos de cepa receptora (C600 & CSHSTr-).

Se determinarcon las concentraciones Sptimas relativas de ambas
¢27as. Los resultados par: ias cepas lisopénicas, se muestran en la

tabla # 5.

TABLA # 6.

NAMERO DE BACTERIAS MUMERC DE BACTERI AS G F iy
DONADORAS RECEPTORAS

CSHS7r-(P119) 2.0 X 10° OSHS7r- 4.0 X 10° 1.9 X 10%

C600(P118) 4.0 X 10° €600 4.0 X 10° 2.0 X 108

Para obtener estos datos, los cultivos mixtos se realizaron con
las concentracicnes indicadas, de cada ura de las cepas. En todos
los casos la incubacifn fué de 5 horas, al cabo de las cuales se cen

trifugaron y plaquearon los scbrenadantes.
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CINETICA DE CRECIMLENTO EN CULTIVC M XTC:

Se llevé a cabo una cinética de crecimiento de cultivos mixtos
en la cual se observd, que entre las cuatro y cinco horas no hay
una diferencia significativa en cuanto a U.F.P. comoc se muestra &n
la grdfica #1 y tabla #7. A las seis horas hay una disminucién en
el titulo seguido de un nuevo aumento a las ocho horas, 1o que ncs
indica que tal vez un nuevo ciclo infectivo esta llevindose z =ztc,
a las 16 horas se observa ya una disminucidn muy marcada.

Entre las cuatro vy cinco horas se cbtuvo un titulo Actimo d

i

U.F.P. tiempo en el cual se estandarizaron nuestros cultives mixtos.

TABLA # 7.
TLEMPO CEPA LISOGENICA U.F.P/ml.
C600(P113)
2 HORAS .
4 HORAS 1.2 X 10°
5 HORAS 1.4 X0t
6 HORAS 3.0 X 10*
8 HORAS 2.0 X 10°
16 HORAS 1.0 X 104
2 HORAS CEPA IISOGENTCA —————-
CSH57r-(0157)
4 HORAS 3.0 X 10°
5 HORAS 1.0 X 10%
6 HORAS 3.5 x 10%
8 HORAS 1.4 X 10°

16 HORAS T



Cineticg de Grecimianto.

FP

"r.. €Goe(o157)

ﬂ-iol‘ﬁ ?i:lisa

ﬁ.cu’n en horas.

GRAFICA # 1.
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Se preparan cultivos mixtos de las cepas lisogénicas, se incu-
ban a 37°C con agitacién (200 r.p.m.), se toman alfcuotas a diferen
tes tiempos las cuales se centrifugan en Micro-Centrifuga Fisher
modelo 2358 y se plaquean como esta descrito.(Ver Materiales y Meto

dos).

PREPARACICN DE LI SADOS CONCENTRADOS:

Con el fin de obtener lisados con alta concentracidn de virus
infeccioso, se probd el efecto de realizar etapas sucesivas de in--
feccidn, esto se hizo infectando cultivos frescos de la cepa recepto
ra con el sobrenadante de la etapa anterior. Estos cultivos se
hicieron utilizando les *.empos y concentraciones dptimas estableci-
das anteriormente.

Se observd un aumento substancial de U,F.P/ml al llegar a una
tercera etapa de infeccidn sucesiva. Estos datos para la cepa

CSHS7r-(P119), se presentan en la gréfica #2 y tabla #8.

TABLA # 8.

No. DE ETAPAS CEPA LISOGENICA U.F.P /ml.
CSHS7r-(P119)

PRIMERA ETAPA 7.0 X 108

SEGUNDA ETAPA 140 Ee®

TERCERA ETAPA 1.0 X 10°

Se realizaron tres etapas de infeccidn. Cada una de ellas con
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GRAEL CA # 2.
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sistid, en incubar cinco horas (a las concentraciones reportadas de
cepa denadora y receptora) a 37°C con agitacifn. Se centrifugs a
10,000 r.p.m. en Sorval RS5B por 30 minutos. El sobrenadante asi
abtenido se utiliza para la siguiente etapa de Infeccifén. £n cada
etapa se separd una alfcuota de sobrenadante para evaluar el nimero

de particulas infecciosas.

INMUNIZAD LI SCGENICA:

Se sabe que la inmunidad lisogénica es un pardmetro que se deter
mina para la caracterizacién de diversos bacteriffagos, por 1o que se
realizaron pruebas de inmunidad lisogénica de los fagos (Pli%g,FliSch,
y 0157). Estos datos se muestran en la tabla # 9. Todas las cepas li-
sogénicas resultarcn inmunes a todos los fagos lo que indica que tie-

nen el mismo sistema de represidn.

