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1 NTRODUCCI ON. 

CARACTERISTICAS GENERALES DE Esche r ichia coL i.. 

La es pecie Eschert c hi.a coLi. pertenece al grupo denominado 

enterobacteri a ceae, que esta formado por bacilos anaerobios 

facultativos gram-negativos. Este grupo se encuentra en el 

digesti vo y solo excepcionalmente produce enf·ermedad. 

tubo 

Los grupos antig~nicos que se agrupan en la especie E.coLi. se 

pueden dividir en tres categorías: Oportunista, enteropatógenas, y 

productoras de enterotoxina. Las patógenas oportunistas son 

inofensivas en su hábitat normal hasta que llegan a otros sitios o 

t e jidos, en donde pueden producir infecciones del aparato 

urinario, de ios pulmones, de la piel y heridas, así como tambi~n 

bacteremias, meningitis y abcesos . 

La E. c o Li. enteropatógena causa gastroenteritis aguda en el tubo 

digestivo principalmente a recién nacidos o ios ni~os hasta 

los dos a~s, pero rara vez a los adultos excepto c uando tienen 

muy disminuida su r esistencia a esta bacteria. 

Las E. coLi. productor as de enteroloxinas son incapaces de invadir 

la mucosa intestinal, pero dejan en liber tad una enterotoxina que 

se absorbe a trav~s de las membranas de las células epiteliales y 

estimula la actividad de la adenilciclasa. El 

adenosin -3-5-monofosfato cíclico CAMP cíclico) 

increme nto del 

juega un papel 

importante en el 

intestino CI0 ) . 

aumento de la sec reción electrolítica del 
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CICLO DE VIDA DE LOS FAGOS TEMPERADOS y VIRULENTOS. 

Los virus que u tilizan cél ulas bacterianas para su 

multiplicación son ll a mados bacteri6fagos (fagos). La mayoría 

destruyen (lisan) a la célula que los alberga (hospedera) y han 

sido denominados virulentos. Algunos otros permiten la 

multipli c aci6n de la célula bacteriana, llevando insertado en el 

genoma al del fago (5.14) 

La via litica puede dividirse en tres pasos: 

que el fago se fija por el extremo de su tallo 

Adsor'c i 6n, en la 

a la superficie 

bacteriana, mediante previo reconocimiento de sitios especificas. 

Periodo de latencia o vegetativo, poco después de la inyecci6n del 

material genético viral se inicia la expresi6n de los genes 

"tempranos" del fago, los que codifican para proteínas 

involucradas en el cese de la síntesis de ácidos nucléicos y 

proteinas bacterianas además de proteinas relacionadas con la 

síntesis de ácido nucl~ico viral. Después de algunos minutos de 

transcr ipci6n de los genes tempranos se inicia la transcripci6n de 

los genes "tardíos" del fago. involucrados en la sínte sis de 

proteínas estructurales fágicas. Lisis, en esta etapa se rompe la 

célula por acci6n de enzimas liticas, codificadas por genes 

virales tardíos. liberandose aproximadamente 100 nuevas partículas 

infecciosas por bacteria infectada. Todo el proceso se realiza en 

aproximadamente 24 minutos, a 370 C (8). 

Para el establecimiento de la vía lisogénica. el ADN inyectado 

debe dirigir la síntesis de productos génicos que promueven la 
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inserci6n del cromosoma fágico en el ADN hospedero, inmediatan~nte 

después se expresan otros genes que producen una molécula 

represora que evita la replicación del ADN y la mayoría de los 

genes fágicos (7). 

Cuando estos procesos se han realizado coordinamente, el ADN del 

fago se puede insertar en un sitio especIfico dentr o del cromosoma 

bacteriano, o bien, permanecer como material genético 

extracI' omosómico. El ADN viral en este estado es conocido como 

profago y la cepa que lo porta como lisogena, la replicaci6n de su 

material genético contribuye indirectamente al desarrollo viral, 

ya que todas las células portadoras de profagos son un centr"o 

potencial para la producci6n de partículas fágicas. La lisogenia 

fue descubierta en 1921, pero hasta 1950 Lwoff y Gutman 

confirmaron que tal condici6n se conserva a través de las 

generacio~s de bacterias (7). 

Las cepas lisogenas comparten varias características que permi­

ten su i dentificaci6n: Son insensibles a una superinfecci6n por 

fagos homólogos, producen fagos (inducci6n espontánea a baja fre­

cuencia), y liberan fagos sobr"e un tapíz de cepa sensible. 

El ciclo lisogénico puede producir var iaci6n genética en dos 

formas: Utilizando al fago como "acarl' eador" de ADN bacte riano, de 

una célula a olra Ctt' ansducciólv, o bien modificando las propieda­

des fenotípicas de la bacteria, median te la acci6n de productos de 

genes del profago (con.versi6n lisogénica) (5). 

La inducción de la lisogena es el proceso inverso al estableci-

miento. Puede dal' se espontánean~nte, o puede ser PI' ovocada por 

agentes físicos o químic o s, los cuales afectan a la molécula 
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represora y ocasiona que el ADN viral se escinda del bacteriano 

y los genes de la vía lítica se activen. 

Se han reportado varios agentes q ue provocan la inducción como 

luz ultravioleta, mitomicina C, y medios pobres en timina, l os 

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

CARACTERISTICAS GENERALES DE LAMBDA 

Lambda es un virus que utiliza a E.cotl para su reproducción y 

puede causar la lisis de la célula, pero también puede propagarse 

en forma que permite la multiplicación de la célula hospedera 

(14) • 

La existencia d e lambda no se advirti6 hasta 1951, cuando E. 

