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RESUMEN

Almanza Marquez Yolanda de! Consuelo. Influencia del plasmido ColV en la
fagocitosis in vitro de Escherichia coli. (bajo la direccidn del Dr. José Lépez Alvarez
y el Dr. Jorge Pérez Martinez).

Se detecté la presencia de! plasmido ColV en una poblacién limitada de cepas
septicémicas de E. coliy se les determiné su virulencia midiendo su DLy, Las dos
cepas més virulentas (YA4 ColV™ y YA21 ColV') se utilizaron para comparar el
efacto del plasmido ColV en la virulencia y en la resistencia a la fagocitosis. Estas
cepas se sometieron a diferentes tratamientos paratratar de obtener sus isogénicas
libres del plasmido ColV y ColV* colicina V'. Ademds a la cepa de laboratorio E. coli
K12 711 se le introdujo el plasmido ColV, proveniente de la cepa YA4, para obtener
su isogénica 711 ColV*. Se compararon los efectos sobre los tratamisntos en la
cepa sllvestre E. coli YA21 ColV* con su isogénica YA21 ColV', y ala711 consu
isogénica 711 ColV*. Aunque se obtuvo la cepa E. coli YA21 ColV”* colicina V', s
descanté su uso por disminuir notoriamente su tiempo de repraduccién. En los
estudios de virulencia se demostré que el plasmido ColV participa en ella. Se
analizé ta influencla del plasmido GolV en lainteraccién bacteria-fagocito, mediante
los anilisis de bacterias asociadas o no a los macréfagos, el nimero de
microorganismos del sobrenadante y posterior a la lisis de los macréfagos.
Adicionalmente se compara la capacidad de adherencia al vidrio de las cepas en
estudio. El analisis de los resultados nos permite proponer que las cepas ColV*

tienen una mayor capacidad de supervivencia y que probablemente participan en



la cediticacién para la sintesis de alguna adhesina u ctra molécula que le permite
adherirse a los macréfagos pero que también evita que sea intemalizada

facilmente.
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CAPITULO 1. REVISION DE LITERATURA.

Mecanismos de patogenicidad mediados por plasmidos: El plésmido
Colv.

Los plasmidos, moleculas ciclicas de ADN de cadena daoble y de
replicacion auténoma del cromosoma bacteriano, fueron descubiertos en viud de
alguna funcién raconocible tal como la resistencia a varios antibidticos o [a sintesis
de protelnas bactericidas. En la actualidad se les puede detectar por tecnicas
fisicas aun sin reconocerles algun efecto fenatipico (por ejemplo los plasmides
cripticos); gracias a estas técnicas Se han detectado plasmidos en practicaments
todos los grupos bacterianos (18). La mayoria de los plasmidos llevan genes que
no son esenclales para la vida bactefiana, ya que éstos estan contenidos en el
gonoma (18). Sin embargo. cada vez son mas las evidencias de que algunos
plasmidos juegan un papel importante en la supervivencia bacteriana ante
condiclones desfavorables e inclusive pueden ser capaces de conferir propledades
patogenicas a las células que los hospedan. En los cuadros 1y 2 se muestran
algunos ejemplos.

El plésmido ColV perenece al grupo de plasmidos llamados
bactariocindgenos colicinogénicos, que codifican para la sintesis de colicinas,
substancias antibiéticas altamente espacificas de naturaleza proteinica, liberadas
por algunas cepas de E. coliy otras enterobacterias, cuya especificidad se basa
en la unidn a receptores especificos de la membrana externa de otras cepas
relacionadas (24, 64). Las cepas portadoras de plasmidos colicinogénicos son

ademas inmunes a las colicinas que sintetizan ya que contignen una pequeiia



Cuadro 1.1 Caracteristicas mediadas por pldsmidos que ayudan a la supervivencia bacteriana -’

BACTERIA PLASMIDO CARACTERISTICA REFERENCIA
Straptococcus lactisg pL7? (33 Kb) Aumenta la resistencia 15
a la luz UV y la -
estabilidad del profago
Pseudomonas aercginosa PME Sistema de resistencia 11, 80
al mercurio
Escherichia coll gen tral de pldsmidos incremento de la resis- 2, 6, 56

de Inc. F

Escherichia coli R100

Yersinia enterocolitica 42-48 Md. Expresitn
dependiente a 37 C

Bacterlas Gram + y plasmidos R cuyo
Gram - detemminante de
resistencla varia de
tamano segun su con-
tenido de genes R

Vibrio anguillarum pIMI-like

tencia al suero.

resistencia al Complements
sintesis de proteinas de
la membrana externa que
inhiben la fagocitosis

resistencla a los -
antimicroblanos

Secuestro de hierro

57

28, 43, 61, 94

18, 23,7 34,81 °




Cuadro 1.2 Asociacitn de plismddas con mecanismos de patogenicidad.

BACTERIA PLASHIRO HECANISHO REFEAZNCIA
Eachetichia coll pLalv fncremento de s virulan~ RN 3 } .
Shigella spp. 140 Mo cdas, i, 32, 4, 6
Baclllus anthrasis 110 Md y 60 Md . [ 1}

ncolitica 4740 M4 28, 33, 61, 93, %
Agrobacterium tumefaciens pTL 250 K induccion de tumores en 35,:37, 41,.78
plantas dicetiledoncas [T A
Bacillus anthr. PXRZ 6D Mg ascclacién a la sintesis
de capsula
pX01 toxina de antrax
Cepas enterotoxigenicas
de E. €0l (ETEC) 56 a 60 Md s de enterotoxinam
LT y ST)
S0 & 0 Md antigenos de colonizaclén

Y.tllnl:

Staphylococcus suteus

tomonas shigelloides

. coli invasiva

Staphylococcus

Shigella flexnars

41 Hd. Exprasion
dependianze » 37 €

23.5 Kb

118-312 Hd

PVir 92 ¥d (pJL1 y pJL?)

fago grupo I1 bado esn-
teol ds plasmide (565) y

‘cromosoma

140 nd

invasitn a tejidas

capacidad de adherirse a
célulaa spitaliales husanas

invasion & la pucosa del
ileon

toxina LTC y antigeno Vir
de suparficie

aintesis de enteratoxina

torina exfollativa

a30cisdo a virulencia per
invasividad y proliferacion
en epitelioc de colon y
sintesis de antigeno

*No se conoce el necanismo pars sl {ncremento de la virulencia.



proteina de inmunidad que inactiva a la colicina (25). Esta inmunidad es
independlente a la resistencia debida a la pérdida por mutacion del receptor
especifico para la collcina (25).

Se han reconocido alrededor de 20 colicinas, las cuales se dasignan por
letras. La sintesis de una colicina dada es debida a un pldsmido covaspondfente,
Identificado con la misma letra; asl, se designa como pldsmido ColV al que codifica
para la sintesis de la colicina V (24, 64, 91).

El pl&smido ColV no ha sido completamente caracterizado, pero en
los ultimos afios se ha incrementado e! interds por él y su relacion con la
patogenicidad.

Reclentemente, se ha demostrado que los plasmidos ColV pertenecen
a una clase diversa de plasmidos IncFl, cuye tamario varia de 80 a 180 Kb, lo cual
podria explicar que se le ralacione con una complsjidad de factores individuales
o1).

Smith (70-75), al realizar una amplia investigacién sobre las caracteristicas
de patogenicidad de las cepas invasivas de E. coli alsladas de bovinos, corderos,
pollos y seres humanos, encontré qua era cqu'm en estas bacterias la produccién
de la colicina V y qua esta caracteristica podla trasmitirse por conjugacion y
perderse despues de someter a las cepas a tratamiento con {auril sulfonato de
sodio, mostrando asi que esta caracteristica es controlada por un plasmido.
Algunés copas que se convirtisron en ColV' fueron moderadamente sensibies a la
accién latal de la coficina V {14 de 20) mientras que las restantes fuaron

marcadamente resistentes. L.a caracteristica de producir colicina V se podla perder
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ocasionalmente despuéds de una serie de pases sucesivos en medios liquidos.

Al analizar ! papel que juega el plasmido ColV en la patogenicidad
de E.coli, Smith derivé formas ColV positivas y ColV negativas de diferentes cepas
de E.coli, inclusive de cepas no invasivas, y al realizar pruebas de virulencia en
polios y en ratones, encontré que todas ias formas ColV fueron claramente més
patégenas que las ColV' e invariablemente la eliminacién de! pldsmido ColV se
acompafié de una disminucién de la patogenicidad. En otro experimento, después
de realizar sucesivas transferencias del plasmido ColV de una cepa silvestre a una
cepa de E. coliK12, finalmente encontré un incremento an ia pategenicidad. Otros
plasmidos Col, como los ColE, los Colib no aumentaron la patogenicidad de E. coli
K12 (70, 71, 73).

Ademds de las pruebas de virulencia, Smith midid la eliminacién
bacteriana de sangre, liquido peritoneal e higado después de inocular
endovenosaments a ralones y pollos con E. coli K12 ColV*, ColV"y resistentas a
la colicina V (Colicina V') y detectd que las ColV* tuvieron una mayor capacidad de
supervivencia que las ColV' y las colVf, inclusive auin después de 24 horas
postinocutacién. Al medir la supervivencia de éstas cepas en suero de pollo,
encontrd resultados similares, demostrando con esto que los organismos ColV*
tienen una mayor capacidad para invadir tefidos y para resistir los mecanismos de
defensa del hospedero.

Smith y Huggins (73, 74) detectaron una alta prevalencia del plasmido colV
en cepas invasivas de £. coli aisladas de bovinos (25 de 31), ovejas (3 de 5) y

polios (36 do 44). Minshew y cols. (55) en 1978 analizaron su frecuencia a partir
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de diferentes aislamientos clinicos en humanos, detectandole en un 12% en
aislamientos a partir de sangre, en 7% de aislamientos da infecciones urinarias y
en un 16% de aislamientos de otras infecciones extraintestinales, mientras qua en
£. coli ais'ada de ia fiora normal intestinal o de cepas enteropatcgenas, no se
encontrd. Sin embargo, Daviesy cols (19) no solaments encontraron un porcantaje
mayor en aislamisntos extraintestinales en humanos (31.6 % en sangrey 26.2 %
en orina), sino que también lo detectaron en aislamientos facales (13.6 %]}, ellos
consideraron que este aumento se debié a que utilizaron un mayor nimera de
capas indicadoras de la colicina V.

La mayoria de las infecciones enddgenas que derivan en peritonitis,
apendicitis u otras complicaciones sépticas se originan en el tracto gastrointastinal,
stendo cada vez mdas comiin que los organismos entéricos, especialmente E. coli,
sean los agentes etioldgicos predominantes (13). Se ha planteado |a posibilidad de
que las capas de E. coli poriadoras de! pldsmido ColV tengan maycres
posibilidades de sobrevivir a los mecanismos de defensa del tracto gastrointestinal
y de compatir con la flora autéctona (13, 73). Smith y Huggins (73) detectaron que
las formas ColV* se volvieron predominantes en E, coli de la flora fecal de dos
voluntarios que habfan ingerido mezclas de cepas no conjugativas ColV* y ColV"
o de ColV*, ColV'y ColV'. Inclusive en une de astos voluntarios la cepa ColV'
predominé durante varias semanas. Estos investigadores, en otro expenimento,
inocularon oralmente a grupos de pollos con cepas ColV' y ColV' y postariormente
analizar el contenido cecal, detectaron que las cepas ColV* tuvieron mayor

capacidad de sobrevivir; por otro tado (72), al inocular oraimente con estas cepas



a becerros privados de ingerir calostro, los hallazgos de las capas ColV* y ColV”
fueron similares en las difrentes regionss del fracto alimentario, asi, en nédulos
linféticos, sangre, higado, bazo, pulmén, misculos, ritones, cerebro y en liquido
cofaloraquideo, se encontraron muchos més organismos ColV* que colV'. En
contraste, en algunos aistamientos de orina y bilis se encontraron cepas ColV',
estos hallazgos pudieran sugerir que las cepas ColV' son eliminadas mas
facilmente. Claney y Savage (13) midieron a capacidad del plasmido ColV de
adherirse a células epiteliales de ducdeno de ratdn in vitro, para la cual utilizaron
cepas isogénicas de E. coli de laboratorio K12 ColV' y ColV'y encontraron que
hubo una diferencia significativa entra ambos grupos (p<0.0005) en el numero de
bacteras viables adheridas. Los autores consideraron que aunque este
experimento fue in vitro, las formas ColV pudieran tener la capacidad de adherirse
para posteriormente penetrar al torrente sanguineo y causar una infeccién
generalizada, caracteristica de E. coli Colv*.