CEPA FAGD
0157 P119g P118ch
CSHS7r- + + +

CSH57r-(0157) B - w2
CSHE7r—(P119g) - - -
CSHSTr-(P113ch) - - -

Los sTmbolos (+)= Zonas de lisis, (-)= No hay lisis.



Se agrega 0.1 ml de la cepa correspondiente a 3.0 ml de agar de
superficie 0.7%, se agita y se vierte en una caja Petri que contenga
agar Luria modificado, se deja solidificar aproxiradamente 10 minu--
tos. Con una pipeta tasteur estéril se agrega una gota del fago pro-
blema sobre el agar. Se incuban las cajas invertidas durante toda la

noche a 37°C, y se observa si hay ¢ no presencia de zonas de lisis.

ML CRCSCCTLA ELECTRONICA:

Al inicic del trabajo se realizaron diversas preparaciones para
cbservar en el microscopio electrdnico.

Se prepararon rejillas de lisados "Stock" no purificades, cbte-
nidos de las cepas originaies (P119 y 0157) y de concentrados de los
mizmes, obtenidos por empaquetamiento a(32,000 r.p.m.) en un rotor(SWio)
por (3 horas) en una ultracentrifuga Beckman modelo L8-70.

las preparaciones mostraron fagos de distintas morfologias,las
cabezas observadas fueron de forma icosahé&drica y con respecto a las
colas se observaron distintes tamafios. En la figura # 1, se muestran
algunas preparacicnes con morfologias 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, v puede observarse gue las particulas presentes en

C y E son de menor tamafio.
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D E F

FOTOGRAIL A # 1. Fotomicrografia electrdnica de preparados directos
o concentrados de los fagos presentes en P119 y 0157. La amplifica
cidn es de 30,000 X.

A.-0157ch directo; B.-0157ch concentrado; C.-0157 directo; D.-P119g

concentrado; E.-P119g directo; F.- P119g directo.
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PATRONES DE RESTRI CCION:

Partiendo de preparaciones de alto tftulo (aproximadamente 15'°
fagos por mililitro), obtenidas por tivos en etapas sucesivas.
se extrajo el DNA de cada unc de los fagos en estudic. (Ver Materia-
les y Métodos). Al ser corride dicho DA en gel de ararcsa al (.3%
se observa un peso molecular similar al del fagold, 1o que nos indi-
ca un tamafio aproximado de 50 Kb (48) fotografia # 2.

Los patrones de restriccidn obtenides con las enzimas EcoRI,
Bamil y Sall (Ver Materiales vy Metodos) son muy similares para anbos
fagos (P119g y P118ch), sin embargo con las Tres enzimas s@ encuen--
tra por 1o menos una diferencia.

Con EcoRI P119g presenta una banda adicioral de aproximadamente
4.5 Kb. Con BamHl P11Sch presenta una banda de aproximadamente
3.2 Xb que no se encuentra en P119g y este a su vez tiene una banda
menor de aproximadamente 2.3 Kb, que esta ausente de F1lSch. Con
Sall, aunque no esta perfectamente definido el patrén se observa en
P119ch una banda de aproximadamente 8.4 Kb, que no se encuentra en

P119g (fotografia # 3).
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FOTOGRAFTA # 2. Electroforesis en geles de Agarosa 0.8%, se observa un peso
molecular similar al del fago A : linea A F119ch; linea B F119g; linea C

P119; linea D 0157; linea E A comercial,



(59)

Eco RI BamHI Sall

FOTOGRAFTIA: # 3. Electroforesis en geles de Agarcsa 0.8%, donde se muestran
les patrones de restriccidn del DNA de los fagos aisiados, con las diferen-
tes enzimas utilizadas,

EcoRL: linea A F119chj; linea B F119g.

Controles de Peso Molecular: linea C A digerido con BstII; linea D A digeri
do con HindIII.

Baml : linea A F11Sch; linea B F119g,

Sall: linea A F119g; linea B F118ch.

84



CAFL TULO V
L SCUSION Y CONCLUS ONES
A.-) IISCUSION DE RESULTADOS:
Se aislaron dos fagos, sensibles a cloroformo, de la cepa de

Escherichia coli en estudio (P119), los cuales se denominaron P119g

y PliSch. Estos fagos tienen la misma inmunidad y son similares zn
cuanto a: tiempos de adsorcidn, produccién de U.F.P. en etapas conse
cutivas, cinética de crecimiento, estabilidad con sulfato de magnesio
y temperatura. Sin embargo, sus patrones de restriccidn aun siendo
similares nc son iguales.

Ampos fagos codifican la produccidn de citotoxina tante intra --
celular como extracelular; cabe mencicnar que los titulos de cito --
toxina extracelular son mias elevados, scbre tode en el caso de P119ch.

