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INTRODUCCION.

CARACTERISTICAS GENERALES DE Escherichia colu.

La especie Escherichia coli pertenece al grupo denominado
enterobacteriaceae, que esta formado por bacilos anaerobios
facultativos gram-negativos. Este grupo se encuentra en el tubo
digestivo y solo excepcionalmente produce enfermedad.

Los grupos antigénicos que se agrupan en la especie £E. colil se
pueden dividir en tres categorias: Oportunista, enteropatdgenas, y
productoras de enterotoxina. Las patdgenas oportunistas son
inofensivas en su hidbitat normal hasta que llegan a otros sitios o
tejidos, en donde pueden producir infecciones del aparato
urinario, de los pulmones, de la piel y heridas, as{i como también
bacteremias, meningitis y abcesos.

La E.colt enteropatdgena causa gastroenteritis aguda en el tubo
digestivo principalmente a recién nacidos o los nifios hasta
los dos afos, pero rara vez a los adultos excepto cuando tienen
muy disminuida su resistencia a esta bacteria.

Las £.colt productoras de enterotoxinas son incapaces de invadir
la mucosa intestinal, pero dejan en libertad una enterctoxina que
se absorbe a través de las membranas de las células epiteliales vy
estimula la actividad de 1la adenilciclasa. El incremento del
adenosin =3-S5-monofosfato ciclico CAMP cfclico) juega un papel
importante en el aumento de la secrecidn electrolitica del

intestino (10).



CICLO DE VIDA DE LOS FAGOS TEMPERADOS Y VIRULENTOS.

Los virus que utilizan células bacterianas para su
multiplicacién son 1llamados bacteridéfagos (fagos). La mayoria
destruyen (lisan) a la célula que los alberga C(hospedera) y han
sido denominados virulentos. Algunos otros permiten la
multiplicacidn de la célula bacteriana, llevando insertado en el
genoma al del fago (5,14

La via litica puede dividirse en tres pasos: Adsorcidn, en la
que el fago se fija por el extremo de su tallo a la superficie
bacteriana, mediante previo reconocimiento de sitios especificos.
Periodo de latencia o vegetativo, poco despuégs de la inyeccidn del
material genético viral se inicia 1la expresidn de los genes
“tempranos” del fago, los que codifican para proteinas
involucradas en el cese de la sintesis de 4cidos nucléicos vy
proteinas bacterianas ademds de proteinas relacionadas con 1la
sintesls de dclido nucléico viral. Después de algunos minutos de
transcripcidén de los genes tempranos se inicia la transcripcidn de
los genes "tardios" del fago, involucrados en la sintesis de
proteinas estructurales faglcas. Lisis, en esta etapa se rompe la
célula por accidén de enzimas 1liticas, codificadas por genes
virales tardios, liberandose aproximadamente 100 nuevas particulas
infecciosas por bacteria infectada. Todo el proceso se realiza en
aproximadamente 24 minutos, a 37° ¢ 8.

Para el establecimliento de la via lisogénica, el ADN inyectado
debe dirigir la sintesis de productos génicos que promueven la
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insercidn del cromosoma fagico en el ADN hospedero, inmediatamente
despuds se expresan otros genes que producen una molécula
represora que evita la replicacidén del ADN ¥y la mayoria de los
genes fagicos (7).

Cuando estos procesos se han realizado coordinamente, el ADN del
fago se puede insertar en un sitio espec{fico dentro del cromosoma
bacteriano, o bien, permanecer como material gengtico
extracromosémico. El ADN viral en este estado es conoclido como
profago y la cepa que lo porta como lisogena, la replicacidén de su
material genético contribuye indirectamente al desarrollo viral,
ya que todas las células portadoras de profagos son un centro
potencial para la produccidén de particulas fagicas. La lisogenia
fue descubierta en 18921, pero hasta 1950 Lwoff y Gutman
confirmaron que tal condicidn se conserva a través de las
generaciomes de bacterias (7).

Las cepas lisogenas comparten varias caracteristicas gque permi-
ten su identificacidn: Son insensibles a una superinfeccidn por
fagos homdlogos, producen fagos (induccidn espontidnea a baja fre-
cuencia), y liberan fagos sobre un tapiz de cepa sensible.

El ciclo lisogénico puede producir variacidn genédtica en dos
formas: Utilizando al fago como "acarreador® de ADN bacterianco, de
una célula a otra (transduccidnd, o bien modificando las propieda-
des fenotipicas de la bacteria, mediante la accidn de productos de
genes del profago (conversidn lisogénica) €S).

La induccidn de la lisogena es el proceso inverso al estableci-
miento. Puede darse espontidneamente, o puede ser provocada por

agentes fisicos o gquimicos, los cuales afectan a la wmolécula
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represora y ocasiona que el ADN viral se escinda del bacteriano
y los genes de la via litica se activen.

Se han reportado varios agentes que provocan la induccidn como
luz ultravioleta, mitomicina C, y medios pobres en timina, los

cuales inhiben la replicacién del genoma hospedero (5)(Fig.1).

CARACTERISTICAS GENERALES DE LAMBDA

Lambda es un virus gque utiliza a £.colt para su reproduccidén y
puede causar la lisis de la célula, pero también puede propagarse
en forma que permite la multiplicacidén de la c¢élula hospedera
C14).