Ledendberg observó que E.CO~L K12(A) liberaba, al fago tras un 

tratamiento con luz ultravioleta. En 1944, Gray y Tatu~ y en 1946 

J. Ledenberg y Tatum habían trabajado con la misma K12(A), sin 

detectar la presencia del profago. 

Los fagos que forman parte de la familia lan~doide comparten 

tres propiedades: Se recombinan por entrecruzamiento, su ADN 

poseen pares idénticos en las terminaciones cohesivas, y sus 

profagos son induccibles por radiación ultravioleta. 

Aproximadamente el 50~ de la composición química de lambda 

cor responde a ácidos nucléicos, y el 50~ restante a proteínas. El 

ácido nucléico se encuentra en doble cadena de AON, 

una cabeza lcosahédrica, de 0.05 )..'m de' diametro, 

proyecta un ta ll o de 0 .05 )..'m de longitud (7). 

encerrado en 

del cual se 

El mantenimiento de la li sogenia en E.c o li (A~ se debe a la 
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represión de los genes de l a l isis del profago por moléc ulas 

ell y elll del genoma represol-as producidas por los genes e l, 

fágico. La protei n a pl-oduci da por e l ; además de reprimir l a 

expresión de otros genes del profago, reprime también genes de 

fagos A supe rinfectantes, por esta razón la célula lisogena es 

inmune especificamente a la reinfecci6n por A. Si la presencia del 

represor cesa por alguna razón, el profago entra en la via 

productiva. Este proceso requiere de la excisi6n del profago 

(inducci6n) del cromosoma bacteriano, la replicación autónoma del 

DNA, producción de fagos y la lisis (7). 

Muschel L.H. er, a l. (9) repor taron que cuando infectaron E:.eoLt 

K12 con lambda, y mutantes temper atura sensibles en el represor 

( s ts) del fago, las lis6genas presentaron un notable aumento en la 

resistencia al suero de c obayo, respecto a K12 libre de fagos. 

EFECTO BACTERICIDA DEL SUERO 

El suer o normal de hombre y animales en general, tiene efectos 

bactericida sobre gran número de cepas bacterianas, inc luye ndo 

L. co L i . El principal c omponente del suero con este efec to, es e l 

complemento, considerado como medio de defensa import a nte del 

hospedero contra invasiones bacterianas. Por lo que la resistencia 

al suero podría ser una propiedad importante en la virulenc i a para 

una bacteria invasiva C4, 15). 

El complemento no ¡-¡na 1 puede ser activado mediante dos vías, la 

vía Clásica CCPC), y la Alterna CAPC). Taylor (15) y Ciurana B •. (2) 
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han reportado métodos, mediante l os c ual es se logra inactival' a 

cua lquiera de estas dos vías sin afectar la función de la otra. 

ACT1VAC10N DE . LAS V1AS CLAS1CA y ALTERNA DEL COMPLEMENTO 

La vía Clásica del complemento se inicia con la interacci6n 

entre un complejo antígeno-anti c uerpo, en el cual participan 

inmunoglobulinas 19G o 19M, y Cl. Est a última una de las 9 

proteínas del complemento, se compone de 3 unidades: Clq, Clr y 

Cls, las cuales en presencia de Caz
+ circulante, forman un 

complejo entre lClq, 2Clr y 2Cls. La unidad Clq se une a la 

porción Fc de las 19G o 19M formando un complejo que posee 6 

sitios receptores para las inmunoglobulinas. Cambios 

conformacionales criticos en Clq permiten la conversi6n de las 

proenzimas Clr y Cls en sel'in-proteasas Cl; y Cl;;. El cambio de 

Cl s a Cl;; es catalizado por Cl; y culmina con la formac i6n de dos 

cadenas peptidi c as CPM 56,000 y 30,000 daltons) unidas por puentes 

disulfuro. Entonces Cl;; transforma a C4 CPM 204,000) y a C2 CPM 

98,000), generando una enzima pal' a C3 CC4b,2a). Con el rompimiento 

de C4 se originan dos fragmentos; C4a y C4b, este tU timo se w-.e al 

segmento C2a, mientl' as que C4a es libel' ado y no interviene más en 

la activaci6n del resto de los componentes. Mediante el 

rompimiento de C2 se obtienen dos fragmentos, C2a y C2b, estos 

pueden reunirse a menos que se encuentl' en I' odeados por C4b y Mg
z

+. 

El fragmento mayor de C2, C2a CPM 72,000) permanece unido a C4b 

formando el complejo " C3 convertasa". Estos C4b,2a rompen a C3 en 
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dos fragmentos C3a y C3b (PM 181,000); el sitio enzimático para C3 

reside en la fracción C2 del complejo, C4b funciona haciendo a C3 

más suceptible del ataque enzimático. C3a es un fragmento 

anfilatóxico (que ocasiona la liberación de histamina por las 

células cebadas) y es liberado, mientras que C3b se une a la 

supert' ici,;¡. del complejo C4b,2a, formando de &sta manel' a un nuevo 

complejo C4b. 2a. 3b. el c ual constituye la "C6 convertasa". esta 

enzima rompe a C5 (PM 206 . 000) en dos fragmentos. uno pequeno C5a 

con función quimiotácti c a (atrae a los leucocitos PMN). y C5b. El 

rompimiento de C5 inicia un proceso de autoens a mblaje. el cual 

culmina con la formación de un complejo transmembranal estable 

(MAC) en el cual se involucra a C5b. C6 (PM 128. 000). C7 (PM 

121.000>. C8 (153.000) y C9 (PM 79.000). 