Otros investigadores (i, 5, 17, 51, 62, 74 ) han corroborado fa participacion
del plasmido ColV en la virulencia bacteriana; empero, el papel de Ia colicina V
como un mecanismo de patogenicidad no ha sido claramente dilucidado. Ozanne
y cols. (58, 59) analizaron 1a produccién de la colicina V in vitro e in vivo y, entre
otros hallazgos, encentraron que la colicina V as relativamente termoestable, ya
que al someterla a 60% por tres horas 0 a 100°C por 20 minutos, conservéd su
actividad bactericida, perc no resistié el tratamiento de autoclave. Los mismos
autores detectaron la produccion de colicina V en liquido peritoneal de ratones a

las 10 0 12 horas postinoculacion intraperitoneal con cepas ColV’, adin en ratonses
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agonizantes. Analizaron el efecto de la colicina V sobre la fagocitosis in vitro con
una cepa resistente a dicha colicina, detectando una disminucion en la fagocitosis.
También detectaron una permeabilidad vascular incrementada al inocular
subcutaneamente colicina V y endotoxina. Sin embargo, al inocular Gnicamente
dializados colicinogenicos o dializados  tripsinizados, los resultados fusron
negativos. Al inocular una mezcla da células de E. colf ColV* viables con otras
bacterias Gram negativas muertas, con una dosis subletal, se incrementd en 40%
fa mortalidad en ratones en relacién a la mortalidad observada en ratones
inoculados Unicamente con las cepas ColV® y un 90% mas que cuando se inoculd
la mezcla de un nimero similar de bacterias de una cepa no colicinogénica con
bacterias muartas, por |0 que propusieron que la colicina V pudiera potencializar
el efecto de la endotoxina.

L.a posible relacion entre la produccién de la colicina V con el incremento de
la virulencia fue analizda por Quacksnbush y Falkow {62), para lo cual inactivaran
a los genes que codifican para su sintesis mediante la insarcién del transposon
Tn1 en el plasmido ColV y posteriormente seleccionaron a esta cepa ColV* colicina
V" y compararon su vinulencia con otras cepas isogénicas ColV* y ColV en ratones.

Las cepas portadoras del pldsmido ColV no preductoras de colicina V fueron méas
virulentas que las cepas Colv. La monalidad que produjeron fue similar a ia
producida por fas cepas ColV* colicina V*, por lo que quedd demostrado que la
colicina V por s misma no es esencial para el increments de la virulencia, aunque
los genes determinantes de la virulencia podrian estar relacionados con los genes

de la colicina V. Otros investigadores han encantrado resultados similares (5, 51,



74).

La habilidad de las cepas de E. coli ColV* para invadir el torrente
circulatorio y causar infecciones extraintestinales, ha generado otras investigaciones
que lo relacionan con la evasion o la resistencia a las defensas del hospedero.
Asi, se ha encontrado qua las cepas ColV' presentan una mayor resistencia a la
actividad bactericida del suero (2, 5,7, 39, §7), inclusive se ha identificado a un
fragmento del plasmido ColVI-K 94 independiente de la sintesis y al de inmunidad
alacolicina V, que contiene genes que incrementan ta virulencia y la superviviencia
al suero (locus iss) y se ha propuesto qus dichas actividades se relacionan con un
biogueo da Ia fraccidn terminal de! complemento (5, 6, 56).

Ademas de! plasmido ColV se han asociado también otros elementas
como otros plasmidos, al antigeno K 1, la capacidad de producir hemolisina y a
diversos serogrupos O (1, 2, 7, 10, 17, 26, 39, 44, 45, 54, 66, 74, 75, 86, 87).

En los Glftimos afios se ha demostrado que el plasmide ColV codifica
para la sintesis de un sideréforo de tipo hidroxamato, similar a !a aerobactina, que
les permite a las cepas ColV* competir con proteinas séricas como la transferrina,
para la captacién de hierro, mineral esencial para el metabolismo de E. coli,
Aunque aste proceso es independiente del sistema de entaroquelina mediado por
genes cromosomales, se han clonado genes del cromosoma que determinan las
funclones para la captacién de la aerobactina, por lo que $e ha sugerido que se
requiere de la participacién de ambas (4, 8, 9, 12, 88).

El pldsmido ColV parece ser participe en la patogenicidad de las

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



- 10 -

especles de mamiferos.
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INTRODUCCION GENERAL.

El sindrome colisepticémico, se presenta frecuentemenente en el
hombre, becerros, corderos y aves, siendo una Infeccién generalizada por ciartas
capas de £ coll (17, 55, 66, 73).

Poco se sabe de la manera ¢émo E. coli es capaz do evadir o
neutralizar las defensas del hospedero durante la colisepticemia, sin embargo en
los Ultimos afies se han incrementado las investigaciones para tratar de entender
los mecanismos de patogenicidad que intervienen en esta enfermendad. Asf, se ha
descrito que muchas de las cepas septicémicas son portadoras del pldsmido ColV
(1,19, 55, 70, 71,73 ). A esta plasmido se le ha asociado con la virulencia (1, 22,
51, 62, 73, 74, 93}, con Ia resistencia a la actividad bactericida del susro (5, 6, 39,
56, 93), y con el secuastro de hierro (4, 12, 88, 89), metal esencial para el
metabolismo bacteriano.

Por otro lado, se ha encontrado que Ias cepas septicémicas son mas
resistentes a la fagocitosis, que las cepas enteropatégenas de E. coli (50, 73). La
resistencia de E.coli a ia fagocitosis se ha relacionado con la virulencia de la
bacteria (65 ) y con diversas estructuras bacterianas como el antigeno capsutar K
(7), 1a pared celular {49), y la fimbria(76).

Existe la posibilidad de que la collcina V, codificada por el
ptasmido ColV participe en la resistencia a la fagocitosis (58, 59).

Planteamos la posibilidad de que las cepas de Eschetichia coli

que poseoan el plasmido ColV son mds virulentas y mas resistentes a la fagocitosis
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que aquslias que no lo poseen.

E! objetivo general es contribuir a determinar el efecto del plasmido
ColV sobre fa virulencia de E. coliy sobre la relacidn fagocito-bacteria.

Los objetivos especificos son primeramente detectaral plasmido ColV
en una poblacidn limitada de cepas septicémicas aviargs, medir la virulencia de
cinco de éstas cepas que sean ColV*, seleccionar las que musestren més virulencia
para construir las cepas isogénicas de campo v da laboratorio ColV*y ColV para
determinar su DLy, y para medir su interaccidn con los macréfagos periteneales de

pollo in vitro.



Capitulo 2.
Deteccldn del plasmido ColV en cepas septicémicas aviares

Se decidié detectar la presencia del plasmido ColV en una poblacién
Ilrﬁitada de cepas septicémicas de E. cofi, para estudiar posibles asociaciones
epidemiolégicas y al mismo tiempo obtener cepas silvestres portadoras de este
pldsmido para ser utilizadas en nuestros estudios de virulencia y scbre la relacién

fagocito-bacteria.
Materlal y Métodos.

Bacterlas. Se utilizaron 35 cepas septicemicas de E.coli aisladas en el Dpto de
Produccién Animal: Aves de la FMVZ UNAM. Las cepas fueron caracterizadas
bioquimicamente de acuerdo a las prusbas recomendadas por Edwards (21). Para
detectar a las cepas colicinogénicas, se utilizé E.Coli K12 711 (F-( ), lac-28, his-
15, trp-30, proC-23, Nal') sensible a todas las colicinas y su isogénica K12 mutante
rosistente a la colicina V obtenida mediante el procedimiente descrito mas adelante.
Como cepas testigo se utilizaron las cepas de referencia E.Coli B88 ColV*y E.coli
B88 ColV". Las capas se mantuvieron en un medio de cultivo semisdlido (Apéndice
1), en viales herméticamente cerrados y guardados a temperatura ambiente en la
obscuridad.

Medio de cultive rico en colicina V. Este medio se utilizé para obtener a !a cepa

- 13 -
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K12 mutante resistenta a la colicina V, se preparé un medio de cultivo rico en
colicina V, de acuerdo a la técnica descrita por Lépez-Aivarez (45): La cepa E.coll
B88 ColV* se cultivé en 10 ml de caldo nutritivo y se incub6 a 37°C  durante 12
a 18 hs en bafio maria con agitacién. Alicuotas de 0.1 mi de este cultivo se
sembraron en placas de LTC sélido (apéndice 1), extendiendo el indculo sobre toda
la supediclé con una asa de vidrio. Las placas se incubaron a 37°C durante 12
a 18 hs. La cepa de crecimiento bacterianc se inactivé con vapores de cloroformo
durante 15 minutos. Se aered otros 15 minutes para permitir la eliminacién del
cloroformo. Cada placa con bacteras inactivadas fue cubierta con 5 ml. de agar
LTC semisélido {apéndice 1) licuado y conservado en bafio maria a §0- 55°y una
vez que solidifico la sobrecapa, las placas se refrigeraron por 24 hs para que la
colicina V ditundiera.

Selecclon de cepas mutantes resistentes a la coliclna V. La cepa 711 se
cuttivé en caldo nutritivo y se incubé en bafio maria con agitacién a 37°C durante
12 a 18 hs. De este cultivo se depositaron alfcuotas de 0.1 m! en placas de agar
con colicina V, se extendieron con una asa de vidro y se incubaron-a arc
durants la noche para permitir el desarrollo de mutantes resistentas a la colicina V.
Detecclén de copas productoras de colicina V. Las bacterias  se aislaron en
cultivo puro en agar de MacConrkey y su capacidad para producir colicina V fud
evaluada mediante el métedo de la sobrecapa (45): Cinco a diez clones de cada
cepa se transfirieron con patillos de dientes a placas de agar LTC sdlido por
triplicado y se Incubaron a 37°C durante la noche. Las células de dos de las placas

se inactivaron con vapores de clorcformo. La tercera placa sirvié para racuperar
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a los clones ColV*. Clen microlitros de cada una de las cepas indicadoras se
suspendi6 en 2.5 ml de agar LTC semisélido, licuado y conservado a 45°C. Auna
de las placas tratadas con cloroformao se le agregé una sobrecapa de la cepa 711
sénslble: a la otra placa tratada, s le agregé la cepa 711 rasistente a la colicina
V.

Las cepas productoras de colicina V se detectaron por una zona de
Inhibicién de crecimiento de !a cepa sensible alrededor ds la colonla, y por la
ausencia de un halo de Inhibicion alrededor de la colonia en la placa con la cepa

711 mutante resistente (fig. 2.1).
Resultados

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

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

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

septicémicas da E. colf son portadores del plasmido ColV.
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Figura 2.1 Deteccidn de la colicina V por el

método de la sobrecapa.