La existencia de lambda no se advirtié hasta 1951, cuando E.
Ledendberg observd que £.colt Ki2(A) liberaba, al fago tras un
tratamiento con luz ultravioleta. En 1944, Gray y Tatum, y en 1946
J. Ledenberg y Tatum habian trabajado con la misma K12()\), sin
detectar la presencia del profago.

Los fagos que forman parte de 1la familia lambdoide comparten
tres propiedades: Se recombinan por entrecruzamiento, su ADN
poseen pares ildénticos en las terminaciones cohesivas, y sus
profagos son induccibles por radiacidn ultravioleta.

Aproximadamente el S50% de 1la composicldén quimica de lambda
corresponde a acidos nucléicos, y el 50X restante a protefnas. El
4cido nucléico se encuentra en doble cadena de ADN, encerrado en
una cabeza icosahédrica, de 0.058 um de' diametro, del cual se
proyecta un tallo de 0.05 um de longitud (7).

El mantenimiento de la 1lisogenia en £.colicr> se debe a la
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represidn de los genes de la lisis del profago por molécul as
represoras producidas por los genes cI, «¢II y <¢III del genoma
fadgico. La proteina producida por <¢I, ademis de reprimir la
expresidén de otros genes del profago, reprime también genes de
fagos A superinfectantes, por esta razdén 1la célula lisogena es
inmune especificamente a la reinfeccidn por A. Si la presencia del
represor cesa por alguna razén, el profago entra en la via
productiva. Este proceso requiere de la excisidén del profago
Cinduccidén) del cromosoma bacteriano, la replicacidn autdnoma del
DNA, produccidn de fagos y la lisis (7).

Muschel L.H. =+, =1. (9) reportaron que cuando infectaron £. col:
Ki2 con lambda, y mutantes temperatura sensibles en el represor
(-ts) del fago, las lisdgenas presentaron un notable aumento en la

resistencia al suero de cobayo, respecto a Ki2 libre de fagos.
EFECTO BACTERICIDA DEL SUERO

El suero normal de hombre y animales en general, tiene efectos
bactericida sobre gran niumero de cepas bacterianas, incluyendo
E.coli. El principal componente del suero con este efecto, es el
complemento, considerado como medio de defensa importante del
hospedero contra invasiones bacterianas. Por lo que la resistencia
al suero podria ser una propiedad importante en la virulencia para
una bacteria ;nvasiva c4, 15).

El complemento normal puede ser activado mediante dos vias, la
via Clasica (CPC), y la Alterna (APC). Taylor (15) y Ciurana B.(2)
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han reportado métodos, mediante los cuales se logra inactivar a

cualquiera de estas dos vias sin afectar la funcidn de la otra.
ACTIVACION DE LAS VIAS CLASICA Y ALTERNA DEL COMPLEMENTO

-La via Clasica del complemento se inicia con la interaccidn
entre un complejo antigeno-anticuerpo, en el cual participan
inmunoglobulinas IgG o IgM, y Ci. Esta tdltima wuna de las 9
proteinas del complemento, se compone de 3 unidades: Cilq, Cir vy
Cils, las cuales en presencia de ca® circulante, forman un
comple jo entre 1Clqg, 2Cir y 2Cls. La wunidad Ciq se une a la
porcidn Fc de las IgG o IgM formando un complejo que posee 6
sitios receptores para las i nmunoglobulinas. Cambios
conformacionales criticos en Ciq permiten la conversidn de las
proenzimas Cir y Cls en serin-proteasas cir y Cis. El cambio de
Cls a Cis es catalizado por cir y culmina con la formacidén de dos
cadenas peptidicas (PM 56,000 y 30,000 daltons) unidas por puentes
disulfuro. Entonces C1s transforma a C4 (PM 204,000 y a C2 CPM
98, 000), generando una enzima para C3 (C4b,2a). Con el rompimiento
de C4 se originan dos fragmentos; C4a y C4b, este dltimo se une al
segmento C2a, mientras que C4a es liberado y no interviene mas en
la activacidén del resto de los component es. Mediante el
rompimiento de C2 se obtienen dos fragmentos, C2a y C2b, estos
pueden reunirse a menos gue se encuentren rodeados por C4b y ngn
El fragmento mayor de C2, C2a (PM 72, 000) permanece wunido a C4b
formando el comple jo "C3 convertasa'". Estos C4b,2a rompen a C3 en
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dos fragmentos C3a y C3b (PM 181,000); el sitio enzimidtico para C3
reside en la fraccidén C2 del complejo, C4b funciona haciendo a C3
mas suceptible del ataque enzimidtico. C3a es un fragmento
anfilatéxico (que ocasiona la liberacidén de histamina por las
células cebadas) y es liberado, mientras que C3b se wune a la
superficie del complejo C4b,2a, formando de esta manera un nuevo
comple jo C4b,2a,3b, el cual constituye la "CB convertasa", esta
enzima rompe a C5 (PM 206.000) en dos fragmentos, uno pequeiio CSa
con funcidén quimiotidctica Catrae a los leucocitos PMN), y C5b. EI1
rompimiento de CS5 inicia un proceso de autoensamblaje, el cual
culmina con la formacidén de un complejo transmembranal estable
CMAC) en el cual se involucra a C5b, C6 CPM 128, 000D, C7 CPM
121,000), C8B (153,000) y C9 C(PM 79, 000).