Con las tres enzimas de restriccidn utilizadas para digerir el
DNA de los fagos P119g v P119ch (EcoH , BamHI, Sall), los patrones
de restriccién de ambos fagos muestran variacién por lo mencs en un
sitio directo de corte a lo largo de todo el genoma.

Al comparar los patrones de restriceién de los fagos P119g y
P11Sch con reportes en la literatura de los fagos H1%A y H19B (38),
aislados de una E.coli 026 asociada con diarrea infantil, se encontrd
que H19B y P119ch cortados con la misma enzima presentan patrones muy
similares entre si y ambos se diferencian de P119g por la ausencia de
una banda de aproximadamente 4.5Kilobases. Ninguno de nuestros fagos

aislados corresponden al fago H19A previamente reportado (36). Estos
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datos sugieren la posibilidad de la existencia de una familia de fagos
convertidores a citotoxicidad.

Nuestros datcs indican que P119ch y P118g tienen propiedades bio-
16gicas similares, diferenciandose exclusivamente nor sus patrones de
restriccidn, esto podria indicarnos que en realidad dichos fagos son
del misrmo origen y que unc de ellos sufrid alguna modificacidn en su
cendma que se reflejd en la aparicidn o desaparicién de uno de los
sitios de corte, sin gue este cambio afecte a las propiedades bic  --
l%gicas del fago.

For datos previanente reportados en la literatura se sabe de la
existencia de otros dos fagos denominados 933J y 933W, ambos fagos
czlifican vara la produccifr de citotoxina, estos fagos son aislados

de una cepa de Lscherichia coli enterchemorrdgica causants de diarrea.

Unc de estos fagos el 9330 es similar al H19A que ya ha sido menciona--
do.

la imvortancia de estos fagos convertidores a citotoxicidad como
factores de patogenia no estd bien definida. No se conoce su prevalen--
cia en la poblacidn ni se ha comprobado que en todos los casos produz--
can diarreas en los individuoé infectades con cepas de E.coli que los
contengan. Por lo que se recomienda realizar futuras investigaciones
para dilucidar la importancia de estos fagos convertidores a citotoxici

dad como posibles factores de patogenia.



B.-) CONCLUSIONES:
De la cepa original en estudic (P119) se pudieron aislar des

fagos inductores de citotoxina con las siguientes caracteristicas:

1.- Su morfologia no fué claramente establecida, sin embargo por
microscopia electrbnica de los fagos presentes en la cepa origi-

nal, encontramps mr-fologiasﬁ diferentes de fagos.

2.- E1 peso molecular del DNA de los fagos en estudio es similar y

corresponde aproximadamente a 50 Kilcbases.

3.- Los patrones de restriceidn con diversas enzimas indican una
gran similitud entre el DNA de ambos fagos, aunque se encuentra
wor lo menos una diferencia entre ellos con cada una de las

2NZ1mas.

4.- Concluimos que encontramps dos fagos los cuales pertenecen a la
familia de fagos que codifican para la produccidn de citotoxinas

existentes en la naturaleza.



APENDICE

Triptona 10 gr.
Extracto de Levadura S 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.

AGAR LURIA MODI FTCADO CON CALCIO.

Medic luria
Agar 10 gr.
Vitamina 2 al 1.5% 1.0 ml.
Clorurc de calcio 1.0 molar 10 ml.

Preparar el medio luria sin esterilizar en un matraz de 2.0 1i
tros, afiadir 1.0 ml de vitamina B al 1.5%, ajustar a pH de 7.0,
agregar el agar. Esterilizarlo en autoclave, a 121°C quince minutos

dejar que enfrie a 47°C y agregar la solucidn de calcio, verter el

medio en cajas Petri y dejar solidificar.

ACAR DE SUPERFICIE AL 0.7%

Medio luria modificado 100 ml
Agar 0.7 gr.

Poner el agar en un frasco de tapdn de rosca, agregarle el
medic luria modificade, tapar dejando los tapones flojos y esterili

zar a 121°C quince minutos.



VITAMINA B 1.5%,

Vitamina B 1.5 gr.
Agua destilada 100mi

Mezclar perfectamente la vitamina con el agua vy esterilizar a
quince libras, quince minutos en frasco de 100 ml con el tapdn
flojo.
AGAR DE MANTENI ML ENTO.

Peptona 2.0 gr.
Cloruro de Sodio 0.5 gr.
Agar 1.5 gr.
Aguz 1000 ml.