Capitulo 3.

Dsterminacién de la virulencia de cinco cepas de Escherichia_coli ColV+

En los Gitimos afos varios investigadores han analizado algunas
caracteristicas relacionadas con la patogenicidad de las cepas invasivas de
Escherichia coli. Aunque poco frecusnte, en algunas cepas se ha detectado el
pldsmido Vir, que codifica para la sintesis de una toxina que es letal para conejos;..
ratones y especlaimente para pollos y para un antigeno de superficie (45, 46).
Otras caracteristicas que se han relacionado con Ia virulencia de estas cepas, son
la produccién de hemolising (87), la capacidad de hemoaglutinar eritrocitos de
humano © de polio (54), la presencia de pladsmidos R y del plasmido CclV (6, 39,
51, 55). La prevalencia del pldsmido ColV parece ser mas elevada en E. coli de
origen animal que de origen humano y parece ser que este pldsmido juega un
papel impartante de la virulencia (73, 74). Minshew et al (55) al probar la virulencia
de 22 aislamientos extraintestinales de E. coli, encontraron diferentes grados de
viulencia, ya que hubo 13 que causaren una mortalidad mayor al 60% en
embriones de polle y de éstas, cuatro cepas eran ColV+, mientras que nueve se
consideraron avirulentas, por causar una mortalidad menor al 50%, y de éstas, dos
fueron ColVv*.

Con la finalidad de comparar la vinulencia entrs cepas ColV* y
selecciona_r a las mas virulentas para los siguientes estudios que confleven al

andlisis da la interaccion del plasmido ColV con los fagocitos, se seleccionaron

- 17 -
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cinco cepas aviaras ColV* que mostraron ser buenas productoras de collcina V y
se les determind su virulencia para pollos de engerda, mediante la DL, por el
método de Reed y Muench (63). Adicionalmente se detectaron los marcaderes de

rasistancia antimicrobiana.

Material y Métodos

Bacterias

Las capas de E.coli invasiva utilizadas fueron la YA4, YA10, YA12, YA16y la YA21
(denominacién usual, poriniciales del autor), las cuales son buenas productoras de
colicina V.

Suscoptibllidad a los antimicroblanos. Esta se determind por e! métedo de
difusién en agar (47) utitizando agar de Musller Hinton y diierentes discos de papel
filtro impregnados con estreptomicina (Sm, 10 ug), cloramfenicol (Cm, 10 ug),
aritromicina (&, 15 pg), neomicina (Nc, 10 ug), tetraciclina (Tc, 10 pg), Kanamicina
(Km, 30 pg), gentamicina (Gm, 10 pg), sulfameracina (Su, 25 pg), penicilina (Pe,
10 ug), ampicilina (Ap, 25 ug) y acide nalidixico (Nal, 30 pg).

Curva de crecimlento bacteriano. Las cepas se inocularon por separado en 10
m! de caldo nutritive (CN) contenido en matraces de Erlenmeyer de 50 m! de
capacidad. Se incubaron durante 12 a 18 hs a 37°C en bafio maria con agitacién
continua a 250 oscilacionas por minuto, Alicuotas de 0.1 ml de estos cultivos s6

inocularon en 72 mi de CN contenidos en matraces de 125 mi de capacidad y se
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incubaron en las mismas condiciones. A intervalos de 30 minutos se tomaron
allcuotas de 3 ml y se midi6 su densidad dptica (D.0.) en un espectrofotémetro
utilizando una longitud de onda de 620 nm. Esta determinacién se suspendid una
vez que sa obtuvieron tres lecturas iguales, interpretandose éstas como la fase de
cracimiento estaclonaria. El experimento se repitié de dos a cuatro veces para
cada una de las cepas.

Estandarizacién del Indculo en la fase log para las pruebas de virulencla. La
cepa a probar se cultivd durante 12 noche en 10 mide CN a 37°C en bario maria
con agitacién continua a 250 oscllaciones por minuto durante cuatro horas (fase de
crecimiento logaritmico, determinada previamente). El cultivo se centrifugé a
10,000 x g durante 10 minutos a 8°C. El paquete celular se resuspendid en una
solucidn amortiguadora de fosfatos con 0.01% de gelatina nutritiva (PBSgel). Se
cantrifugd en Iguales condiciones y se resuspendid nuevamente el paquete celular
en 3 ml de la misma solucién; se midié su D.O. a 620 nm de longitud de onda y
so ajusté a 1.5 de absorbancia para garantizar una elevada cantidad de
microorganismos. De este concentrado de bacteras, se hicieron diluciones
decimales hasta 10®y do cada dilucién se sembraron cuatro alicuotas de 20 i en
placas de agar de MacConkey. Las placas se incubaron durante la noche y se
conté el nimero de unidades formadoras de colonias (UFC) para determinar el
numero de bacterias por mi presentes en |a suspension sin diluir.

Animales de experimentaclén. Para cada prueba de virulencia se usaron 60
pollos de engorda de tres semanas de edad mantenidos en baterias con alimento

Iniclador no medicado y agua ad libitum,
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Prueba de virulencla. Esta prueba se basd en 'a determinacién de la DL, por el
método de Reed y Mueneh (63). Por cada cepa a probar se formaron 10 grupos
de seis aves cada uno y se inocularon por via sndovenosa con volimenes de 1 m!
de una serie de nueve diluciones decimales. A un grupo testigo se e inoculd
Unicamente PBS adicionado con 0.15 de gelatina nutritiva (PBSgel). La mortalidad

se detarminé durante 72 horas.
Resultados

Susceptibilidad a tos antimicroblanos. Las cinco cepas probadas mostraron
rasistancia a por o menos dos quimioterapéuticos. A la capa YA21 se le detecté
resistencia a ocho de los 11 quimioterapéuticos probados, la cepa YA12 fue
resistente a siete de ellos, la YA4 mostrd resistencia a seis, mientras que las
cepas YA10 y la Ya16 fueron susceptibles a la mayoria de los quimioterapéuticos
utilizados (cuadro 3.1).

Curva de crecimiento bacteriano. ias curvas de crecimiento de cada cepa se
muestran en ol apéndice 2, Puede cbservarse que en todos los casos, la fase
logaritmica ds crecimiento quedd comprendida entre la primera y seis horas ds
incubacién. Cen base en esto se escogieron cultives de 4 horas de incubacién

para garantizar la utilizacién de bacterias en fase log para las pruebas de virulencia.

Estandarizacién dei Indculo. Ulilizando suspensiones bacterianas en fase de

crecimiento log, ajustadas a un D.O. de 1.5 de absorbancia fue posible ajustar el
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Cuadro ‘3.1. Virulencia y patrones de resistencia detectados en
B : ;cinco_ cepas de E. colil ColV+ aviares

Cepa " 'pLso Resistenclas

Ya4 1.6 X 10°7 sm, Cm, Km, Su, Pe, BAp

YA21 - - 6.8 X 10*7 Sm, Cm, E, Tc, Km, Su, Pe, Ap
YAl6 8.0 X 16%7 Su, Pa

YAl0 2.8 X 10%8 Su, Ap

YA12 1.4 X 10°8 sm, Cm, Tc, Km, Su, Pe, Ap

‘* M&todo de Reed 'y Muench.
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indculo a 1-5 X 10° bactarias por ml.

Pruebas de virutencia. La DL, de las cinco cepas probadas sa muastra en el
cuadro 3.1. Existe una nctoria diferencia en e! grado de virulencia entre las cinco
cepas ColV* probadas, siendo la cepa YA12 la menos virulenta, con una DL, de

1.4 x 10°y la YA4 la mas virulenta, con una DL50 de 1.6 x 10

Discusién

A pesar de que todas las cepas de E.coli fueron ColV* se observaron
diferentes grados de virulencia encontrandose diferencias hasta de dos logaritmos
antre la cepa de menor virulancla (YA12) y a do mayor virulencia (YA4). Con estos
resultados se cumplié el objetivo de seleccionar a las dos cepas de mayor

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



Capltulo 4

Manipulacién del plasmido ColV

Con la finalidad de obtenar cepas isogénicas ColvV*, ColV'y ColV’
colicina V*, para su posterior andlisis en la virulencia se sometieron fas cepas de
E.coli YA4 ColV* yla YA21 ColV* a diversos tralamientos. También se ensayé la
transferencia del plasmido ColV a una cepa recepiora de E.coli K12 cepa 711 .
Asimlsmo, se inactivo la produccidn la colicina V en la cepa YA21 mediante la

inserclon del trasposen Tn 1.

Matetial y métodos.

Bacterlas. Se usaron las cepas de E.coli YA4 Colv' y la YA21 Colv*
selecclonadas con anterioridad (cap. 3).

En los experimentos de transferencia de plasmido ColV se utilizé
como cepa receptora a lacepa K12 711 (F (), lac- 28, his-15,rp-30, pro-23, Phe,
Nal’). La cepa de E.coli UB1636, portadora det plasmido termosensible pMRS se
utilizé como donadora de los trasposones Tn 1 que codifica para la resistencia a
la ampiciling y Tn 5, con un marcador de rasistencia a la kanamicina,
Eliminaclén del plasmido ColV. Para curar a la cepa de E.coli YA4 CoiV' del
plasmido ColV, se sometid a los tratamientos de: a) Incubacién a 43°C (79)

manteniendo una baja dansidad de poblacién bacteriana para evitar 1a reinteccién

-23 -
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del plasmide ColV en las células curadas; b) aplicacién de dodecil sullato de sodia
(SDS) en una concentracion de 10% (45, 84);c) y aplicacidn de naranja de acridina
(52) en un gradiente de concentraciones. La cepa de E.coli YA21 ColV* se sometid
unicamente al tratamiento de 43°C.

A) Incubaclén a 43°C. Se usb el método descrito por Staider y Adelberg (79) y
por Lopez-Alvarez (45). Las cepas a probar se inccularon en 1 mlde CN y se
incubaron a 37°C sin agitacién durante la noche; en estas condiciones se obtiene
una concentracion aproximada de 8 x 10° bacterias por ml.  Posteriormente se
hicieren diluciones decimales en CN precalentado a 43°C para temer una
concentracién de aproximadamente 8 x 10° microorganismos por ml; esta dilucién
se incub6é a 43 °C. A fin de mantener la densidad cslular inferior a 5 x 10*
organlsmos por ml y evitar la reinfeccion de las células curadas, al cultivo se le
adiciondé un volumen igual de CN, precalentado a 43°C (dilucién 1:2 viv) a
intervalos do 20 minutos . Después de seis y medio intervalos, se realizaron
diluciones decimales hasta 107, De cada dilucién se tomaron alfcuotas de 0.1 ml,
se sembraren en placas de agar MacConkey y se incubaron toda la noche. A las
colonias desarrolladas se les clond a fin de hacerles Ia prusba de la colicinogenia
(Capitulo 2} y determinar la pérdida de! plasmido ColV.

B) Tratamiento con dedeci! sulfato de sodlo (SDS). Para este fin se utilizd el
procedimiento descrito por Tomoeda et al (84) y por Lépez-Alvarez {45). La cepa
a curar se inoculé en un ml de CN y se incubd a 37°C durante la noche.
Posteriormente se obtuvieron alicuotas de 50 ui de este cultivo, se inocularon en

§ mi de CN adicionado con SDS a una conceniracién final de 10% (P/V) y se
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incubaron en las condiciones antes mencionadas. Al cabo de la incubacién, se
realizaron diluciones decimales hasta 10® en PBS gel y de cada una de estas se
hicieron siembras en agar de MacConkey. Colonias individuales fusron transferidas
a placas de LTC para hacerles [a prueba de la colicinogenia.