La ruta alterna del complemento se activa cuando se encuentra en
la sangre el factor D activado (una serin-proteasa de PM 24, 000),
el cual rompe la molécula del factor B (PM 100, 000), cuyo
fragmento Bb en presencia de Ngz‘ se asocia transitoriamente con
C3 formando pequefias cantidades de enzima C3,Bb, ésta cataliza 1la
formacién de fragmentos C3b, los cuales se pueden asociar
transitoriamente con los fragmentos Bb originandoc de esta manera
otra enzima (C3b,Bb), ésta en presencia de Mgz’ puede relacionarse
con el factor P Cuna properdina PM 184 000) formando wuna “C3
convertasa"” estable la cual puede ligar una molécula C3b adicional
para convertirse en C3b,P,Bb,(C3b constituyendo asi la s
convertasa" Jde la wvia alterna. En condiciones tisioldgicas
normales esta ruta esta sujeta a un fuerte control negat ivo por
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Fig., Mo. 3
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las moléculas (IH (PM 150, 000) y C3bINA (inactivador del C3b de PM
88,000). BIH se une estequiométricamente a C3b y evita su
interaccidn con otras proteinas. A pesar de la presencia de estas
dos moléculas se puede formar el complejo C3b,P,Bb sobre ciertas
superficies bacterianas, porque 1la conformacidn de ciertas
estructuras superficlales proteje al complejo (15)(Fig. 2 y 3).
Algunos grupos de E.colil son agentes patdgenos de importancia
para el hombre (15). En estado lisogénico Ki2(A), aumenta su
resistencia al suero de cobayo, por lo tanto resulta interesante
investigar: si la lisogenia en £.coli incrementa la resistencia al
suero humano, cual es el comportamiento de las cepas (lisogena vy
libre de fagos) a través del tiempo que dura la incubacidn en
presencia de suero, y cual o cuales vias del complemento son las

responsables de la muerte de las cepas.
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1.

3.

OBJETIVOS.

Averiguar si el fago A disminuye la sensibilidad, al efecto
bactericida del suero humano normal, de la cepa de E.coli €600

por conversidn lisogénica.

Determinar la concentracidén éptima de suerc a la que se observa
la diferencia en sensibilidad entre la cepa silvestre y 1la

lisdgena.

Determinar la cinética de muerte por suero, a la concentracidn

6ptima, de la cepa lisdgena y la silvestre.

Determinar la participacidén de las vias de activacidn del

complemento en la reacidn bactericida contra ambas cepas.
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MEDIOS Y SOLUCIONES.

Caldo nutritive CCNJ.
Pesar 8 gramos de CN (bioxon), disolver en 1000 ml de agua

destilada, y esterilizar.

Agar Nutritiveo CAgMND.
Pesar 15 gramos de Agar Bacterioldgico, 8 gramos de CN,

disolver en 1000 ml de agua destilada, y esterilizar.

Agar Suave (AS).
Pesar 10 gramos de Peptona de Caseina, 6 gramos de Agar
Bacterioldgico, 2.5 gramos de Cloruro de Sodio, disolver en 1000

ml de Agua destilada, y esterilizar.

Solucidén Amortiguadora SM.

Pesar 5.85 gramos de Cloruro de Sodio, 0.5 gramos de Gelatina,
disolver en 480.5 ml de agua destilada, ajustar a pH 7.4, vy
esterilizar, se deja enfriar y se le agregan S ml de Tris 1M y 2.5

ml de sulfato de magnesio 1M.

Caldo de soya y Tripticasa.

Pesar 3.0 gramos de Caldo de soya y tripticasa (Bioxon),

disolver en 100 ml de agua destilada, y esterilizar.
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TRIS 0.02 M (Solucion amortiguadora)d.
Pesar 2.42 gramos de TRIS (MERCK), disolver en 1000 ml de agua

destilada, se ajusta el pH a 7.4 y esterilizar.

EGTA 100 mM Cen TRIS 0.02 M.

Se Agregan 0.38 gramos de EGTA a 5 ml de TRIS, calentar 1la
mezcla a 60° C se agregan lentamente gotas de NaOH 5 N, hasta que
se disuelve el EGTA. Ajustar el pH a 7.2 con HCl 1 N. Se mide el
volumen de la solucidn y se agrega el volumen de TRIS requerido

para completar 10 ml, se almacena la solucidn a Y ol o1

NaOH S N.

Pesar 2 gramos de NaOH disolver en 10 ml de agua destilada,

esterilizar.

HC1 1 N.

Agregar 1 ml de HCl comercial a 9 ml de agua destilada estéril.

EDTA 100 mM Cen TRIS 0.02M).
Pesar 0.38 gramos de EDTA, disolverlos en 10 ml de TRIS 0. 02H,

esterilizar vy se almacena a 4°c.

METODOLOGI A.

Obtencidén de un lisado de alto titulo.
A partir de halos de lisis del fago lambda, sobre un tapiz de
cepa sensible en cajas de Petri con AgN, se tomd un indculo con un
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palillo estéril, con el cual se trazé una linea superficial de un
extremo a otro de una caja de Petri con AgN. Se vacié sobre ésta
0.2 ml de cepa sensible con 2 ml de AS. La caja se incubd 12 hrs
a 37° c. A partir de una placa aislada se obtuwo el lisado de
lambda, mezclando esta con 0.5 ml de cepa sensible, (crecida
durante 12 hrs), 10 ml de CN y 0.1 ml de maltosa 0.2 %X. Se incubd
el cultivo a 37° C, hasta lisis. Se centrifugd el lisado a 15000
rpm durante 5 minutos, se decanté el sobrenadante obtenide a un

tubo estéril y se almacend a 4° C C1).