Mezclar todos los reactivos, disolver por ebullieidn y distri-
pulr en viales o tubos pequefios. Esterilizar quince minutos a
quince libras.
MEDIO SM (Mantenimiento de Fagos).
Cioruro de Sodio 5.8 gr.
Sulfato de Magnesio 2.0 gr.
Tris-HC1 1.0 molar pH=7.5 (50ml).
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
aifcuotas de 100ml en frascos individuales y esterilizar a quince

libras, guince minutos.



BUITER TRIL S-BORATO-EDTA (TBE),

Tris Base 54.0 gr.
Acide Borico 27.5 gr,
EOTA J.5M oH=8.0 20 ml.
Agua destilada a 100C ml.
Pesar cuidadosamente lcs reactivos, colocarlas en un mamraz
de 1.0 litro, agregar los 20ml de EDTA, aforar con el agua destilz-

da a 1000 ml esterilizar a quince libras, quince minutos.

INDICADOP. BARA GELES.

Xilen Ciancl 1 pizca.
Narania & 1 pizca
Azul de Bromofenol 1 pizca.
Buffer de Corrida (TBE) 7.0 ml.
Glicerol 3.0 mi.
Mezclar y almacenar en frasco ambar.
GEL DE AGAROSA
Agarcsa 0.8 gr o 1.0 gr.
TBE 100mL.
Disolver la agarosa en TBE con calcr, verter sobre una base de
vidric y colocar el peine de plastico para que se hagan los pozos,
dejar solidificar, quitar el peine poner el gel dentro de la cama-

ra de electroforesis y correr la muestra problema con TBE.
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SULTYATO DE MAGNESIC 0.1M,

Sulfatc de magnesic 24,84 gr.
Agua destilada 1000 mi.
Pesar cuidadosamente el sulfato de magnesio, colocarlo en un me

traz de 1.0 litro, agregar los 1000 ml de agua destilada. Mezclar --

hasta di

a disolver corpletamente el sulfato con el agua y distribuir

b

alicuotas de 180 ml en frascos de vidrio con tapén de rosca. Esteri-
izar 15 minutos a 15 libras.

SOCI O-DUCDECE L-SULFATO 10% (SDS).

SDS 10 gr.
frug destilads 1000 ml.

Aovegar los 10 gramos de SDS, en un matraz, que contenga los
1000 ri de agua destilada, disolver lo mejor posible v repartir ali-
cuotas de 100 ml on frascos de vidrio con tapdn de rosca. Esterili--

zor 1z minutos a 15 libras.

EDTA (TE),

Tris-Cl 0.1576 gr.
EDTA 0.0372 gr.

Agua bidestilada 100 ml.
Pesar cuidadosamente los reactivos, depositarlos en un matraz,
agregar aproximadamente la mitad del agua bidestilada, ajustar a

pH= 8.0 vy aforar a 100 ml. Esterilizar 15 minutos a 15 libras.
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MELT O PARA CONGELAP CELULAS YERC

MEM con solucifn salina balanceada de Earles 25 hepes 100,0

Suerc fetal de bovino inactivado 15.0 ml 30 minutos a 36°2,
Glicerol estéril 3 veces 15.0 ml
L~Glutamina 29.23Mml 1.5 mi.
Antibioticos:Penicilina 250 ¥¥ml,

EZstreptomicina 150¥¥ml 1.0ml

TH P NA 10X PARA DESPREMDER CELULAS VERO.

Tripsina (Estéril) 5.0 mlL.
PBS pH=7.2 0.01M (Estéril) 94.0 ml

EDTA 4% (Estéril) 1.0 ml.

PBS (Evans)

Solucién 1 B
0.01M Naer’G i
0.15M HNaCl
Aforar a un litro.
Sclucidn 2 0.01M NaHzPDu

0.15M NaCl
Aforar a medic litro.

En un vaso de 1500ml se coloca la solucidn 1 y se agrega la solucidn

2 hasta tener un pH= 7.2.
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LISTA DE MEDIOS DE CULTIVOS Y REACTIVCS.

Agarosa Tipoll
Agar Mac-Conkey
Agar
Bacto-Triptona
Bromuro de etidio
BamHI

Clorure de sodio
Clorure de calcio
Cloroformo
DNAasa

EcoRL

EDTA

Etanocl

Extracto de levadura

Fenol

No.A-6877

Mo. 0075-51-09
No. A-008S
No. 0123-01

No. E-8751

No. 3625
No. 1309
No. [~9180-60-1

No. 8993
No. 3252
No. 0127-01.

No. 2858

Hidréxide de sodio en lentejas No. 6498

Propancl
Sall
SDs

Tripsina

No. 9634

No. 161-0301

No. 001-0833

=Tl
[ FCE
T Trr
wh 2.
ol spar 8N

DIFCOC.

Baker.

Merck.
Sigma.
BIO-RAD.

Sigma.
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