C) Tratamiento con naranja de acridina. La cepa YA4 ColV* se inoculd en un
ml de CN y se incub6 durante 12 horas a 37°C en bafio maria con agitaclén.
Alicuotas de 20 pl de este cultivo se inocularon en tubos con 5 m! de CN que
contenian 25, 50, 75, 100 y 125 pg de naranja de acridina por ml y se incubaron
durante 24 horas a 37° sin agitacién. Pasado este tiempo se hicieron dilucionss
dacimales hasta 10 se sembraron alicuotas de 0.1 ml en placas de agar de
MacConkey y de las colonias aisladas que se desarrollaron, se determiné la
pérdida del pladsmido ColV mediante la prueba de la colicinogenia.

Obtenclén de la cepa transconjugante 711 ColV*, Las cepas donadoras YA4 y
YA21 {ColV+, Nal’, lactosa positiva {lac*)} asi como la receptora 711 (ColV, Nal',
lac’) se inoculareh por separade en 1 mide CNy se incubaron a 37°C sin agitacién
durante la noche. Alicuotas de 20 pl de una cepa donadora y de la receplora se
mezclacon en 1 ml de CN y se incubaron a 37°C sin agitacién durante la noche se
hicleron diluciones decimales hasta 107, y alicuotas de 0.1 ml de cada dilucién
fueron sembradas en placas de agar MacConkey rico en colicina V (Capitulo 2) y
adicionado con atido nalidixico (30 ug/ml) para seleccionar a las células 711 ColV*.
A las colonias que se desarrollaron (lac, colicina V', Nal) se les probd su
capacidad de producir colicina V (capitulo 2) para corroborar Iz presencia del

plasmido ColV.
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Obtencién de mutantes ColV* colicina V". Se trabajé con base en la metodologia
descrita por Quackenbush y Falkow {62). Se utilizaron ias cepas de E.coli YA21
Colv* A-p', YA21 ColV' Ap* y E.coli UB16386, las caracteristicas de estas tres cepas
se describen en al cuadro 4.1.

A la cepa YA21 ColV* se le sometid el tratamiento de 43°C para
curarla de pladsmidos R con marcadores de resistencia a la ampicilina y a la
kanamicina, pero cuidando de no perder al plasmido ColV, para lo cual se hicieron
clonaciones por triplicado en placas de agar de MacConkey, MacConkey-ampicilina
(5pg/m!) y MacConkey-kanamicina (30pg/ml) y posteriormente la prueba de
colicinogenia (capitulo 2) para detectar el plasmido ColV.

Las cepas derivadas YA21 CoiV* Ap* y YA21 ColV* Km*® se
inocularon separadamente en CN y se incubaron a 37°C durante la noche. Al
mismo tiempo la cepa UB1636 (pMR5) se sembré en CN y se incubd durante la
noche a 30°C. Esta temperatura es necesaria para la replicacién del plasmido
PMRS. Cien pl del cultivo de UB1636 se mezciaron con 100 ul de cada uno de los
cultivos de YA21 ColV* Ap"y YA21 ColV' Km®* em 1 mi de CN y se incubaron a
30°C durante la noche sin agitacién para favorscer la transferencia del pldsmido
pMRS a las capas YA21 ColV* Ap®y YA21 ColV* Km". Pasteriormants, se hicieron
diluciones decimales de los cultivos, y de estas diluciones se sembraron 0.i ml en
placas de agar mini-mac-ampicilina (agar minimo con ampicilina) (apéndice 1) para
el caso de la cepa YA21 ColV*® Ap* y en agar mini-mac-kanamicina {(apéndice 1)
para la cepa YA21 ColV*Km*y seincubaron a 30°C toda la noche para seleccionar

a las transconjugantas prototrotas que hubieran aceptado al plasmido pMRS. Las
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clonas obtenidas se inocularon en CN y se incubaran a 37°C para que al inhibirse
la repflicacidn del plasmido pMRS5, se forzara ta transposicién Tn1 o Tn5 y de esta
manera buscar mutantes tac’, Colv*, colicina V', resistente a !a colicina V y
resistente a la ampicilina o a la kanamicina por la insercién del transposén Tni ©
Tn5. Las mutantes se selsccionaron en los medios de cultivo selectivos mini-mac-
kanamicina-ampicilina-colicina V (apéndice 1) o en mini-mac- kanamicina-colicina
V (apéndice 1). La pérdida de la capacidad para la produccién de la colicina V fué

demostrada mediante la prueba de la colicinogenia (capitulo 2).

Resultados

Con los tratamientos para eliminar el plasmido ColV de las cepas YA4 ColV*
y YA21 ColV' se obtuvieron resultados diferentes {cuadro 4.1). Asi, la cepa YA4
ColV* que mostrd ser la mas virulenta en experimentos anteriores, tuvo una mayor
resistencla para la eliminaclén del plasmido ColV, ya que al  someterla al
tratamiento de 43°C no se pudo curar de dicho pldsmido. Con el agente "curante”
SDS al 10% sl se logré la  aliminacién del plasmido ColV {cuadro 4.1), pero las
clonas curadas mostraron un cambio fenotipico en su morfologia de co'onias ya
que éstas se transformaron en mucoides y extramadamente grandes en
comparacln con su isogénica YA4 ColV* no tratada. Con el tratamiento de naranja
de acridina, a partir de 1a concentracidn de 75 pg/m! se pudieron observar
resultados. La cepa YA21 ColV*, en contraste, fue facilmente "curada® del plasmido

ColV con el tratamianto de 43°C, por o que los demas tratamientos fueron



Cuadro 4.1 Manipulacién del plasmido ColV de dos cepas
de E. coli aisladas de septicémia aviar.

Tratamiento E. cold YA4

E. cold YA21

1.- Curacién del plasmido Colv:

43¢ -
sbs + (E. cold YA4 Colv-)*
Naranja de acridina + (E. coll YA4 Colv~)

2.- Capacidad conjugativa +
3.- Curacién de plasmido R
responsable de resistenc. nr
a la Ap.
4.- Mutagenesis del locus
nr

responsable de la
sintesis de colicina V

+ (E. goll YA21 ColV-)
ar -

nr

*La cepa de E. coli YA4 ColV- obtenida por tratamiento con SDS mostxé cn.mbios

morfolégicos muy acentuados.

nr = No se realizé el experimento,

fi-N coli'&Agi Colv+ Colicina V-)'

- gz -
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innacesarios.

Obtenclén de la transconjugante 711 CoiV*. La cepa 711 ColV* se obtuvo
despues de cruzar a £ colf 71t con E. colf YA4 ColV'. No se detectd la
transtarencia del plasmido ColV cuando la cepa YA21 {fue utilizada como donadora.
Obtancién de cepas mutantes ColV* colicina V negativa . Al "curar” a la cepa
YA21 ColV’ da la resistencia a la ampicilina, ésta se volvid sensible también a la
tetraciclina y a la carbeniciling; en tanto que al curarla de la resistencia a la
kanamicina, se hizo sensible también al cloranfenicol, a la neomicing, a la
gentamicina, la furadantina, la estreptomicina, al timetropin, el sulffametoxazol y a
la polimixina. Sin embargo, no fue posible curarla simultdneamente de |a resistencia
a la ampicilina y a la kanamicina sin que perdiera e! plasmido ColV, por lo que para
intentar obtener la mutante ColV+ no colicinogénica se trabajé con las cepas
obtenidas YA21 ColV* Ap®y YA21 ColV* Km*.

En la cepa YA21 ColV* Km* no se logré detectar la insercion del
transposén Tn5 para la inactivacién del locus responsable de |a codificacion para
la sintesis de la colicina V. Sin embargo, en la cepa YA21 ColV* Ap® aparentemente
sl hubo transposicién del Tn1 en el locus que cadifica para la sintesis de la
colicina V, o en un lucus asociado con la regulacién de su expresién, ya gue cepas
prototréficas con caracteristicas ColV*, colicina V', resistentes a la colicina V y
resistentas a fa ampicilina se obtuvieron en el medio de cuitivo altamente selectivo
mini-mac-amp-colicina V. El desarrollo de estas colonias fus muy lento (mas de 24

h para su visualizacion).
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Discusién,

Dado que el tratamiento a 43°C es considerado como el menos
daifiino, se escogit a la cepa YA21 ColV'* para compararla con su isogénica YA21
ColV' en los siguientes experimentos de aste trabajo, por lo que se lo sometidé
también a dicha cepa al tratamlento de mutagénesis por transposicion en el locus
de la colicina V. La cepa Yad, aunque fue la méas virulenta (capitulo 3}, no se
05c0gi6, ya que al someterla a 43°C no se pudo curar del plasmido CalV; ¢cen el
tratamiento de SDS sufrié cambios en su morfologia de colonias, lo cual la
Imposibilitaba para compararia con su isogénica ColV'; y, aungue el naranja de
acridina si curd a las células del pldsmido ColV, se descartd l1a posibilidad de usar
esta cepa, ya que por considerarse el tratamiente altamente mutageno existia el
riesgo de que se hubieran afectado otros genes con efecto sobre la vinllencia o
sobre el comportamisnta bacteriano in vivo. A diferencia de las cruzas con E. coli
YA21, se pudo obtener taciimente !a transconjugante E. colf 711 ColV* cuando la
cepa donante fue E. coli YA4,

Quackenbush y Falcow {62) encontraron que cuando las cepas de
E. colique portan el plasmido pMRS crecen a temperaturas superiores a los 32°C,
en presencia de penicilina o de carbenicitina, 1a replicacién del pMR5 se inhibe,
tavoreciéndose el crecimiento de las células en las cuales e! transposén Tni se
haya inserntado en otras moleculas de ADN. La transposicién del Tn1 del pMRS a
otros plasmidos ocurre aproximadaments 1000 veces méas frecusntemente que las

insarcionas del Tn1 en el cromosoma, Lainsercion del transposén Tnt, qua resultd



- 31 -

en la inactivacién de la colicina V an la cepa YA21 ColV* Aps, apoyan las
anteriores aseveraciones. Desgraciadamente, e! lento desarrollo de la cepa YA21
Colv* colicina V', suglere la presencia de cambios genotipicos adicionales, lo que
imposibiita su utilizacién en experimentos posteriores, dado que no podria
considerarse una cepa isogénica de la cepa YA21 CoiV*.

Se obtuvieron la cepa isogénica YA21 ColV,, derivada de la cepa
silvestre E. coli YA21 ColV*, asi como la cepa transconjugante E. coli 711 ColV*,
mediante la conjugacién de la cepa donadora silvestre E. coli YA4 con la cepa de

laboratorio E. colf 711, para los siguientes experimentos.



CAPITULO §.

€l plasmido ColV en ia virulencia bacteriana.

A pesar de que es frecuente la pressncia de! plasmido ColV en
aislamientos de £. coli septicémica, puede haber diferentes grados de virulencia
entre astas cepas (var capitule 3).

Con la finalidad do poder continuar con esta serie de  experimentos
cuya meta es analizar 1a interrelacion de E. coli portadora del plasmide CalV con
los macréfagos peritoneales de pollo in vitro, se corrobord |a participacidn de este
plasmido en la virulencia para pollos y en un modelo murino’, comparando a dos
cepas diferentes de E coli con sus respectivas isogénicas: la cepa silvestre aislada
de colisepticemia aviar denominada E. coli YA21 ColV*, con la cepa derivada de
esta, la £, coliYA21 ColV'y, la cepa avirulenta de laboratorio, la £. coli K12 711

con E, colf K12 711 ColV".