Titulacidn del lisado.

Se hicieron diluciones seriadas del fago lambda, en una solucidn
amortiguadora (SM), se plagquearon, con 0.2 ml de bacteria
sensible y 3 ml de AS, en cajas de Petri con AgN y se incubaron a
37° € durante 1é hrs. Se contd el nimero de placas por caja y se
calculd el ndmero de fagos en la dilucidn original con 1la

siguiente férmula (1):

Numero de placas

CVol de dilucidnd)Cdilucidnd

Obtencidn de cepas lisdgenas.

Se goted el fago lambda sobre un tapiz de E. coli C600 en cajas
con AgN, se incubaron a 37° € durante 12 horas. A partir de los
halos de lisis producidos se obtuvieron colonias aisladas, en
cajas de Petri con AgN.
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Confirmacién de la lisogenia.
De las lisogénas aisladas, se tomé un indculo con wun palillo
estéril, y se inocularon sobre dos cajas; una con cepa sensible vy

otra sin bacteria. Ambas fueron incubadas a 37° C durante 12 hrs.

Obtencidén de sueroc humano.

Inmediatamente despues de extraida la sangre se incubs a 37° ¢
durante 1 hora. A continuacidn se separd el codgulo de las paredes
del tubo con un palillo estéril y se centrifugaron los tubos a
3000 rpm durante 10 minutos. El1 suero se extrajo con pipetas

Pasteur, evitando que se mezclaran con el coidgulo (4).

Ensayo de resistencia al suero.

Las cepas CB600 y C600(A) crecieron por separado, en 10 ml de
caldo de soya y tripticasa, hasta el inicio de la fase exponencial
CAbs= 0.3). Posteriormente fueron centrifugadas a 8000 rpm
durante 10 minutos, y se resuspendieron en el mismo volumen de una
solucidn amortiguadora. Este proceso se repitié una vez mis.

En matraces estériles de 125 ml se hicieron diferentes mezclas
de suero, bacterias ¥y solucidn amortiguadora, incubandose con
agitacidén a 37° ¢ durante 3 hrs. Una vez terminada la incubacidn
se hizo una serie de diluciones, que se espatularon en cajas
Petri con AgN. Las cajas fueron incubadas a 37  C durante 12
horas. A partir de las colonias sobrevivientes se determind el
porcentaje de sobrevivencia, usandoe como control las bacterias que
no fueron expuestas al suero (Fig. 4).

16



Cinégtica de muerte por suero de las cepas de E.cclt CB00 vy
C600(A) a una concentracidn letal de suero humano.

Una vez determinada 1la concentracién de suero dptima para
observar la diferencia en la sensibilidad al suero de ambas cepas
se repitid el ensayo de resistencia (previamente descritoe) a esa
concentracidén, espatulando alicuotas de diferentes tiempos de

exposicidn al suero sobre cajas Petri con AgN.

Inactivacidén del complemento.

a) Se calents el suero a 56° C durante 30 min.

b) A la suspensidn bacteria, suero y TRIS se agregd la cantidad
necesaria de EDTA 100 mM, para que la concentracidn final de éste

en la mezcla sea 10 mM.

Inactivacidén de la via Alterna del complemento.
Se calentd el suero a 50° € durante 20 minutos. Se utilizé

inmediatamente después de terminado el periodo de calentamiento.

Inactivacidén de la via Clasica del complemento.
A la suspensidn bacteria, suero y TRIS se agregé la cantidad
necesarla de EGTA 100 mM, para que la concentracidn final de éste

en la mezcla fuera 10 mM.

17



Fig. Mo. 4
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RESULTADOS

Se obtuvo un lisado del fago lambda cuyo titulo fue de 5.4 x
lolnufptwd, sobre la cepa €600 de £E coli. Con este lisado se
obtuvieron halos de lisis sobre una cepa sensible. A partir de
dstos se alslaron colonias, a las cuales se les confirmd$ su estado
de lisogenia, mediante la liberacidén de fagos en un tapiz de cepa
sensible. Todas las colonias probadas fueron lisdgenas. Con la
finalidad de determinar cual de 1las soluciones amortiguadoras
seria la mds adecuada en nuestro ensayo de resistencia a suero. Se
determiné el efecto de cuatro soluciones amortiguadoras en la
sobrevivencia de la cepa CB600. El TRIS resultd ser la solucién mas
adecuada para usarse en el ensayo de resistencia a suero ya que el
porcentaje de sobrevivencia después de tres horas de incubacidn
fue cercano al 100 X. Para determinar 1la resistencia al suero
humano de las cepas utilizadas (C600 ¥ C600 (X)), se montd el
ensayo Cdescrito en metodologfas) usando diferentes
concentraciones de suero (2 %, 4 %X, 6 %X, 8 X y 10 X). En la Tabla
1 se observa que a las concentracion de suero de 2 %X y 4 X 1la
sobrevivencia de ambas cepas es notablemente diferente; 39.4 X%
para C600 y 319.5 para CB00C(X), al 2 X y 1.765 X% para 600 vy
42.5 para C600(%) al 4 X de suero. En si en ambas concentraciones
existe una diferencia de un orden de magnitud entre la cepa
control y la lisdgena. A partir del 4 X de suerc la sobrevivencia
entre ambas cepas tiende a hacerse menos amplia. Asi, podemos ver
que al 6 X de suero C600 sobrevive 0.138 X mientras que C600CM)