La ruta al terna del complemento se acti va cuando se encuent.' a 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 Mg 2
+ se asoci a transi tOI' iamente con 

C3 formando peque~as cantidades de enzima C3.Bb. ésta cataliza la 

formación de fragmentos C3b. los cuales se pueden asociar 

transitoriamente con los fragmentos Bb originando de esta manera 

otra enzima (C3b.Bb). ésta en presencia de Mg 2
+ puede relacionarse 

con el fact or P (una properdina PM 184 000) formando una "C3 

convertasa " estable la cual puede ligar una molécula C3b adicional 

para convertirse en C3b,P.Bb.C3b const ituyendo asi la "C5 

convertasa" de la via alterna. En condi c ioneS 

normales esta ruta esta sujeta a un fuerte control 

8 
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las moléculas (1IH CPM 150,000) y C3bINA CinactivadOl- del C3b de PM 

88,000). (1I H se une estequiométricamente a C3b y evita su 

i nteracc iÓn con otras proteínas. A pesa.- de la presencia de estas 

dos moléculas se puede formar el complejo C3b,P, Bb sobre ciertas 

superficies bacterianas, porque la conformaciÓn de ciertas 

estr ucturas superficiales proteje al complejo (15)(Fig. 2 Y 3). 

Algunos grupos de E. col i son agentes patÓgenos de importancia 

para el hombre (15). En estado lisogénico K12CA), aumenta su 

resistencia al suero de cobayo, por lo tanto .-esulta interesante 

investigar: sI la 11sogenia en E.coli incrementa la resistencia al 

suero humano, cual es el comportamiento de las cepas Clisogena y 

l ibre de fagos) a través del tiempo que dura la incubaciÓn en 

p.-esencia de suero, y cual o cuales vías del complemento son las 

responsabl e s de la muerte de las cepas. 

1 t 



OBJETIVOS. 

1. Averiguar si el fago A disminuye la se n sibilidad, al efecto 

bactericida del suero humano normal, de la cepa de E:. col l C600 

por conversión lisog~nica. 

2. [).o.terminar la concentración óptima de suero a la que se observa 

la diferencia en sensibilidad ent¡-e la cepa sil vest¡- e y la 

lisógena. 

3. Determinar la cinética de muerte POI- suero, a la concentrac i ó n 

óptima, de la cepa lisógena y la silvestre . 

4. Dele¡-nunar la pa¡- ticipación de las vías de activación del 

complemento en la reación bacte¡-icida cont¡- a ambas cepas. 

1 2 



MEDIOS ~ SOLUCIONES. 

Caldo nutritivo (CN). 

Pesar 8 gramos de CN (bioxon), disolver 

destilada, y esterilizar. 

Agar Nutritivo (AgN). 

en 1000 ml de agua 

Pesar 15 gramos de Agar Bacteriológico, 8 gr amos de CN, 

disolver en 1000 ml de agua destilada, y esterilizar. 

Agal' Suave C AS). 

Pesar 10 gramos de Peptona de Caseína, 6 gr amos de Agal' 

Bacteriológico, 2.5 gramos de Cloruro de Sodio, disolver en 1000 

ml de Agua destilada, y esterilizar. 

Solución Amortiguadora $M. 

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, y 

esterilizar, se deja enfriar y se le agregan 5 ml de Tris 1M y 2.5 

ml de sulfato de magnesio 1M. 

Caldo de soya y Tripti casa. 

Pesar 3.0 gramos de Caldo de soya y tripticasa CBioxon), 

disolver en 100 ml de agua destilada, y estel'ilizar. 

13 



TRIS 0.02 M CSolucion amortiguadora) . 

Pesar 2.42 gramos de TRIS CMERCK), disolver en 1000 mi 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 mi de TRIS, calentar la 

mezcla a 60° C se agregan lentamente gotas de NaOH 5 N, hasta que 

se di s uelve el EGTA. Ajustar el pH a 7.3 con HCl 1 N. Se mide el 

volumen de la solución y se agrega el volumen de TRIS requerido 

para completar 10 mi, se almacena la soluci6n a 4° C. 

NaOH 5 N. 

Pesar 2 gramos de NaOH disolver en 10 mi de agua destilada, y 

esterilizar. 

HCl 1 N. 

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

EDTA 100 mM Cen TRIS 0.02M:>. 

Pesar 0 . 38 gramos de EDTA, disolverlos en 10 mi de TRIS 0.02M, 

esterilizar y se almacena a 4°C. 

METODOL OGI A. 

ObtenciÓn de un lisado de alto título. 

A partir de halos de l isis del fago lambda, sobre un tapiz de 

c epa sensible en cajas de Pelri con AgN, se tomó un inóculo con un 
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palillo estéril, con el cual se trazó una línea superficial de un 

extremo a otro de una caja de Petri con AgN. Se vació sobre ésta 

0.2 ml de cepa sensible con 3 ml de AS. La caja se incubó 12 hrs 

a 37° C. A partir de una placa aislada se obtuvo 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 ~. Se incubó 

el cultivo a 37° e, hasta lisis. Se centrifugó el lisado a 15000 

rpm durante 5 minutos, se decantó el sobrenadante obtenido a un 

tubo estéril y se almacen6 a 4° e (1). 