Material y métodos.

Bactsarias. Se ascogié a la cepa virulenta {ver capitulo 3) E. coli YA21 portadora
del plasmido ColV aislada de un caso de colisepticomia aviar. Se le sometié a un
tratamiento "curante™ por incubacion a 43°C (capitulo 4) para obtener su isogénica

libre del plasmido CoiV. Se utilizé también a la cepa de laboratorio E. coli K12 711

* Modelo murino realizado en el Centro de Biologia Experimental, UAZ.

- 37 -
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(F (), lac-28, his-15, trp-30, pro-23, Phe, Nal’), y su isogénica, fa cepa E, coli K12
711 ColV*, obtenida por conjugacién {capitulo 4), utilizando como donadora de!
pldsmido ColV a la cepa septicémica de origen aviar E. cofi YA4 ColV*, a ia cual
previamente se le demostré su virulancia (capitule 3).

Inéculo. Para el modelo aviar , éste se ajusté para contener 2X DL, / ml de
bacterias, obtenido de un cultivo en fase logaritmica de crecimiento.

Dado que por experimentos previos (Capitulo 3} se encontrs que la DL,;, os
de 6.8x107 bacterias/ml, el célculo tedrico para 2 DL,, fué de 1.37x1 0° bacterias/ml,
porlo que para garantizar esta cantidad de bacterias en los indcules, cada una de
las cepas & probar se inocularon en 10 ml de caldo nutritivo CN y se incubaron
durants la noche a 37°C. Posteriorments, en matraces Erlenmsyer de 500 ml de
capacidad conteniendo 300 mi de CN, se inocularon con alicuotas de 0.4 ml en el
caso de las cepas YA21 CeolV*' y YA21 ColV', y 0.8 ml de las cepas 711 y 711
ColV* de E.Cali crecidas praviaments durante !a noche, se incubaron an bafo
marla con agitacién a 250 oscilaciones por minuto durante 5 a 6 horas; los cultivos
se centrifugaron a 17,700 xg durante 10 minutos a 8°C, se lavaron con solucién
amontiguadora de fosfatos conteniendo 0.01% de gelatina nutritiva (PBSgel), se
centrifugaron de nuevo en las mismas condiciones y posteriormente cada una de
las cepas se ajustd en el espectofotémetro a una densidad &ptica (D.0.) de 1.5
de absorbancia (a 620 nm). Experimentos previos (capitulo 3) mostraron que a
estaD.O. se obtienen aproximadamente 3x10° bacterias sin diluir, por lo que se hizo
una dilucién de 1:6 en PBSgel de cada uno de los concentrados de las cepas para

obtener un numero teérico aproximadoe de 5x10° bacterias bor ml. Este célculo se
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variticd posteriormente determinando el nimero de UFC.

Para el modelo murino, el procedimiento fue similar, salvo que a las
cepas 711 y 711 ColV* se les ajustd su densidad a 2.2 de absorvancia y de los
concentrados se hicleron diluciones decimales.

Animales de experimentacién. Se utilizé un iote de 30 polios de engorda de 22
dias de edad, mantenidos en baterias, con alimento no medicado y agua ad libitum.
En el modelo murine se usaron ratones Balb/c de 23 dlas da edad con un peso
promedio do 11 a15g.

Pruebas de virulencla.

Polios. Se formaron cuatro grupos de seis a ocho animales y a cada grupo se les
inoculd 1 mi de la suspensién bacteriana a probar por via endovenosa. Se observo
la mortalidad durante 72 horas. Las cepas se consideraron virulentas cuando la
mortalidad observada fue mayor al 60% de acuerdo a Minshew et al (54, 55).
Ratones. Con Iotas de 20 a 24 ratones se formaron de cinco a  seis grupos de
cuatro ratones cada uno. Se inoculd 0.7mi intraperitonealmenta del concentrado y
hasta la dilucién 10* de la cepa a probar. A un grupo control se le inoculd
unicamente FBSgel. La mortalidad se conté durante 72 hs y la virulencia se

determiné por el método de Reed y Muench (63).
Resultados

Prusbas de virufencia.

Poflos. Las cepas de E.coli portadoras de! ptsmido ColV E.coli YA21 Co!V" y
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E.cofi 711 ColV* mostraron una mayor virulencia en contraste con sus respectivas
isogénicas E.coli YA21 ColV' y E.coli 711. Asi, la cepa silvestre, aislada de
colisepticemia aviar, E. coli YA21 ColV', causd un 100% de mortalidad, en tanto
que su isogénica E.coli YA21 ColV", causé sdlo un 12.5% de mortalidad; la cepa
de laboratorio, E. eoff K 12 711 poriadora de! plasmido ColV, causé un 83% de
mortalidad, en tanto que su isogénica E.coli 711, causé un 50% de mortalidad
(cuadro 5.1). La mayoria de estas muenres transcurrié dentro de las 24 horas
postinoculacién. A partir de los animales muertos se reaislo an el laboratorio la E.
coli respactiva inoculada.

Ratones. La DL, do las respectivas cepas de E. coli cony sin el plasmido CoiV
se muestran en el cuadro 5.2. Se requirieron 10y 100 veces mé&s microorganismos
para la DL, de las cepas YA21 ColV' y 711 que sus isogénicas portadoras del

plasmido ColV,
Dlscuslén

En ambos modelos (aviar y murino) existe una clara influencia del
ptasmido ColV en la virulencia. En el modelo aviar, la E. colf YA21 ColV* aislada
de colisepticemia aviar hubo un 100 % de mortalidad, encontrdndose una marcada
diferencla con su Isogénica E. coli YA21 ColV" que causd apenas un 12 % de
mortalidad.

Por otro lado, con Ia cepa de laboratorio E. coliK12 711 portadora del

plasmido ColV proveniente de la cepa virulenta E. coli YA4 ColV* hubo un 83 %
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-Cuadro 5.1 vim‘lencin:oq pollos ‘por E. coll Colv+ v c:owf ’

* Copa’de E. eoll - ;‘:Inoéuxo" ‘(No de moo)’ léqilo;"ﬁﬁezt-bé Ty

© YA21 Colv+ e I TY R RET 1T B a/e (100) o

YAZL Colv- ‘187 (12s

711

Lol sy

711 colv 5/6 183.3)
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Cuadro 5.2 Dasis Latal 50 de £. coli ColV* y ColV™

{modelo murino).

Cepa DL50
E. coli YA21 ColV* 2.8 X107
E. coli YA21 Colv 1.9 X 10°
E. coli 711 CalV* 3.1 X107

E. coli7T11 1.2 X10°
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de mortalidad, mientras que su isogénica E. coff K12 711 no portadora del
plasmido ColV, mostré un 50 % de mortalidad .

A pesar de que se obsarva una clara influenciade! plasmido ColV en
la virulencia bacteriana, los resultados en la cepa de laboratorio pudieran deberse
al mayor tiempo de incubacion al que fueron sometidas por mostrar un crecimiento
mas lento, ésto probablemente por ser una cepa auxotréfica.

En el modelo murino se abservé que se requieren de 10 a 100 vaces
menos bacterias para tener una DLs, en las cepas Ya21 ColV* y enla 711 Colv*
respectivamente, en relacidn con sus isogénicas.

Estos hallazgos corroboran que el plasmido ColV juega un papel
importante en la virulencia, como ha sido reportado por otros investigadores (1, 5,

58, 71, 74).



CAPITULO 6.

El pldsmido ColV en la interrelacién de Escherichia coll con

macréfagos peritoneales de pollo.

Se ha propuesto que las cepas de Escherichia coli septicémica
pueden tener mecanismos de patogenicidad que les permite svadir o nautralizar
las defensas dsl hospedero para causar una infeccidn generalizada (1, 2, 3, 5, 6,
39, 54, 55). Estos mecanismos pueden estar relacionados con la prasencia de
plasmidos.

Se han detectado dos plasmidos de importancia en la virulencia de
E. colfinvasiva: El plasmide Vir, que se le asocia con la sintesis de una toxina que
es letal especialmente para pollos {toxina CLT) y con la sintesis de un antigeno de
superlicie, pero que es poco frecuenta {45, 46, 70); y e! plasmidc ColV, que codifica
para la sintesis de una bacteriocina, la colicina V, y que fracueniemante se le
encuentra en E. coli extraintestinal (1,2, 19, 81,71, 74).

La presencia del pldsmido ColV se harelacionado principalmente con
el aumento de la virulencia (51, 54, 70), la cual es asociada con la capacidad de
rasistir la accidén bactericida del suero y del complemento (5, 6, 39, 56) y con la
capacidad incrementada de captacién de hiemo, esencial para la supervivencia de
E. coli (4, 8, 9, 12, 88).

En este experimanto se analiza el papel que pudiera tenar el plasmido

ColV en la relacidn de E. coli con macréfagos peritoneales de pollo in vitro.

-39 -
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Materlal y métodos.

Microorganismos. Se ulilizé la cepa de E. coli YA21 ColV* aislada de un caso de
colisepticemia aviar y su isogénica YA21 ColV-. La cepa se "curé” del pladsmido
ColV por la técnica de incubacion a 43°C (79) descrita en el capitulo 4. Se usé
también la cepa de laboratorio E. coli 711 y la transconjugante E. coli 711 ColV,
obtenida de la cruza de E. coli 711 con E. coli YA4 ColV+, 1a metodologia de la
conjugacion se describe en el capitulo 4.

La cepa de Candida albicans obtenida del cepario de éste
Departamento se utilizé como testigo en los experimentos de fagocitosis (27).
Animates. Se usaron pollos de engorda de tres semanas da edad, mantenidos en
baterias con agua ad libitum y alimento no medicado.

Inducclén de macrélagos peritoneales de pollo. Esta se levé a cabo con base
on las técnicas descritas por Lopez-Alvarez (45), y por van Furth et al (27). A los
pollos se las retiré el alimento y el agua cuatro horas antes de la induccion. Se les
aplico anestesia ligera con cloroformo y se les estimuld de dos maneras:

A). Se las inoculd intraperitonealmente 15 ml de caldo Tioglicolato; a las 48 h se
repitid la operacién y se cosecharon fos macréfagos a las 24 h después de la
segunda inoculacion.

B). Inoculacidn de 15 ml de caldo Tioglicolato intraperitoneaimente y, 24 h después
se colectaron los macréfagos.

Coleccién de macrétagos. Cada pollo se trabajd separadaments de la siguiente

manera: Se les retiré el agua y el alimento cuatro horas antes de su obtencion y se
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las sacrificd por traccién de las vertebras cervicales. Inmediatamente después, se
desinfacté la ragién abdominal con alcohol etilico at 70 %, de manera aséptica s8
expuso la cavidad peritoneal luego de diseccionar los musculos abdominales. La
cavidad peritoneal se baf6 con 40 ml de solucién balanceada de Hank (SBH)
mantenida a 4°C adicionada con 50 Ul de heparina, 100 Ul de pericilina G y 100
1g de sulfato de estreptomicina por ml. La solucldn de Hank se inoculd fracclonada
en dos pares y después de dar un ligero masaje se recolecté con una pipeta
Pasteur el liquido rico en macréfagos. En seguida se centrifugd a 30 x g durante
10 minutos a 4°C con la finalidad de eliminar Ia grasa. El liquido sobrenadante se
colectd en otro tubo y se centrifugd a 300 x g durante 10 minutos a 4°C. Cuando
los paquetas celularas colectados mostraban contaminacién con eritrocitos, se
rasuspandian en 1 ml de solucién hipotdnica de cloruro de amonio y se incubaban
a temperatura ambiente durante dos minutos e inmediatamente después s8 les
agregaba SBH adicionada con 10 Ul de heparina por ml, con penicilina,
estreptomicina y 2 % de suero fetal bovino (SFB). La suspensidén celular se
centrifugé una vez mas a 300 x g durante 10 minutos a 4°C, se dasechd ol
sobranadante y el paquete celular se resuspendié en 3 mlde SBH y se determind
el nimero de macrdfagos viablgs por maedio de la técnica de tincién de azul de
tripdn (53).