19



lo hace en un 0.405 %. Después de 3 horas de incubacidn en suero
humano a una concentracicdn de B X la cepa C600 sobrevive en un
0.055 %X y CB00CA) 0.04 %, mientras que al 10 X de suero solamente
sobrevive un 0.03 X de C600 y 0.027 % de C600CA). Los valores de
sobrevivencia obtenidos en el ensayo de resistencia a suero fueron
el promedio de al menos tres experimentos y las desviaclones
estandars correspondieron aproximadamente a un 15 X de la media de
los experimentos. En la grafica No. 1 se presentan estos valores.
Las diferencias en la sobrevivencia entre ambas cepas antes
mencionadas son ficilmente identificadas aqui. El1 eje de las
abcisas corresponde a las diferentes concentraciones de suero
usadas (del 2 al 10 %), y el de las ordenadas a los porcentajes de
sobrevivencia observados después del periodo de incubacidén. La
grafica muestra que en una mezcla con 2 % de suero el numero
inicial de organismos de la cepa C600 disminuye, mientras gque el
de C600C(A) aumenta en una proporcidén cercana al 300 %X En la
siguiente concentracidén el nimero de sobrevivientes para CB00 se
acerca al 2 %, y para C600CA) el porcentaje disminuye del 300 X
anterior a un 40 X aproximadamente. Para determinar 1la cinética
del comportamiento de las cepas de ZL.coli CB00 y CB00CAY se
consideré como concentracidn adecuada para los fines del
experimento la mezcla que contiene 4 X de suero humano, puesto que
como indica la tabla y grafica 1, la cepa C600 sclamente sobrevive
en una proporcidn cercana al 2 X, mientras que C600(2) lo hace en
un 40 X aproximadamente. La tabla 2 muestra los promedios, con las
desviaciones estandars, de los resultados obtenidos, en al wmenos,
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TaBLa No. 1

RESISTENCIA DE _£.colt C600 v CE00M)

AL SUERO HUMANO

7% DE SOBREVIVENCIA
% DE SUERO C600 Ce00 ()
0 100 100
2 39.4 %4 .40 319.5 66.500
4 1.8 20.41 42.5 211500
6 0.1 20.17 0.40% 0010
8 0.5 20.03 0.05> 0.010
10 0.03%0.04 0.03% 0008

Las cepas se incubaron por separado durante 3 hrs. en agitacidn
a 37" C y se determinéd Sr/So al final de este periodo. Los

resultados son promedio de 3 ensayos.
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GrAFICA NO. 1

RESISTENCIA DE _E.coli C600 v C600(M)

AL SUERO HUMANO

% de sobrevivencia

400

Las cepas se incubaron por separado durante 3 hrs. en agitacidn
a 37° C y se determind Ss/So al final de este periodo. Los

resultados son promedio de 3 ensayos.
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2 ensayos. Se observa gque después de 30 minutos de incubacidn
Cmuestra 1) las cepas C600 y C600(») tuvieron valores de
sobrevivencia de 109 X y 107 %, respectivamente. A los 60 minutos
de incubacidén la sobrevivencia de C600 fue de 31.5 % y 1la de
CB00C)) de 199 X. En este tiempo se observéd una diferencia entre
los porcentajes de sobrevivencia de ambas cepas, que se mantuvo en
el resto del ensayo aunque no con la misma magnitud. La grafica
No. 2 corresponde a los valores de las sobrevivencias de ambas
cepas, obtenidos en el ensayo de la cinética del comportamiento.
En el eje de las abcisas se representan los intervalos de tiempo
en los cuales se tomaron las muestras, despudgs de iniclado el
periodo de incubacidn. En el eje de ordenadas se encuentran
representados los porcentajes de sobrevivencia. En la grafica se
observa que el porcentaje de organismos de la cepa C600 durante
los primeros 30 minutos aumentdé ligeramente a un valor cercano al
110 %, lo mismo que la cepa CB00(CA), a partir de ese momento el
porcentaje de sobrevivientes de 1la primera cepa empieza a
disminuir paulatinamente (31.5, 37, 32.5, 23 X) para ubicarse
después de 180 minutos en 16 X. La curva correspondiente a C600C))
presenta una notable diferencia de la anterior; despuds de los
primeros 30 minutos en los cuales los valores de esta cepa son
similares al de C600, el porcentaje de sobrevivencia alcanza su
maximo en el intervalo siguiente (200 %X aprox.), para disminuir a
continuacidn (165, 109, 87 %) y finalizar en 65 X. En la tabla No.

3 se resumen los resultados de 1la cinética del comportamiento
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TaBLAa No. 2

CINETICA DEL COMPORTAMIENTO DE £.coli C600 v C600(N)

A CONCENTRACION LETAL DE SUERO HUMANO.