Titulaci6n del lisado. 

Se hicieron diluciones seriadas del fago lambda, en una soluci6n 

amortiguadora ($M), se plaquearon, con 0.2 ml de bacteria 

sensible y 3 nu de AS, en cajas de Petri con AgN y se incubaron a 

37° C durante 12 I~s. Se cont6 el número de p l acas por caja y se 

calcu16 el número de fagos en la diluci6n original con la 

siguiente f6rmula (1): 

Número de placas 

(Vol de diluci6n)(dilución) 

Obtención de cepas lis6genas. 

Se goteó el fago lambda sobre un tapiz de E. eoiL C600 en cajas 

con AgN, se incubaron a 37° C durante 12 ho ras. A pal-tir de los 

halos de lisis producidos se obtuvieron colonias aisladas, en 

cajas de Petri con AgN. 

15 



Confirmación de la lisogenia. 

De las lisogénas aisladas, se tomó un inóculo con un palillo 

estéril, y se inocularon sobre dos cajas; una con cepa sensible y 

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

Obtenci6n de suero humano. 

Inmediatamente despues de extraída la sangre se incub6 a 37° e 

durante 1 hora. A continuaci6n se separó el coágulo de las paredes 

del tubo con un palillo estéril y se centrifugaron los tubos a 

3000 rpm durante 10 minutos. El suero se extrajo con pipetas 

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

Ensayo de resist.encia al suero. 

Las cepas C600 y C600( ~) crecieron por separado, en 10 ml de 

caldo de soya y tripticasa, hasta el inicio de la fase exponencial 

(Abs· 0.3). Posteriorn~nte fueron c e nt rifugadas a 8 000 rpm. 

durante 10 minutos , y se resuspendieron en el mism:> volumen de una 

soluci6n amortiguadora. Este proceso se repiti6 una vez más. 

En matraces estériles de 125 ml se hicieron diferentes mezc l as 

de suel' O, bacterias y soluci6n amortiguado ra, incubándose con 

agitaci 6n a 37° C durante 3 hrs. Una vez terminada la inc ubaci6n 

se hizo una serie de diluciones, que se espatularon e n cajas 

Petri c on AgN. Las cajas fueron incubadas a 37° C durante 12 

horas. A partir de las c olonias sobrevivientes se detel' minó e l 

porcentaje de sobrevivencia, usando como control las bacterias que 

no fueron expuestas al suero (Fig. 4). 
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Cinética de muerte por suero de las cepas de E .col t 

C600C/...) a una concentraciÓn letal de suero humano. 

C600 y 

Una vez determinada la concentraciÓn de suel-o 6ptima para 

observar la diferencia en la sensibilidad al suero de ambas cepas 

se repitiÓ el ensayo de resistencia (previament.e descl-ito) a esa 

concentración, espatulando alícuot.as de diferent.es tiempos de 

exposici6n al suero sobre cajas Pet.ri con AgN. 

Inactivaci6n del complemento. 

a) Se calent6 el suero a 56° C durante 30 mino 

b) A la suspensi6n bacteria, suero y TRIS se agreg6 la cantidad 

necesaria de EDrA 100 mM, para que la concentraci6n final de éste 

en la mezcla sea 10 mM. 

Inactivación de la vía Alterna del complemento. 

Se calent6 el suero a 50° C durante 20 minutos. Se utiliz6 

inmediatamente después de terminado el periodo de calentamiento. 

InactivaciÓn de la vía Clásica del complemento. 

A la suspensi6n bacteria, suero y TRIS se agreg6 la cantidad 

necesaria de EGTA 100 mM, para que la concentración final de éste 

en la mezcla fuera 10 mM. 

17 
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RESULTADOS 

Se obtuvo un lisado del fago lambda cuyo titulo fue de 5.4 x 

101°ufp/ml, sobre la cepa C600 de E .COLt . Con este lisado se 

obtuvieron halos de lisis sobre una cepa sensible. A partir de 

éstos se aislaron colonias, a las cuales se les confil'll16 su estado 

de lisogenia, mediante la liberación de fagos· en un tapiz de cepa 

sensible. Todas las colonias probadas fueron lisógenas. Con la 

finalidad de determinar cual de las soluciones amortiguadoras 

seria la más adecuada en nuestro ensayo de resistencia a suero. Se 

determinÓ el efecto de cuatro soluciones amortiguadoras en la 

sobrevivencia de la cepa C600. El TRIS resultó ser la soluciÓn mas 

adecuada para usarse en el ensayo de resistencia a suero ya que el 

porcentaje de sobrevivencia después de tres horas de incubaciÓn 

fue cercano al 100 ~. Para determinar la resistencia al suero 

humano de las cepas utilizadas (C600 y C600 (A)), se montó el 

ensayo (descrito en metodologias) usando diferentes 

concentraciones de suero (2 ~, 4.~, 6 ~, 8 ~ Y 10 ~) . En la Tabla 

1 se observa que a las concentracion de suero de 2 ~ Y 4. ~ la 

sobrevivencia de ambas cepas es notablemente diferente; 39.4 " 