" cultivo de macréfagos. Una vez determinado el nimero de macréfagos viables en
la suspensién, se agregé suficiente madio de cultivo RPMI adicionado con un 10 %
de SFB, penicilina G (100 Ul/ml) y sulfato de estreptomicina (200 UVml) (RPMI con

antibiéticos), para obtener una densidad de 5 x 10® macréfagos por ml. Se
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distribuyeron alicuotas de 2 ml de la suspensién de macréfagos en una serie de 20
vialas ds cintilacién qua contenfan un cubreobjetos an el fondo y se incubaron a
41°C en una atmosfera de 5 % ds CO2 durante tras horas, para permitir que los
macréfagos se adherieran al cubreobjetos. Después de este tlempe el cultivo se
lavé dos veces con el medio de cultivo RPM? sin antibisticos, succionandolo ¢on
una bomba de vaclo conectada peruna manguera a un matraz de Kitasato, el cual
a su vez tenfa otra manguera conectada a una pipeta Pasteur; éste sistema
permitid avacuar faciimente el liquido.

Inéculo. Las cepas bacterianas a probar se cultivaron en 200 mi de caldo nutritivo
durante 6 horas a 37°C, se cantrifugaron a 17 000 x g durante 10 minutos a 4°C.
El paquete bactsriano se resuspendié en 12 m! de PBSgel para ajustarlo a una
densidad dptica de 1.5 de absorcién de luz (con una longitud de onda de 620 nm),
que corresponde a una densidad bacteriana tedrica de 2x10° / mi. Esta suspensidn
bacteriana se diluyé en medio de cultivo RPMI para tratar de ajustar el inéculo a
4x107 bacterias por ml.

La levadura Candida albicans que se utilizé6 como testigo para el
experimento de la fagocitosis, se cultivd en gelosa sangre durante 48 horas a 37°C.
Las coleonias se suspendieron en PBS ajustando su densidad con el nefelémetro de
MacFarland al tubo 0.5 (47). Posteriormente, se inactivaron sometiéndolas a 56°C
durante una hora y se calculdé su nimero contandolas con un hemocitémetro
después de tefiirlas con azul de tripdn. Se ajusté 1a densidad da las levaduras a
4x10°/ ml con el medio RPMI sin antibidticos.

Fagocitosls. Esta re realizé con base en la técnica descrita por Pérez Martinez
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{60). Para cada cepa a probar se utilizaron seis viales de cintilacidn: dos de éstos
s@ usaron para medir bacterias asociadas (adheridas y/o ingeridas) y no asocladas
a macréfagos; otros dos viales fueron para calcular la resistencia a la fagocitosis,
contando las baclerias viables en el sobrenadante y las bacterias viables
Intracelulares después de lisar a los macréfagos; finalmente, como control en dos
viales mas que no contenian macréfagos, se inocularon Unicamente bacterias,
para checar el niamero de bacterias viables después del experimento. Las viales
se inocularon con 0.5 mi de la suspensién de bacterias y se incubaron a 41°C en
una atmosfera da 5 % de CO, durante 90 minutos. La relacién macréfago : levadura
fue de 1 : 4.

Microorganismos asociados y no asoclados & macréfagos. Despuéds de 90
minutos de incubacién, dos replicas de cada tratamiento (cepa a probar incluyendo
la levadura), se lavaron dos veces con el madio RPMI de la manera descrita
anteriormente y sa fifaron con ! fijador de Bowins. Posteriormente, los cubreobjetos
se tifiieron con Glemea y se conté el nimero de bacterias asociadas (ingeridas y/o
adharidas) por 100 macrdéfagos y su relacion con bacterias no fagocitadas.
Reslstencla a la fagocitosls. A dos réplicas de cada tratamiento se les
homogenizé el sobrenadante y se hicieron diluciones decimales; de cada dilucién
se Inocularon tres gotas de 20 pl en placas de agar de MacConkey y se incubaron
durante la noche, para posteriormente calcular el niimero da unidades formadoras
de colonias (ufc) y determinar de esta manera el namero de bacterias
extracelulares.

Para determinar el numero de bacterias viables asociadas a
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macrdfagos, los viales se lavaron dos veces con medio de cultivo RPMI sin
antibidticos y se les aplicaron 500 pi del detergente NP-40 al 0.05 % y se incubaron
a temperatura ambiente durante cinco minutos para lisar a les macrofagos. En
saguida se hicieron dilucionas decimales y plaqueo en agar de MacConkey.

Para tener un control cde! nimero de bacterias viables
independientemente de la fagacitosis, dos viales sin macréfagos fueron inoculados
con la suspencién de bacterias a probary se les dié el mismo tratamiento que a
los viales destinados al experimento de la fagocitosis, incubdndolos én las mismas
condiciones. Después del experimento, se calculé el nimero de bacterias viables
por diluciones y plaqueo.
adherencla al vidrlo.” Cada una de las cepas bacterianas se inocularon en 2 ml
de CN y se incubaron durante la noche. Dos décimas de mililitro de cada cultivo
sa inpcularon an 250 ml de CN y se incubaren a 37°C en agitacion durante 5 h, Las
células se concentraron centrifugando a 17000 xg durante 10 minutos a 8°C. Se
lavaron con PBSge! y se centrifugaron en iguales condiciones. El paquete celular
se ajustd a una Densidad Optica (620 mn) de 1.5 de absorcién para obtener una
densidad teorica de 4x10® bacterias por mil. Se hicieron diluciones en el medio de
cultivo RPMI adiclonado con 10% de suero fetaf bovino para obtener una densidad
bacteriana de 4x10”/ml. Se inocularon 0.5 mi de esta suspensién en viales de
cintilacidn que contenfan un cubreobjetos. Se incubaron a 41°C, con una atmosfera
de 5 % ds CO, durants S0 minutos. Posteriormente, el cultivo se eliminé

répldamente y se hicleron tres lavados con PBS ufilizando ei sistema de

‘Experimento realizado en el Centro de Biologia experimental, UAZ.
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svacuacién ya descrito para el cultivo de macréfagos. Los cubreobjetos se trataron
con fijador de Bowin durante 10 min. Se lavaron tres veces con agua destilada y
se tifieron con Glemsa. Por cada cepa s6 hicieron cuatro réplicas y a cada una de

éstas se fa contaren 10 campos.

Resultados.

Inducclén de macrdfagos . En la induccién por el método A se obtuvo un
promedio de 10 millones de macréfagos por pollo, mientras que por el método B
59 obtuvo apenas un promedio de dos millones de macréfagos por pollo, Para el
experimento de fagocitosis se optd por trabajar con los macréfagos obtenides por
el método A Unicamentae,

Microorganismos asociados y no asoclados a macréfagos El promedio de
bacterias asocladas a los macréfagos fue de 100 con la cepa de E. colfi YA21
ColV*, mientras que con su isogénica E. coli YA21 Col fue de 28.5 . En las cepas
de E. coli 711 cony sin el pldsmido ColV no se encontraron diferancias (cuadro
6.1).

Por ofro Jado, se observaron un promedio de 98  bacterias
extracelulares en la cepa silvestre YA21 ColV’, en contraste, su isogénica YA21
ColV" apenas se observaron tres. Hallazgos similares se encontraron en las cepas
de E, coli 711 con y sin plasmido ColV. Asl, se observd un promedio de 20
bacterias extracelulares con la cepa E. coli711 ColV+, mientras que enla cepa 711

no se observaron bacterias extracelularss.
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Cuadro 6. 1 Interaccién de E. ¢o)li ColV+ y Colv= con mctotagos

periconeales do | pollo in vitro,

Bacterias asocladas Bacterias

Cepa . zéplica a maccofagos extracalulares
YA21 Colvt 1 124 124
) 2 79 T1
Ya21 Colv™ 1 40 ]
: 2 17 5
711 ColV+ 1 = 39 35
2 20, 4
S T I T 0
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La funcién fagocitica se verificd al encontrar un promedio de 52
lavaduras asocladas a macréfagos. No se observaron extracelularmente.
Reslstencia a la fagocitosls. Estos resultados se esquematizan en el cuadro 6.2.
A los 90 minutos postincubacién, el nimerc de las bacterias del sobrenadante de
la capa E. coli YA21 ColV* fué similar a su tubo control que contenfa dnicamente
bacterias, miantras que en contraste, su isogénica E. coli YA21 ColV- mostro una
disminucién hasta de dos logaritmos en relacién a su control,

El nimero de bacterias detectadas después de lisar a los macréfagos
fue similar en ambas cepas de E. coli YA21 cony sin el plasmido.

Los hallazgos en las cepas de £. coli 711 y 711 ColV, no mostraron
diferencias significativas después de su conteo en el sobrenadante en relacién a
sus controles. Asimismo, después de lisar a los macréfagos no se encontraron
diferancias.

Adherencla al vidrio. En |a cepa de E. coli YA21 ColV'se observé un promedio
de 334.2 bacterias adheridas, mientras que en su isogénica E. coli YA21 ColV™ fue
de 30.7 bacterias. El promsdio de bacterias adheridas de la cepa £. ¢oli711 Colv*
fue de 15.3, en contraste, a capa de £. coli 711 fue de 2.15 bacterias. En ambos
casos, la diferehcla de adherencia al vidrio (medida por la prueba estadistica de T)
entre las cepas portadoras del pldsmido ColV y sus isogénicas que carscian de éste

fue altamente significativa (p<0.0001).
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' Cuadro G.Z,Hicyroozganisms axtracelulares ¢ intracelulares después de
N --90 min, de incubacidén con MQ peritoneales de pollo

.Cepa’ - Testige Bacterias en  Bactaerias del ligado
T (UFC/ml postexp.} sobrenadante de M@ (UFC/ml)
(UFC/m1)
UYA21 Colvé. 0 T 2 X 1048 6X 105 . .
11.X 1048

7 X. 1075 . -

L x'= 15'% 1078 x'=6.5 X 10°5

5. X 1048

76 X.10%5 -
8K 105 -

- -YA21: ColV=_
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a usando [r. coli YA2I ColV*

Figura 6.1 Interaccién fagocito-bacteri
(100X).

coli YA21 ColV-

Figura 6.2 Interaccion fagocito-bacteria usando I
(100X).



Figura 6.3 Relacién fagocito-bacteri

aconlacepa . coli 711 Colv+
(100X).

Figura 6.4 Relacion fagoeito-bacteria usando 1
(40X).

acepade /2. coli 711
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Figura 6.5 Adherencia al vidrio de £ coli YA2I ColV (100X).

Figura 6.6 Adherencia al vidrio por /7. coflt YA21 ColV- (100X).



dherenci

a al vidrio por £ coli 711

Figura 6.8 Adherencia

al vidrio |;0r l:‘.. vcul: 71 l‘(IO(),\'),
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Discusidn.