% DE SOBREVIVENCI A
MIN. C600 C600(N)
0 100 100

30 109 00 107 *20
60 31.5 245 199 180
90 37.0 %30 165 85
120 32.5 %55 109 53175
150 23.0 210 87 70
180 16.0 20 65 20
Las cepas se incubaron por separado, durante

agitacidn a < 7 ol y se determinéd S/So cada 30 min. Los

son promedio de 3 ensayos al menos.

la soluci1dén es de 4X%.
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GrAFiCcA No. 2

CINETICA DEL COMPORTAMIENTO DE £.coli C600 vy C600(N)

A CONCENTRACION LETAL DE SUERO HUMANO.

% de sobrevivencia
260

200

150 s
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—— C800 —t CBOON

Las cepas se incubaron por separado, durante 3 hrs. en
agitacidn a I7° ¢ y se determind S/So cada 30 min. Los resultados

son promedio de 3 ensayos al menos. La concentracidn de suero en

la solucidn es de 4X.



TaBLA NO. 3

EFECTO DEL CALENTAMIENTO DEL SUERO HUMANO
EN SU ACCION BACTERICIDA

% DE SOBREVIVENCIA
MIN. C600 CE00()
0 100 100
60 864= 39 528-128
120 12152151 910* 27
180 27412228 26933538
|

El sueroc se calentd a 56° C durante 30 min, la concentracidén en
las mezclas fue de 4X. Las cepas se incubaron por separado durante
3 hrs. a 37° C determinandose S/So cada 60 min. Los datos son
promedio de 3 experimentos al menos.
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durante 180 minutos, de ambas cepas incubadas en suspenciones con
4 X de suero humano inactivado. En la tabla puede observarse que
las cepas crecen de manera similar. Encontramos que a los 60
minutos el porcentaje sobreviviente de C600 es 864 X, y el de
C600C1) es de 528 %, en el segundo muestreoc (120 minutos), 1la
fraccidn sobreviviente de CB600 es de 1215 %, y el de C600CA) es de
010 %X, finalmente a los 180 minutos de incubacidn C600 ha crecido
hasta alcanzar un porcentaje de sobrevivencia de 2741 X y <CB00CA)
2693 %X. La Grafica No. 3 esquematiza los datos anteriores, el eje
de las ordenadas corresponde a los porcentajes de 1la fraccidn
sobreviviente, mientras que el de las abcisas al tiempo de
incubacidén. Se observa que ambas cepas, despuds de tener un
crecimiento ligeramente diferente alcanzan a los 180 minutos un
porcentaje de sobrevivencia idéntico. En la tabla No. 4 se resumen
los resultados de la cinética de la accidn de la via Clasica sobre
las dos cepas C600 y C600CA) de E. coll en suspensiones con 4 X de
suero. Después de 30 minutos de iniciado el experimento
encontramos gque la fraccién sobreviviente de 1la cepa C600
corresponde a un porcentaje de 132 X y el de C600CA) a 133 X, en
el sigulente muestreo (60 min), 237 X corresponde a C600 y 198 X a
C600CA), a los 90 minutos de iniciado el experimento sobreviven
462 X de la cepa control y 438 X de la 1lisdgena, en los
slguientesvnuestreos los porcentajes de la fraccidn socbreviviente
de C600 sonll' 462 %X a los 120 minutos, 601 a los 150 y finalmente
927 X a los 180 minutos de haberse iniciado el experimento, en la
misma secuencia para CB00CA) tenemos B14 %X, 961 X y alcanza
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GRAFICA NO. 3

EFECTO DEL CALENTAMIENTO DEL SUERO HUMANO
EN SU ACCION BACTERICIDA

% de sobrevivencia
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El suero se calenté a 56° C durante 30 min, la concentracidén en
las mezclas fue de 4%. Las cepas se incubaron por separado durante
3 hrs. a 37° C determinandose Ss/So cada 60 min. Los datos son
promedio de 3 experimentos al menos.
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TaBLAa No. 4

EFECTO BACTERICIDA DE LA VIA CLASICA SOBRE
£.colt CB00 Y CBOOMN)

% DE SOBREVIVENCI|A

MIN. C600 CE00CN)
0. 100 100
30 1322 20 1332 7
60 237% 17 198% 22
90 462= 52 438% 28
120 462% 81 8142 25
150 6012106 961162
180 927% 35 1069% 97

Las cepas se incubaron por separado, durante 3 hrs en agitacidn
a 37° C y se determind Sr/So cada 30 min. Los resultados son
promedio de 3 ensayos al menos. La via alterna se inactivd
mediante calentamiento a 50° Cdurante 20 min. La concentracidén de

suero en la mezcla fue de 4 X.
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GrAFICA No. 4

EFECTO BACTERICIDA DE LA VIA CLASICA SOBRE -
E.coli CB00 Y C600CN)

% de sobrevivencia
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Las cepas se incubaron por separado, durante 3 hrs en agitacidn
a 37° C y se determinéd S/So cada 30 min. Los resultados son

promedio de 3 ensayos al menos.