para C600 y 319.5 para C600( A), al 2 " Y 1. 765 " pal' a C600 y 

42.5 para C600( A) al 4. ~ de suero. En si en ambas concentrac iones 

existe una diferencia de un or den de magnitud entre la cepa 

c ontro l y la 1is6gena. A partir del 4 " de suero la sobrevivencia 

entre ambas cepa s tiende a hacerse menos amplia. Asi, podemos ver 

que al 6 " de suero C600 sobrevive 0.138 "mientras que C600( A) 
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lo hace en un 0.405 ~. Después de 3 horas de incubación en suero 

humano a una concentración de 8 ~ la cepa C600 sobrevive en un 

0.055 ~ Y C600CA) 0.04 ~, mientras que al 10 ~ de suero solamente 

sobrevive un 0.03 ~ 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 desviaciones 

estandars correspondieron aproximadamente a un 15 ~ de la media de 

los experimentos. En la gráfica No. 1 se presentan estos val ores . 

Las diferencias en la sobrevivencia entre ambas c epas antes 

mencionadas son fácilmente identificadas aquí. El eje de las 

abcisas corresponde a las diferentes concentraciones de suero 

usadas Cdel 2 al 10 ~, Y el de las ordenadas a los porcentajes de 

sobrevivencia observados después del periodo de incubaci6n. La 

gráfica muestra que en una mezcla con 2 ~ de suero el número 

inicial de organismos de la cepa C600 disminuye, mientras que el 

de C600CA) aumenta en una proporci6n cercana al 300 ~. En la 

siguiente concentraci6n el número de sobrevivientes para C600 se 

acerca al 2 ~, Y para C600CA) el porcentaje disminuye del 300 ~ 

anterior a un 40 ~ aproximadamente. Para determinar la cinética 

del comportamiento de las cepas de E.coLi C600 y C600CA) se 

consideró como concentraci6n adecuada para los fines del 

experimento la mezcla que contiene 4 ~ de suero humano, puesto que 

como indica la labIa y gráfica 1, la cepa C600 solamenle sobrevive 

en una proporción cercana al 2 ~, mientras que C600CA) lo hace en 

un 40 ~ aproxin~damente. La tabla 2 muestra los pron~dios, con las 

desviaciones estandars, de los resultados obtenidos, en al menos, 
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TABLA No. 1 

RESISTENCIA DE E. cot i C600 vC600CA) 

AL SUERO HUMANO 

% DE SOBREVI VENC I A 

% DE SUERO C600 C600C A) 

O 100 100 

2 39.4 =4.40 319 . 5 =66.500 

4 1 . 8 =0.41 42 . 5 = 11.500 

6 0 . 1 =0.17 0.40= 0.010 

8 0.5 =0.03 0 . 05= 0 .010 

10 0 . 0 3 =0 .04 0.03= 0 .008 

Las cepas se incubaron por separado durante 3 hrs. en agitación 

a 37° e y se det er minó S/So al final de este periodo. Los 

resultados son promedio de 3 ensayos. 
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GRAFICA No. 1 

RESISTENCIA DE E . co [ i C600 V C600(A) 

AL SUERO HUMANO 

% de sobr€Nivencia 
400r---------------------------------------------~ 

O L-----~-------~----~~------+_------~----~ 

O 2 4 5 8 10 12 

% de suero 

0600 -+- C500(A) 

Las cepas se incubaron por separado durante 3 hrs. en agitación 

a 37° e y se det e rminó $/So al final de este periodo. Los 

resultados son promedio de 3 ensayos. 
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2 ensayos. Se observa que después de 30 minutos de incubación 

(muestra 1) las cepas C600 y C600(~) tuvieron valores de 

sobrevivencia de 109 ~ Y 107 ~, respectivamente. A los 60 núnutos 

de incubaciÓn la sobrevivencia de C600 fue de 31.5 ~ Y la de 

C600(~) de 199 ~. En este tiempo se observÓ 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 gráfica 

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, después de iniciado el 

periodo de incubación. .En el eje de ordenadas se encuentran 

representados los porcentajes de sobrevivencia. En la gráfica se 

observa que el porcentaje de organismos de la cepa C600 durante 

los primeros 30 minutos aumentó ligeramente a un valor cercano al 

110 ~, lo mismo que la cepa C600(~), a partir de ese momento el 

porcentaje de sobrevivientes de la primera cepa empieza a 

disminuir paulatinamente (31.5, 37, 32 . 5, 23 ~ para ubi c arse 

después de 180 minutos en 16 ~. La curva correspondiente a C500( ~) 

presenta una notable diferencia de la anterior; después de los 

primeros 30 minutos en los cuales los valores de esta cepa son 

similares al de C600, el porcentaje de sobrevivencia alc a nza su 

máximo en el intervalo siguiente (200 ~ aprox.), para disminuir a 

continuaciÓn (165, 109, 87 ~) Y finalizar en 55 ". En la t.abla No. 

3 se resumen los s-esul tados de la cinética del comportamiento 
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TABLA No. 2 

CINETICA DEL COMPORTAMIENTO DE E . coti C600 V C600(A) 

A CONCENTRACION LETAL DE SUERO HUMANO. 

% DE SOBREVIVENC I A 

MIN. C600 C600(X.) 