A los 90 minutos postinoculacidn a los macréfagos peritoneales de polio in
vitro, la cepa septicémica de origen aviar, £. coli YA21 ColV*, mostré una mayor
capacidad de supervivencia que su isogénica, la E. coli YA21 ColV". En la primera,
ademés de observarse un nimero simitar de bacterdas asociadas a macréfagos y
de bactarias extracelulares, fue capaz de adherirse al vidrio de manera significativa;
asimismo, se recuperd en el sobrenadante en un nimero similar a su cantral. En
contraste, los hallazgos en su isogénica ColV', muestran que e! numero de
bacterias asociadas a macrdfagos fue mucho menery practicamente nulo el de
bacterias extracelulares. Por otro lado, su capacidad de adherirse al vidrio
disminuyé marcadamente y su nimero en el sobrenadante se redujo hasta 10 a
100 vecas en relacién a su control, El numero de bacterias recuperadas después
de lisar a los fagocitos fue similar en ambas cepas.

Al comparar la cepads E. coli 711 ColV' con lacepa de E. coli 711,
también se detectaron diferencias en la capacidad de adherirse al vidrio, perc hubo
poca o nula diferencia en el numero de bacterias recuperadas del sobrenadante
y después de la lisis de los fagocilos; ademas, solaments en una de las dos
réplicas el nimero de bacterias asociadas a macréfagos tua similar al nimero de
bacterias extracelulares.

Las diferencias encontradas entre !acepa silvestre y la de laboratorio,
son indicativos de que les mecanismos de patcgenicidad son muttifactorales y de

que se requiere de otros atributos de virulencia, presentes en 1a cepa silvestre pero
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no en la de laboratorio.

Se sugiere la posibitidad de que e} pldsmido ColV y probablemente
otros genes relacionados codifiquen para la  sintesis de adhesinas y / u otra
substancia estructural que por un lado, le permitan a E. coli septicémica, adherirse
a receptores de membrana de células blanco, tales como los macréiagos, y por otro
lado, le pudieran conferir cierta resistencia a ser ingeridos. La ocurrencia de
eventos simllares han sido reportados en el caso de Mycoplasma pneumoniae, se
ha demostrado que estos microcrganismos tienen Ia capacidad de atacar la
membrana celular de los macrétagos alveolares, paro que para ser endocitados se
requiere de la opsonizacidn por anticuerpos (14). Rottini et al (65), tuvieron
hallazgos slmilares a los nuestros al exponer diferentes cepas de E. coli, tanto de
laboraterio como enteropatégenas y de flora normal a leucocitos polimorfonucleares
(LPMN). Las cepas de laboratorio fueron facilmente fagocitadas, mientras que en
las otras cepas varié su susceptibilidad a ser destruidas de moderada a
insensibles, proponiende que E. coli se une a la superficie fagocitica por una
estructura tal como el antigeno K, que al mismo tiempo pudiera inhibir los cambios
conformacionales que ocurren en la membrana plasmética para dar lugar a la
internalizacién o bién que alterara su hidrofilia, 1o cualia haria mas resistente a la
fagocitosis. También es posible asimismo, que las cepas ColV* al presentar otras
ventajas adicionales, como son un metabolismo mas acelerado, una mayar
resistencia a la accién bactericida del suero y una mayor capacidad para adquirr
Fe®, compitan mas eficazmente contra las defensas del hospedera.

Parece ser que E. coli una vez que ha sido fagocitada es facilmente
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destruida, por fo que es importante continuar estudiando 1a interrelacion de sus
mecanfsmos de patogenicidad con la respuesta del hospedero en la colisepticémia

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

€1 conjunto de hatlazgos nos permiten proponer al plasmido ColV
como un elemento genético que les proporciona a las células que lo portan,
caracterfsticas tales como una mayor capacidad de supervivencia, posiblements
evitando una aficaz fagocitosis, aunado a otras caracleristicas ya descritas.

El plasmido ColV fue facilmente detectado y, aunque se analizé un
numero limitado de cepas septicémicas de £, coli, s demostrd que la mayoria de
éstas lo portan, tal como lo han demostrado otros autoras (19, 51, 71).

Dado que se ha reportade (55) que las cepas extraintestinales de E.
coli pueden mostrar diferentes grados de virulencia, independientemente de si
portan el plasmido ColV, se eligieron cinco cepas capaces de producir una buena
cantidad de colicina V para comparar su virulencia, encontrandose hasta dos
logaritmos de diferencia; también se detectaron diterentos marcadores de
resistencia entre éstas, y on dos de ellas, se probd su capacidad conjugativa,
siendo en una positiva y en la otra negativa, lo cual indica la gran complejidad
que pueden mostrar como factores individuales, como ha sido sefialado por Waters
ol a! (81). El andlisis de éstas caraclerislicas nos permitié seleccionar a las dos
cepas ColV* mas virulentas para construir isogénicas ColV* y ColV" silvestre y de
laboratorio.

Se midié el efecto del pldsmido ColV en la virulencia y en
mecanismos de patogenicidad especificos tales como su interaccion con
macrdfagos peritoneales de pollo y en la capacidad de adherencia al vidrio de las

bacterias que lo portan.
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El piasmido ColV mastré una clara participacién en la virulancia, tanto
en el modelo aviar como en el murino, observandose en éste ultimo, que con fas
bacterias ColV' se requigren hasta dos logaritmos mas que :sus isogénicas ColV*
para obtener la DL, coincidiendo éstos resultados con las aseveraciones de otros
investigadores (1, 5, 17, 62, 71-74), hecho que nos permitié sentar las bases para
continuar analizando su patogenicidad.

Dada la gran capacidad de diseminacion y supervivencia en sangre
y liquido peritoneal de las cepas septicémicas de E. coli, desde hace tiempo que
se viene cuestionando el papel que pudieran jugar ante los 1aigocltos. posibles
mecanismos de patogenicidad probablemente localizados en pared celular (49),
capsula (1), fimbria (76) y en la colicina V (58, 59). Un elemento genético
mediador podria ser sl plasmido ColV .

Al analizar la asociacién de nuastras cepas a los macréfagos, la cepa
siivestre ColV* mostrd una mayor capacidad de unién a los fagocitos que su
isegénica ColV, pero también se cbservd un ndmero similar de bacteras
extracelulares, y el niimero de bacterias recuperadas de! sobrenadants fue similar
a su control; mientras que en los macréfagos con 1a cepa ColV™ su asociacién fue
comparativamente menor, practicamente no se observaron bacteras extracelulares
y el numero de bacterias recuperadas del sobrenadante disminuyd de uno a dos
logaritmos
un relacién a su control. No se observaron diferencias en el nGmero de bacterias
recuperadas despues de lisar a los fagocilos. Una réplica con la cepa 711 Colv*

mostrd resuttados  similares que la slivestre ColV*, mientras que la otra, aunque se
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observaron bacterias asociadas no se detectaron extracelularmente. No hubo
diferancias en el nimero de bacterias recuperadas tanto del sobrenadante como
despues da la lisls de los fagocitos en las cepas 71t y 711 ColV°*.

La explicacién de éstos eventos podria estar en una adhesina, por fo
que se procedid a comparar a capacidad de adherencia al vidrio de nuestras
cuatro cepas, encontrando que tanto la cepa de campo como de laboratotrio
portadoras de! plésmido ColV tuviaron una capacidad de adherencia mucho mayor
que sus Isogénicas libres de éste plasmido. Planteamos la posibilidad de que el
plasmido ColV codifique para la sintesis de una adhesina que permits una mayor
asoclacion de las bacterias con los macréfagos, pero que también fe confiere a la
bacteria clerta resistencia de ser ingerida.

Asimismo, al comparar la cepa de campo con la de laboratorio se
hace evidente de que los macanismos de patogenicidad son multifactorales.

Al pldsmido ColV se le han propuesto otros mecanfsmos importantes de
patogenicidad como son la rasistencia a fa accién bactericida del suero, la posible
inactivacién dal complemento, el secuastro de hierro y el efecto de la colicina V en
la supervivancia en cavidad peritoneal. El andlisis del conjunto de éstos elementos,
podria ayudar a explicar la mayor capacidad de supervivencia de las cepas

septicémicas de £. coli en el hospedero.
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CONCLUSIONES
1.- Hay una elevada prevalencia del pldsmido ColV en las cepas septicémicas
aviares estudiadas.
2.- Hay diterente grado de virulencia entre las cepas colicinogénicas V estudiadas.
3.- Las cepas que portan el plasmido ColV son mas vinllentas que sus isogénicas
que carscen de éste.
4.- Las cepas estudiadas portadoras del pldsmido ColV mostraron tener una mayor
capacidad de adherencla al vidro, a diferencia de sus isogénicas libres de éste
plasmido.
§ .- Las cepas probadas portadoras del pladsmido ColV, tuvieron una mayor

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

1.1 Medio para conservar cepas de E. coll.

Caldo nutritivo ’ 10 g.
Cloruro ds sodio? 5g.
Bacto-agar' 6g.
agua destilada 1000 g.

bisolver los ingredientes en el agua destilada, calentar a ebullicién y
distribuir en viales de cintilacfon, Esteritizar por autoclave. Dejar enfriar los tubos
en posicién vertical.

1.2 Caldo LT

Triptona® 10g.
Extracto de levadura® 54q.
Cloruro de sodio 10 g.
Agua destilada 1000 mli.

Disolver los ingredientes en el agua destilada y ajustarapH 7.6 con
tris® al 12 %.

1.3 Caldo LTC
Al caldo LT adicionarle 5 x 10° M de cloruro de calcio®,

1.4 Agar LTC.

Difco Lab., Detroit, Michigan, USA.
2J.T. Backer, Xalostoc, México.

2 Merck, Darmstadt, Alemania.
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Al caldo LTC adicionarle 1% da agar.
1.5 Agar LTC semisélido.

Al caldo LTC se le adiciona 0.6 % de agar.
1.6 Soluclén Butfer de tosfatos con 0.01 % de gelatina (PBSgel).

Solucion A
Fosfato de sodio (Na2HPO4) 11 g.
Agua destilada 1000 mi.
Solucién B

Fosfato de potasio (KH2 PO4) 9.08¢9
agua destilada 1000 ml.

Para 100 mi de butfer pH 7.2 : Mezclar 72 mi da la sol. A y 28 ml. de fa sol.
B. Checar al pH, agregar 0.01 % de gelatina nutritiva’, calentar ligeraments,
distribuir en tubos y esterilizar por autoclave.
1.7 Agar Minl-Mac (MacConkey minimo)

Preparar la siguiente fomula:

Bactoagar 75g.
Lactosa® 504g.
Sales biliares Nd 3? 07549,
Rojo neutro® 0.015g.
Crista! violeta*? 0.0005 g.

! Difco Lab., Detroit, Michigan, USA.
2 Marck, Aleamania.

? Sigma,. St. Louls, Mo. USA
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Agua destilada 400 mi.
Esterilizar por autoclave.
* Pesar 0.05 g. de cristal vicleta y diluirios en 100 m! de agua destilada. Un mi de
esta solucidn contiene 0.0005 g de cristal violeta.
Mezclar en condiciones de esterilidad:

Agar liquido {formula anterior) 400 ml.

Sales Mg (5X)' 100 mi
CaCl2 0.01M' 5 ml.
MgSO04 . 7 H20! 0.5 mi

1.8 Agar minl-mac-ampicilina-kanamicina-collcina V.

Praparar tubcs con 20 ml de mini-mac y autoclavear enfriar a 45°C
y agregar las sales y los antibidticos que queden a una a concentracion de 8 pg/mi
¢ada uno. Homogeneizar y vaciar en cajas de petr esteriles permitir qua solidifique
y sembrar 0.1 mi de una cepa colicina V' resistente a ampicilinay a Kanamicina
(previamente crecida en caldo nutritive durante toda la noche) e incubar a 37°C
durante 12 a 18 horas. Sometar a vapores de cloroformo 15 minutos y otros 15
minutos a que se evaporen. Colecar una sobrecapa de 5 m! de mini-mac que
contenga la misma concentracién de antibiéticos, Refrigerar toda 1a noche para
permitir que difunda la colicina V.
1.9. Solucién Balanceda de sales de Hank modificada (10 X).