finalmente 1069 %X. Las ordenadas de la grafica No. 4 corresponden
a los porcentajes de la fraccidn sobreviviente y el de las abcisas
a los tiempos de muestreo en el ensayo descrito. Observamos que
después de los tres primeros muestreos donde las graficas de las
dos cepas son similares, las curvas comienzan a tener un
desarrollo diferente, para finalmente ubicarse en dos puntos muy
cercanos (927 y 1069%). En la cinética de la accidén de la via
alterna del complemento sobre las cepas CB600 y CBOOCA) se
obtuvieron los resultados presentados en la tabla No. 5. Los datos
se tomaron a intervalos de 60 minutos. En ella se muestra que la
fraccidn sobrevivivente de C600 después del primer intervalec fue
de 3.25 X y 42.0 X para C600(X), en el siguiente resultado podemos
observar una diferencia en los porcentajes de la sobrevivencia de
ambas cepas, correspondiendo 0.22 X para C600 y 2.25 X para
CB00CX), transcurridos 180 minutos el porcentaje de sobrevivencia
de C600 fue de 0.45 X y 1.85 X el de C600CA). La grafica No. 5
esquematiza los resultados anteriores. En ella observamos las
diferencias en el comportamiento de las cepas. La linea
correspondiente a C600 cae bruscamente hasta 3.25 % durante los
primeros 60 minutos de incubacidén, a continuacidén el porcentaje de
la fraccidén sobreviviente disminuye para ubicarse al término del
experimento en 0.45 X, mientras que la linea que corresponde a
CB00(2) se mantiene en 42 % después de los primeros 60 minutos,
para ubicarse en 2.25 al cabo de 120 minutos de haberse iniciado
en ensayo y finalmente después de 180 minutos se ubica alrededor
del 2 %, punto que la linea de la cepa libre de fagos alcanzé en
60 minutes.
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TaBrLa No. 5

EFECTO BACTERICIDA DE LA VIA ALTERNA
SOBRE £.colt C600 Y C600MN)

% DE SOBREVIVENCIA

MIN. C600 CB00(»)

o) 100 100

60 3.25%0.75 42 *18

120 0.22%0.02 2.25%0.25

180 0.45%0 .25 1.85%0 .65

La via clasica se inactivd al quelar ca‘®con EGTA 10mM; se
adiciond MgC.I.z 2mM. Las cepas fueron incubadas por separado

durante 3 hrs en bafio con agitacidn a 37° y se determinéd SrSo

cada 60 minutos. La concentracidn de suero fue de 4X.
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GrAFica No. 5

EFECTO BACTERICIDA DE LA VIA ALTERNA

SOBRE E.colt C600 Y CB00(A)

. % de sobrevivencia

el 3 T =
100 1580 200
minutos
—— 0600 —+— G600
La via clasica se inactivd al quelar Ca"zcz:m EGTA 10mM; se
adiciond l'lgCl2 2mM. Las cepas fueron incubadas por separado

durante 3 hrs en bafio con agitacidn a 37° y se

cada 60 minutos.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

En ensayos de resistencia a suero semejantes al implementado en
este trabajo, se han wusado wuna amplia gama de soluciones
amortiguadoras. Se ha demostrado que algunas de estas soluciones
tienen efectos significativos en la eficiencia de muerte por suero
3.

Los resultados de este trabajo indican que entre las soluciones
probadas (PBSI, PBSII, MC y TRIS), el TRIS es la solucidn indicada
para usarse en ensayos de resistencia a suero con £E.coli puesto
que ademds de no afectar la sobrevivencia de la bacteria tras un
periodo de tres horas de incubacidén, es wuna solucidn que no
contiene cationes, los cuales seguin Taylor, P.W. inhiben de manera
no especifica al complemento (13). Taylor y Hughes recomiendan
incubar las mezclas de bacterias y suero durante al menos 3 horas,
ya que antes de este tiempo los porcentajes de sobrevivencia no se
han estabilizado (17). La forma mids simple para determinar la
actividad bactericida del suero, involucra la exposicidn de una
suspensidén de microrganismos viables a una concentracidn
determinada de anticuerpos y complemento, incubidndose la mezcla a
una temperatura dptima para la actividad del complemento vy
determinar después de ciertos periodos de tiempo la concentracidn
absoluta de organismos sobrevivientes (15).

Timmis N.K. y cols. mostraron que la cepa de £E.colt C600 rif”

(rifampicina-resistente), derivada de E. coli C600 rifg, tuvo un
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porcentaje de sobrevivencia menor de 0.001 ¥ cuando se le incubd
en una mezcla de 6 X% de suero usando PBS como solucidn
amortiguadora (19), los resultados de nuestro trabajo indican que
la cepa E.celt C600 incubada en una mezcla con concentracidn de
suero idéntica a la usada por Timmis, pero sustituyendo al PBS por
TRIS presenta un porcentaje de sobrevivencia de un 0.14 X (Grifica
1), Esta diferencia puede ser atribuida al wuso de scluciones
amortiguadoras diferentes.

El presente trabajo muestra que el porcentaje de sobrevivencia
de la cepa C600 de E£.coll es de 1.78 X al 4 %X de suero, mientras
que en la cepa lisdgena para el fago (lambda) la sobrevivencia es
del 42.5 %X, a la misma concentracidn de suero (Grafica 1). Estos
resultados nos permiten inferir que la inclusidén del genoma del
fago C(lambda) en el cromosoma de £E.coli C600 determind la
diferencia en la resistencia al suero humano entre ambas cepas.

Muschel L.H., en 1868, mostrd que cuando E.coli era lisogenisada
por el fago lambda, presentaba una resistencia significativamente
mayor que la cepa libre de fagos, al suero de cobayo (9). Estos
resultados y los obtenidos en nuestro trabajo representan ejemplos
de conversidén lisogénica en la cual, segun Echols, uno o mids genes
del profago cambian alguna o algunas de las propiedades
fenotipicas de la bacteria hospedera (5).