O 100 100 

30 109 !O.O 107 ! 2.0 

60 31 . 5 !4.5 199 !18.0 

90 37 . 0 !3.0 165 ! 8.5 

120 32 . 5 !5.5 109 . 5!17.5 

150 23 . 0 !1 .0 87 ! 7 .0 

180 16 . 0 !2.0 65 ! 2.0 

Las c epas se incubaron por separado, durante 3 hrs. en 

agitación a 37° e y se determinó S/So cada 30 mino Los resultados 

son pr o medio de 3 ensayos al menos. La con centración de suero en 

la soluc ión e~ de 4X. 
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GRAFlCA No. 2 

CINETICA DEL COMPORTAMIENTO DE E. coLi C600 V C600(:>..) 

A CONCENTRACION LETAL DE SUERO HUMANO. 

% de sobrfNivenciB 
250.-----------------------------------------------~ 

10 

f-- ----I------ .-'''<:------- .. --.---.-.-

OL-----------~----------~----------~----------~ 

O 50 100 

minutos 

0600 -+- C600(~ 

150 200 

Las cepas s e incubaron por separado, durante 3 hrs. en 

agitación a 3 7 ° e y se determinó S/So cada 30 mino Los resultados 

son promedio de 3 ensayos al menos. La concentración de s ue r o en 

la soluci ón es de ~. 
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TABLA NO. 3 

EfECTO DEL CALENTAMIENTO DEL SUERO HUMANO 

EN SU ACCION BACTERICIDA 

% DE SOBREVIVENC lA 

MI N. C600 e600(A) 

O 100 100 

60 864! 39 528!128 

120 1215!151 910! 27 

180 2741!228 2693!538 

El suero se cal e nló a 56° e duranle 30 min, la c oncenlrac 16n en 
las mezclas rue de ~. Las cepas se incubaron por separado duranle 
3 tu s. a 37° e delerminandose S/So cada 60 mino Los dalas son 
promedio de 3 experimenlos al menos. 
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durante 180 minutos. de ambas cepas incubadas en suspenciones con 

4 " de suero humano inacti vado. En la tabla puede observal-se que 

las cepas crecen de manera similar. Encontramos que a los 60 

minutos el porcentaje sobreviviente de C600 es 864 ". y el de 

C600CA) es de 528 ". en el segundo muestreo C120 minutos). la 

fracción sobreviviente de C600 es de 1215 ". Y el de C600C A) es de 

910 ". finalmente a los 180 minutos de incubación C600 ha crecido 

hasta alcanzar un porcentaje de sobrevivencia de 2741 "y C600C A) 

2693 ". La Gráfica No. 3 esquematiza los datos anteriores. el eje 

de las ordenadas corresponde a los porcentajes de la fracción 

sobreviviente. mientras que el de las abcisas al tiempo de 

incubación. Se observa que ambas cepas. despu~s de tener un 

crecimiento ligeramente diferente alcanzan a los 180 minutos un 

porcentaje de sobrevivencia id~ntico. En la tabla No. 4 se resumen 

los resultados de la cinética de la acciÓn de la vía Clási ca sobre 

las dos cepas C600 y C600C A) de E . coli en suspensiones con 4 " de 

suero. Después de 30 minutos de iniciado el experimento 

encontramos que la fracción sobreviviente de la cepa C600 

corresponde a un porcentaje de 132 " Y el de C600C A) a 133 ". en 

el siguiente muestreo C50 mi!)). 237 " corresponde a C500 y 198 " a 

C500CA). a los 90 minutos de iniciado el e)(perimento sobreviven 

462 " de la cepa control y 438 " de la lisógena. en los 

siguientes~uestreos los porcentajes de la fracción sobreviviente 

de C600 son 462 " a los 120 minutos. 501 a los 150 y finalmente 

927 " a los 180 minutos de haberse iniciado el e)(perimento, en la 

misma secuencia pal-a C600CA) tenemos 814 ". 961 " y alcanza 

27 



GRAFlCA NO. 3 

EFECTO DEL CALENTAMIENTO DEL SUERO HUMANO 

EN SU ACCION BACTERICIDA 

% de sobrevi~nci8 
3000,----------------------------------------------, 
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2000 -- -.-.. -- --.-.. ---. ---- .. ----.------ .. -------- ... -.... - .... -.. 

1500 

1000 

500 

50 

-/-.+--- - --_. __ . 

100 

minutos 

ceoo -+- ceoo~ 

150 200 

El suero se calentó a 56° C durante 30 min, la concentración en 
las Mezclas fue de 4X. Las cepas se incubaron p o r separado durante 
3 hrs. a 37° e det e rminandose S/So cada 60 mino Los datos son 
promedio de 3 experimentos al menos. 
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TABLA No. 4 

EFECTO BACTERICIDA DE LA VIA CLASICA SOBRE 

E. co t l C600 y C600CA) 

% DE SOBREVIVENC I A 

MIN. C600 C600C >..) 

O. 100 100 

30 132~ 20 133~ 7 

60 237~ 17 198~ 22 

90 462~ 52 438~ 28 

120 462~ 81 814= 25 

150 601:106 961=162 

180 927: 35 1069: 97 

Las cepas se incubaron por separado. durante 3 hrs en agitación 

a 37° C y se determinó $/So cada 30 mino Los resultados son 

promedio de 3 ensayos al menos. La vía alterna se inac tivó 

mediante calentamiento a 500 Cdurante 20 mino La concentración de 

suero en la mezcla fue de 4 ~. 
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GRÁFICA No. 4 

EFECTO BACTERICIDA DE LA VIA CLASICA SOBRE · 
E. coLl. C600 y C600()..) . 