Solucién A

' J.T. Backer, Xalostoc, México.
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NaCl 80 g
Kcl' 4g
MgSO4. 7TH20' 1g
MgCl. 6H20" 1q

Disolver en 400 ml de agua deionizada.
Solucién B
Na2HPO4. 12H20’ 159
Disolver en 400 m! de agua deionizada
KH2PO4' 06g
Disolver y aforar a 500 m! con agua dsionizada.
La solucién A y la solucién B se esterilizan separadamente por autoclave y

postariormente se mezclan de manera estéril,

' J.T. Backer, Xalostoc, México.
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APENDICE 2: CURVAS DE CRECIMIENTO BACTERIANO DE CINCO
CEPAS AVIARES DE E. colf ColV*
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APENDICE 3: DL, DE CINCO CEPAS AVIARES DE E. coli
ColV'_ POR EL METODO DE REED Y MUENCH UTILIZANDO UN
MODELO DE POLLO DE ENGORDA.



DOSIS 1ETAL 50 DE E. goli YA4 ColV+

VALORES ACUMULADOS

DILUCION NUMERO DE RELACION DE MUERTOS VIVOS  TOTAL  TOTAL MORTALIDAD .
BACTERIAS MORTALIDAD MUERTOS ~ VIVOS RELACION PORCENTAJE
s.D 4X10°9 6/6 1 [ 17 0 17/17 100
104-1 4X10+8 6/6 € [ 11 0 11/11 100 .
10-2 4%10~7 5/6 5 £ § s 1 5/6 -83
107-3 1X10"6 0/6 [ 6 0 7 0/6 0
10%4 4X10°5 0/6 R R MY 0 113 0/7 0.
10"~5 4X10°4 0/6 0 60 S0 19 013 0
PBSgel o 0/6 [ 6 0 :25: 0/25 0
1.- ap.-nas-solna-o-hazla"

h=1log., 1/ 10 =-1
d.p. = (=1) (0.3976) = - 08,3976 E

2.~ log. 1/ 100 = -2 :
-0.3976 + (~2) = -2,3976

3.~ antileog. de 2,3976 = 245.80

4.- DLSO = 4 X 10%9 / 249.8 = 1:6:X10°7. ;

~ = exponencial

- 08 -



DOSIS LETAL 50 DE E. coll YA10 ColV+

VALORES ACUMULADOS

DILUCION NUMERO DE RELACION DE MUERTOS VIVOS TOTAL TOTAL MORTALIDAD
BACTERIAS MORTALIDAD MUERTOS ~ VIVOS RELACION PORCENTAJE
5.D 1,2¥10%9 6/6 6 0 13 0 13/13 100
10°-1 1.2%10°8 5/6 5 1 7 1 7/8 81
10%-2 1.2X10%7 2/6 2 4 2 5 2/1 28
10~-3 1.2X108 0/6 o 6 0 1 o/n 0
10%-4 1.2X10"5 0/6 0 6 0 17 0/17
10°-5 1.2X10%4 0/6 -0 6 0 23 .0/23; o
10%-§ 1.2X10°3 0/6 0 6 0 29 0/29 0
10427 1.2%10%2 0/6 0 ] 0 .35 '0/35 o,
[1710%-8 1.2X10°1 © 0/6 0. 6 0k a1 7 o/4r 0
PBSgel 0 o/ -0 6 0 . 0

0747 -

- 19 -

4.~ DL50

~ « exponencial”




’ DOSIS LETAL 50 DE E. coli YA12 ColV+

VALORES ACUMULADOS

DILUCION NUMERC DE RELACION DE MUERTOS VIVOS  TOTAL  TOTAL MORTALIDAD

. BACTERIAS MORTALIDAD MUERTOS VIVOS RELACION PORCENTAJE
s.D 5.7X10%3 6/6 6 0 7 0 "7 100

10%-1 5.7X10%8 1/6 1 5 1 5 1/6 16
10~-2 5,7X10~7 0/6 0 6 ] 11 /11 & [
10~-3 5.7X10°6 0/6 0 6 [ 17 0/17 . 0
10°-4 5.7%X10%5 0/6 [ € o 23 0/23 - 0
10~-5 5.7X10°4 0/6 0 6 0 29 0/29 o
10~~6 5.7x10"3 0/6 0 CB e 0 S LI 7 0135 0.
10%-7 5.7%10~2 0/6 0 6 ] 41 0/41 0
10~-8 5.7%10"1 0/6 [} -6 [ AT 0/eT [+}
PBSgel 0 Co/6 [ [N 0 5370 ni 083 o

l.- d.p. =~ h 100~ 50 / 100 - 16 = h 50./-84

h==-1 : S

G.p. = (1) (0.5952) = = 0.5952

2.- Log. de DL50, (-0.5952) % (0) = = 0.5952 P

3.- Antilog. de 0.5952 = 3.9373
4.~ DLSO = 5.7 X 10 ~9 / 3.9373 = 1.4 X 10 ~5.

*» = exponencial

5 g -



DOSIS LETAL 50 DE E. coli YAl6 Colvd

VALORES ACUMULADOS

DILUCION NUMERO DE RELACION DE MUERTOS VIVOS  TOTAL  TOTAL MORTALIDAD
BACTERIAS MORTALIDAD MUERTOS  VIVOS RELACION PORCENTAJE
S.D 4.5X1079 6/6 6 0 14 0 14/14 100
10°-1 4.5X10%8 6/6 6 0 [} 0 8/8 100
10°-2 4.5%10%7 2/6 2 3 2 4 2/6 33
10-3 4.5X10°6 0/6 0 6 0 10 0/10 0
10%-¢ 4.5X10%5 0/6 0 6 0 16 0/16 0
104-5 4.5X10%¢ 0/8 ] § 0.’ 22 0/22 0
PBSgel o 0/6 0 6 0 28 0/28 0
1.- dp.-n1oo-50/1uu—33-h50/6‘l-n(ousz)
h =-1 i :
d.p. =(-1) (0.7462) = -0, 7462 :
2,- Log, 10 de D150
-0.7462) ¥ (<1} = & 11 7462
3.- ':.og.'1.‘u”sz: Foih
Antilog. de 1.7462
4= ‘DLSO = 4.5 X 1048/

~ = exponencial

- €8 -



DOSIS LETAL 50 DE E. coll YA?1 ColV+

VALORES ACUMULADOS
DILUCION NUMERO DE RELACION DE MUERTOS VIVOS  TOTAL  TOTAL MORTALIDAD
BACTERIAS MORTALIDAD MUERTOS  VIVOS RELACION PORCENTAJE
2.7%10°9 6/6 6 0 13 13/13 100
2.7%108 6/6 3 ) 1 ATkl 100
2.7%10%7 1/6 1 5 1 1/6 16
2,7%10%6 0/6 0 6. 0 0/11 0
2.7X10°5 0/6 0 g -0 0/17 0
2.7x10%4 0/6 0. 6 ] 0723 0
2.7X10°3 ©  0/6 o 6 500 . 0/29 0
2.7%10%2° . . 0/6 0 11 [ 0/35 0
2.7X10%1 . 1. 0/6 [ .0/41 0
0 L0/6 : 0747 e

.‘.’pg-

. dip.=-h 100 =57/ 100

2= .log 10 de DLSO.. - e
(-0.5952) +. (1) = <'1.5052

3.- Antilog. de DLSO
-1.5952= 39,37

4.- - DL30 = 2.7 X 209 / 38,37- 6.8 X.

~ = axponencial
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APENDICE 4: DL, DE E. coll ColV*'y ColV' POR EL METODO DE.
REED Y MUENCH USANDO UN MODELO MURINO.



DOSIS LETAL 50 DE E. goll YA2) Colv
MODELO MURINO

VALORES ACUMULADOS

DILUCION NUMERO DE RELACION DE MUERT0S VIVOS  TOTAL  7T0TAL MORTALIDAD
BACTERIAS MORTALIDAD MUERTOS  VIVOS RELACION PORCENTAJE
s.p 1.3 X 10%9 4/4 4 [4 [ 9 9/8 100
107~ 1.3 % 1078 4/4 4 [} 5 [ 5/5 100
10~~2 1.3 X 167 1/4 1 3 1 3 174 25
10~~3 1.3 X 1076 0/4 0 4 L] 7 o/7 [
o (1] 4 0 11 0/11 0

FBS 0/4

- 0g -

q.- LSO = 1.3 X 10°9 /464

~ = exponencial




DOSIS LETAL 50 DE E. coli YA21 Colv~
MODELO MURINO

VALORES ACUMULADOS

DILUCION NUMERO DE  RELACION DE MUERTOS VIVOS TOTAL  TOTAL MORTALIDAD
BARCTERIAS  MORTALIDAD MUERTOS  VIVOS RELACION PORCENTAJE
sD 1.3 X 1079 4/ 4 4 0 [ 0 €/ 6 100
10~-1 1.3 X 1078 1/ 4 1 3 2 3 1./5 a0
10%-2. . 1.3 X 1077 1/4 1 3 1 6 1 14,28
10%=3 1.3 X 1076 0:/.4 0 4T 0 10 0:/:30 [+}
107-4 1.3X10°5 . 1 0./°4 B 4 0 14 0/ 24 0
[ I S04 0 4 -0 18 0/ 18 o,

. PBS

>

= exponencial

- e



DOSIS LETAL 50 DE E. goli 711 Colv+

MOPELO MURINOG
VALORES 'ACUMULADOS
DILUCION NUMERO DE  RELACION DE MUERTOS  -VIVOS TOTAL  TOTAL MORTRLIDAD
BACTERIAS  MORTALIDAD MUERTOS VIVOS  RELAGION : . PORCENTAJE
478 a 10 o 10710 100
i/ 4 4. [ ] 6/ 6 - 100°
2704 2 2 2 2 /4 <50
0/4 ] ] 6 - 0/ 6 ; s o
14 0 10 0/ 10 LR
/2 0 12 $0:412 . 0.

~ = exponencial’

_.gg..



DOSIS LETAL S0 DE E. cold 711
MODELO MURINO

VALORES ACUMULADOS

DILUCION NUMERO DE RELACION DE MUERTOS VIVOS TOTAL TOTAL HORTALIDAD E
BACTERIAS  MORTALIDAD MUERTOS  VIVOS RELACION ~ PORCENTAJE
sD 4% 109 6/6 2000 5
10°-1 4 X 108 4/ 4 4 0 [ ] 2/ 4 :50_
10~-2 4 X 10" 2/ 4 2 2 2 2 0 /6 <90
104-3 4 X 106 0/ 4 0 4 0 6 0/ 60 [
10*-4 4 X 10°5 0/ 4 0 4 o 10 0/ 14" 30 .
PBS 0 0/ 4 0 q [} 14 C DR f
( 8
. . i !
1.- d.p. = -1 100 - 50 / 100- 0 - ~-1 /50 /100 = ,(-1).' 0.5

2.~ log. 0 =0

-0.54+0=-10.5

3.- antilog de 0.5 = 3.1622

4.~ DL50 = 4 X 209 / 3.1622 = 1.2‘"')( 109

~ = exponencial
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