Los porcentajes de sobrevivencia de las cepas C600, con y sin
fago, obtenidos en la cinética del comportamiento (Tabla No. 23,
parecen reconfirmar nuestra conclusién anterior.

Timmis N.K. vy cols. mostraron que la presencia del plasmido
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R6-5 Trat’ en la cepa de E.coli C600 rif’, aumentd el porcentaje de
sobrevivencia a un 6.7 % (19). El1 descubrimiento de ciertos
plasmidos que confieren resistencia a algunos antibidticos, y que
reducen la sensibilidad al suero en cepas de E.col: (11, 17, 200
han aumentado el interés en torno a este fendmeno, ya que se han
encontrado cepas bacterianas resistentes al suero, en las cepas
aisladas de infecciones tisulares. Esto sugiere que la resistencia
al suero es un factor importante de virulencia en al menos algunas
infecciones ocasionadas por gram-negativas (15), ademi&s que el
indiscriminado manejo de antibidéticos podria provocar que se
seleccionaran propiedades indeseables en las bacterias.

Los porcentajes de sobrevivencia obtenidos en los ensayos de
resistencia y de la cinética del comportamiento al 4 X de suero,
son diferentes entre si (Grafica 1 y 2), atribuimos esta
diferencia a que las mezclas en el ensayo de cinética del

comportamiento, tuvieron un periodo de no agitacién" cada 30
minutos mientras se tomaban las alicuotas. Taylor indica que el
usc de bafios con agitacidn puede Iintroducir variaciones en la
reproducibilidad del ensayo (18).

Se ha demostrado que en el proceso bacteriolitico del suero, se
encuentra involucrado la insercidn o deposicidén de wuna serie de
proteinas que forman la cascada del complemento y que se unen a la
membrana formando el comple jo de adhesidén a la membrana (MAC)
C15). Existe una buena cantidad de reportes que muestran que un
aumento de resistencia al suero esta relacionada con la presencia
de estructuras en o cerca de la superficie bacteriana capaces de
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interferir con la formacidn unidén o activacidn subsecuente del MAC
C(15). Por lo que podemos suponer gque la presencia del profago
podria provoca alguna modificacidén en los receptores en la
membrana externa de la bacteria. Se ha demostrado que las cepas
lisdégenas para el fago lambda presentan wuna nueva proteina de
membrana €12), que podria ser la responsable del aumento en la
resistencia al suero.

La activacidén del complemento por las gram-negativas puede
ocurrir por dos vias, la cldsica o 1la alterna; la. forma que
usualmente se requiere para la activacién de ambas es el
reconocimiento de los antigenos de superficie bacteriana por
cierto tipo de anticuerpos, sin embargo, la via alterna se puede
activar o amplificar en ausencia de las interacciones
antigeno-anticuerpo, por unas estructuras o caracteristicas
conformacionales de la superficie celular poco conocida ((15).
Ciurana B. y Tomas J.M. mostraron que tanto la via cldsica como la
alterna se encuentran involucradas en la reaccidén bacteridlitica
del complemento en Klebsiella pneunontiae (2). La intervencidn de
estas vias en el proceso bacteriolitico en £.coli no ha sido
precisado, aun cuando se supone que esta bacteria es suceptible a
la accidén de ambas vias (16). Con la finalidad de ver cual de las
dos vias del complemento estin involucradas en la muerte de las
cepas de £.ceolt, se inactivaron selectivamente ambas vias (2, 6,
16). Los datos obtenidos en este trabajo muestran que solamente la
via alterna es la involucrada en la muerte de ambas bacterias. La
sobrevivencia de las cepas cuando se ha gquelado la via cléasica
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difiere respecto a las obtenidas cuando se usé el suero
normal. Es posible que esto se deba a que el EGTA bloquea la
activacidn de la via clidsica a nivel de Ci, quedando libres las
proteinas que intervienen en el proceso, con la posibilidad de ser
utilizadas para la activacidn de la via alterna. Esto resultaria
importante puesto que C3 es una molécula comin para las vias. Lo
que en este caso permitiria a la via alterna matar mas
eficientemente a las cepas que en el ensayo de suero normal.
Cuando se usa este dltimo buena cantidad de proteinas (C3) se van
a usar para activar la via cldsica la cual como se muestra en la
tabla y gradfica 4 no tiene efecto en la mortalidad de las cepas.

Estad reportado que la bacteria £. coli 1liségena para lambda
presenta una proteina en la membrana externa que no existe en la
cepa no lisogéna, y que es codificada por un gene accesorio del
profago, conocido como gene lom (12). Esta proteina podria
explicar la diferencia a la sensibilidad al suero humano obtenida
en este trabajo entre la cepa 1lisdgena y no lisogena ya que
podria evitar la fi jacidn adecuada del MAC.

Existen fagos lambda que presentan deleciones en diferentes
zonas de su genoma, una de ellas afecta la zona del gene lom C12).
El fago con esta delecidn seria un buen candidato para averiguar
si 1la proteina lom es 1la responsable de la diferencia en
sensibilidad al suero entre las cepas mencionadas.

Asi, la presencia de elementos gendticos accesorios en las

gram-negativas podrian jugar wun papel significativo en el
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aumento de la resistencia al suero, como lo sugiere una serie de

trabajos publicados (9, 11, 17) y el presente.
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