% de 80brevivencia 
1200.-----------------------------------------------
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C600 -+- C600W 

150 200 

Las cepas se incubaron por separado. durante 3 hrs en agitación 

a 37° e y se det e r.unó S/So cada 30 mino Los resultados son 

promedio de 3 ensayos al menos. 
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finalmente 1069 %. Las ordenadas de la gráfica No. 4 corresponden 

a los porcentajes de la fracción 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 gráficas de las 

dos cepas son similares, las curvas comienzan a tener un 

desarrollo difer' ente, para finalmente ubicarse en dos puntos muy 

cercanos (927 y 1069%). En la cinética de la acci6n de la vía 

alterna del complemento sobre las cepas C600 y C600(~) se 

obtuvieron los resultados presentados en la tabla No. 5. Los datos 

se tomaron a intervalos de 60 minutos. En ella se muestl' a que la 

fracción sobrevivivente de C600 después del primer intervalo fue 

de 3.25 % Y 42.0 % para C600(~), en el siguiente resultado podemos 

observar una diferencia en los porcentajes de la sobrevivencia de 

ambas cepas, correspondiendo 0.22 % para C600 y 2.25 % para 

C600(~), transcurridos 180 minutos el porcentaje de sobrevivencia 

de C600 fue de 0.45 % Y 1.85 % el de C600(~). La gráfica 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 incubaci6n, a continuación el porcentaje de 

la fracción sobreviviente disminuye para ubicarse al término del 

experimento en 0.45 %, mientras que la línea que corresponde a 

C600(~) se mantiene en 42 % después de los primeros 60 minutos, 

para ubicar-se 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 línea de la cepa libre de fagos alcanz6 en 

60 minu tos. 
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TABLA No 5 

EFECTO BACTERICIDA DE LA VIA ALTERNA 
SOBRE E. col i C600 y C600(A) 

% DE SOBREV I VENC lA 

MI N. C600 C600(~· ) 

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 clásica se inactiv6 al quelar 
+2 

Ca con EGT A 10mM; 

adicion6 HgCl
z 

2mM. Las cepas fueron inc ubadas por separado 

durante 3 hrs en ba~o con agitaci6n a 37° y se d etermin6 S/So 

cada 50 minutos. La concentraci6n de suero fue de 4X. 
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GRÁFICA No. 5 

EFECTO BACTERICIDA DE LA VIA ALTERNA 

SOBRE E. c o~i C600 y C600( A) 

% de sobr6'livencia 
120,--------------------------------------------, 
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60 ---- -.---... ----------.----.--

._ --_ ..... _--------------

20 .--_.--...... -_.--
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O 50 100 

minutos 

ceoo -l- C600(>.) 

150 200 

La vía clásica se inactivó al 
+2 

quel ar Ca con EGT A 10mM; se 

adicionó MgCl
2 

2mM. Las cepas fueron incubadas por s e parado 

durante 3 hrs en baño con agitación a 37° y se determinó $/So 

cada 60 minutos . 
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DISCUSION y CONCLUSIONES 

En ensayos de resistencia a suero semejantes al implementado en 

aste trabajo, se han usado una amplia gama de soluciones 

amortiguadoras. Se ha demostrado que algunas de estas soluciones 

tienen efectos significativos en la efi c iencia de muerle por suero 

(3), 

Los resultados de este trabajo indican que entre las soluciones 

probadas (PBSI, PBSII, MC y TRIs), el TRIS es la solución indicada 

para usarse en ensayos de resistencia a suero con E . coti puesto 

que además de n o afectar la sobrevivencia de la bacteria tras un 

periodo de tres horas de incubación, es una solución que no 

contiene cationes, los cuales según Taylor, P.W. inhiben de manera 

no especifica al complemento (13). Taylor y Hughes recomiendan 

i ncubar 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 más simple para determinar la 

aclividad bactericida del suero, involucra la exposición de una 

suspensión de microrganismos viables a una concentración 

determinada de anlicuerpos y complemento, incubándose la mezcla a 

una temperatura óptima para la actividad del complemento y 

determinar después de ciertos periodos de tiempo la concentración 

absoluta de organismos sobrevivientes (15). 

Timnrls N.K. Y cols. mostraron que la cepa de E .coti C600 rifr 

Crifampicina-res!stente), derivada de E. col! C600 rif s
, tuvo un 
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porcentaje de sobrevivencia menor de 0.001 " cuando se le i ncubó 

en una mezcla de 6 " de suero usando PBS como solución 

amortiguadora (19). los resultados de nue stro trabajo indican que 

la cepa E.co~i C600 incubada en una mezc la con concentración de 

suero i déntica a la usada por Timmds. pero sustituyendo al PBS por 

TRIS presenta un pOl' centaje de sobr e vi vencia de un 0.14 " (Gráfica 

1). Esta diferencia puede ser atribuida al uso de soluciones 

amortiguadoras diferentes. 

El presente trabajo muestra que el porcentaje de sobrevivencia 

de la c epa C600 de E.co~i es de 1.78 " al 4 "de suero. mientras 

que en la cepa lisógena para e l fago (lambda) la sobrevivenci a es 

del 42.5 ". a la misma concentración de suero (Gráf ica 1 ) . Estos 

resultados nos permiten inferi r que la inclusión del genoma del 

fago (lambda) en el cromosoma de E.co~ i C600 determinó la 

diferencia en la resistencia al suero humano entre ambas cepas . 

Muschel L.H •• en 1968. mostró que cuando E. coU era lisogenisada 

por el fago lambda. presentaba W\a resistencia significativamente 

mayor que la cepa libre de fagos. al suero de cobayo (9). Es tos 

resultados y los obtenidos en nuestl'o trabajo representan e jemplos 

de conversión lisogénica en la cual. según Echols, uno o más genes 

del profago c ambian alguna o algunas 

fenotípicas de la bacteria hospedera (5). 

de las 

Los porcentajes de sobrevivencia de las cepas C5 00, 

propiedades 

con y sin 

fago. obtenidos en la ci nética del compol'tamienlo (Tabla No. 2). 

parecen l'econfirmar nuestra conclusión anleri ol' . 

Timmds N. K. Y cols. mostl' aron que la presencia del plásmido 
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R6-5 Trat+ en la cepa de E. cott C600 rif r
, aumentó el porcentaje de 

sobrevivencia a un 6.7 ~ ( 19). El descubrimiento de ciertos 

plásmidos que confieren resistencia a algunos antibióticos, y que 

reducen la sensibilidad al suero en cepas de E.coti (11, 17, 20) 

han aumentado el interés en torno a este fen6meno, 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), además que el 

indiscriminado manejo de antibióticos podría 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 ~ de suero, 

son diferentes entre sí (Gráfica 1 

diferencia a que las mezclas en el 

Y 2), atribuimos esta 

ensayo de cinética del 

cOfllPOrtallÚento, tuvieron un periodo de "no agitación" cada 30 

minutos mientras se tomaban las alícuotas. Taylor indica que el 

uso de ba~os con agitación puede introducir variaciones en la 

reproducibilidad del ensayo (18). 

Se ha demostJ'ado que en el proceso bacteriolí tico del suero, se 

encuentra involucrado la inserción o deposici6n de una serie de 

proteínas que forman la cascada del complelllento y que se unen a la 

meMbrana f ormando el complejo de adhesión a la membrana CMAC) 

(15). Existe una buena cantidad de reportes que muestran que un 

aumento de resistencia al suero esta relacionada c on la presencia 

de estructuras en o c erca de la superficie bacteriana capaces de 
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interferir con la formación unión o activación subsecuente del MAC 

(15). Por lo que podemos suponer que la presencia del profago 

podría provoca alguna modificación en los receptores en la 

membrana externa de la bacteria. Se ha demost.-ado que las cepas 

lisógenas para el fago lambda presentan una nueva proteína de 

"""mb.' ana (12), qu ... podría ser la r€fsponsabl... d",l awnento en la 

resistencia al suero. 

La activación del complemento por las gram-negativas puede 

ocurrir por dos vías, la clásica o la alterna; la . forma que 

usualmente se requiere para la activación de ambas es el 

reconocimiento de los antígenos de superficie bacteriana por 

cierto tipo de anticuerpos, sin embargo, la vía alterna se puede 

activar o amplificar en ausencia de las interacciones 

antígeno-anticuerpo, por unas estructuras o características 

conformacionales de la superficie celular poco conocida (15). 

Ciurana B. y Tomás J.M. mostraron que tanto la vía clásica como la 

alterna se encuentran involucradas en la reacción bacteri61itica 

del complemento en KtebsieLta p neumoniae (2). La intervención de 

estas vías en el proceso bacteriolí tico en E. c ol. i no ha sido 

precisado, aún cuando se supone que esta bacteria es suceptible a 

la acción de ambas vías (16). Con la finalidad de ver cual de las 

dos vías del complemento están involucradas en la muerte de las 

cepas de E.coLi, se inactivaron selectivamente ambas vías (2, 6, 

16). Los datos obtenidos en este trabajo muestran que sol amente la 

vía alterna es la involucrada en la muerte de ambas bacterias. La 

sobrevivencia de las cepas cuando se ha quelado la vía c lásica 
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difiel-e respecto a las obtenidas cuando se usó el suero 

normal. Es posible que esto se deba a que el EGTA bloquea la 

activación de la vía clásica a nivel de Cl. quedando libres las 

proteínas que intervienen en el proceso. con la posibilidad de ser 

utilizadas para la activación de la vía alterna. Esto resultaría 

importante puesto que C3 es una molécula común paJ-a las v í as. Lo 

que en este caso permitiría a la vía alterna matar más 

eficientemente a las cepas que en el ensayo de suero normal. 

Cuando se usa este último buena cantidad de proteínas (C3) se van 

a usar para ac ti var la vía clásica la cual como se muestr a en la 

tabla y gráfica 4 no tiene efecto en la mortalidad de las cepas. 

Está reportado que la bacteria E. coL i lisógena para lambda 

presenta una proteína en la membrana externa que no existe en la 

cepa no lisogéna. y que es codificada por un gene accesorio del 

p rofago. conocido como gene 10m (12). Esta proteína podría 

explicar la diferencia a la sensibilidad al suero humano obtenida 

en este trabajo entre la cepa lisógena y no lisogena ya que 

podría evitar la fijación adec uada del MAC. 

Exis ten fagos lambda que presentan deleciones en diferenles 

zonas de su genoma. una de ellas afecta la zona del gene 10m (12). 

El fago c on esta deleción sería un buen candidato para averiguar 

si la proteína 10m es la responsable de la diferencia en 

sensibilidad al suero entre las c epas mencionadas. 

Asi. la presencia de elementos genéticos accesor ios en las 

gram-negativas podrían jugar un 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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