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COLICINAS

Al comienzo del estudio de las Colicinas (1), se conocian como
tales algunas substancias con una accién antibiética particular
producida por cepas de E. Coli, pero investigaciones posteriores
demostraron que esta propiedad no era exclusiva del grupo coli,
puesto que también son producidas por muchas Shigellas, algunos
E. freudii y, aunque raramente, también por Salmonellas y Aero-
bacter (2, 3).

Las cepas colicinogénicas pueden producir una o varias coli-
cinas y las relaciones de actividad y sensibilidad son muy com-
plejas.

Las colicinas son de naturaleza proteinica (4, 5) y su tamafio
puede variar entre aquellas que son de molécula pequefia y pasan a
través de una membrana de celofan y otras de molécula grande (6) ;
los gérmenes productores exigen condiciones de cultivo especiales
tales como el mismo medio de crecimiento, el pH, la presencia o
ausencia de azlcares, anaerobiosis o aerobiosis violenta y otras,
a fin de poder producir un maximo de colicina, la cual comienza a
presentarse en el medio cuando se ha llegado a un 25% de la pobla-
cién maxima; la cantidad aumenta rapidamente y termina en una
forma estacionaria. La produccién puede ser inducida por varios
agentes quimicos y por los rayos U.V.

El caracter colicinogénico estd dado por un factor genético
sobre-agregado, es un “episoma” el cual se puede presentar bajo
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dos estados: a) Como una unidad auténoma y, b) Integrado al
cromosoma. La principal diferencia que caracteriza los dos estados
de un episoma es la elevada frecuencia de transferencia en el
estado auténomo, comparativamente con la que se presenta al
estado integrado, cuando la transferencia es muy rara.

La forma de accién de las Colicinas es por fijacion sobre las
células sensibles, las cuales poseen receptores especificos, que por lo
general son independientes y distintos, y que estan bajo la dependen-
cia de factores genéticos susceptibles de mutar, pero también de
recombinar por cruces de dos parientes diferentes. La presencia o
ausencia de esos receptores, es en gran parte la responsable de la
especificidad de accién de la colicina. El mecanismo de la accién
letal de las colicinas sobre las bacterias, no se conoce alin con cla-
ridad. La colicina E., por ejemplo, actia bloqueando la sintesis del
ADN y del ARN; ella es un agente bactericida y no bacteriolitico.
Otra colicina llamada ‘“col 18”7, sobre la cepa B,;, hace detener
inmediatamente el crecimiento y la reproduccién, y aun llega a
bloquear las células que estaban en el proceso de divisién; las célu-
las se hacen cada vez mas grandes, hasta un momento en el cual
se rompe la pared celular.

Las propiedades colicinogénicas son caracteres hereditarios
muy estables y son determinantes genéticos especificos para cada
colicina. La presencia de esos factores determina no solamente la
produccién de colicina, sino también la inmunidad especifica a la
colicina producida. Los gérmenes productores no son sensibles a
la colicina que ellos producen (7), aunque eventualmente bien pue-
den ser sensibles a otras colicinas. La inmunidad no es el resultado
de la pérdida del receptor, puesto que las células inmunes pueden
tenerlo.

Los factores colicinogénicos pueden ser transferidos de una
cepa a otra, en cultivo mixto, y la eficacidad de transferencia varia
segun el caso y depende no solamente del tipo de colicina, sino tam-
bién de la cepa receptora; la transferencia se puede continuar en
serie. Para su demostracién se hace necesaria una técnica de selec-
cién (colt+. str — y col — str+ ---- 48 h). Las cepas que se han
convertido en colicinogénicas conservan todas las propiedades de
la cepa original no colicinogénica. Ninguna de las propiedades gené-
ticas del “dador” colicinogénico es transferida simultdneamente, a
menos que eventualmente pase también la propiedad F + (factor
de fertilidad) (8) y, naturalmente, la inmunidad a la colicina pro-
ducida, como consecuencia directa de la adquisicion del factor coli-
cinogénico (11).
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La transferencia del factor colicinogénico presente en cepas de
E. coli, Sh. sonnei y otros gérmenes ha sido posible realizarla sobre
otros E. coli, Sh. sonnei, K. pneumoniae y algunas Salmonellas.

De igual manera que la cinética de la transferencia confirma
la independencia del factor colicinogénico el cual es transferido
inmediatamente después de la unién de los gérmenes e indepen-
dientemente de las caracteristicas cromosémicas, el analisis de
todos los descendientes de un mismo zigote demuestra que son
colicinogénicos (10), lo que confirma también el estado auténomo
de los factores (9) colicinogénicos, puesto que su réplica debe ser
més rapida que la del cromosoma. Parece que ellos existen en forma
de unidades auténomas independientes del cromosoma.

Entre el factor F de fertilidad y los colicinogénicos hay ana-
logias muy estrechas y pueden ser transferidos a altas frecuencias
y sin relacién alguna con otros marcadores genéticos.

NOTAS AL TEXTO

1. El primer estudio fue hecho por Gratia en 1925.

2. Como la produccién de una misma colicina se encuentra en todas las cepas
aisladas de un mismo foco infeccioso, la investigacion de este factor re-
presenta gran interés epidemiolégico.

3. La produccién de la colicina es independiente de la estructura antigénica
del gérmen.

La clasificacion de las propiedades colicinogénicas mostré ser de utilidad
en muchos casos de gastroenteritis infantil.

4. La mayoria de las colicinas pueden ser destruidas ripidamente por en-
zimas proteoliticas, tales como las producidas generalmente por cepas de
Proteus. .

5. Las colicinas son proteinas purificables por precipitaciones repetidas con
etanol y sulfato amoénico y extraccion con una mezcla de octanol-cloro-
formo.

6. La col. K es una macromolécula, constituida de un hidrato de carbono,
una proteina y un lipido. La electroforesis no determina sino un solo
componente pero por ultracentrifugacion parece heterodispersa. Tiene
una fuerte accién antibiética y sus propiedades quimicas, fisicas, inmu-
nolégicas y toxicas son iguales a las del antigeno “O” de las bacterias que
la producen. No es de excluir el hecho de que la col. K. sea en realidad
una molécula distinta, ligada al complejo antigénico “O” de las bacterias
en cuestiéon, aunque los ensayos de separacion hayan sido infructuosos.
La accién colicinogénica parece corresponderle a la parte proteinica de
la molécula del antigeno “O”. Ella hace formar aglutininas y precipitinas.

7. Hay resistencias cruzadas, especificas y reciprocas, entre una colicina y
un fago en particular, las cuales pueden ser disociadas por recombinacion
genética y se comportan como un marcador unico.
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8. Existen las posibilidades de unién con un factor F y relaciones con la
transferencia de factores de resistencia a los antibiéticos,.

9. Todos los recombinantes son colicinogénicos, cualquiera que sea la colicina
estudiada y la seleccion empleada para su aislamiento, en el caso de que
el pariente F — sea el solo colicinogénico,

10. La propiedad colicinogénica no tiene ninguna accién sobre la transferencia
de otros factores.

11. En el cruce en el cual la propiedad colicinogénica es llevada por el parien-
te F+ o Hfr (High frequency recombinants), la frecuencia de transfe-
rencia no se invierte y muchos de los recombinantes serdn aun colici-
nogénicos.

PARTE EXPERIMENTAL

Introduccion al trabajo.

Gracias al empleo tan extendido de los agentes antibacteriaros
y antimicéticos, cada dia se impone con mayor fuerza y claridad, la
necesidad de establecer un control riguroso de la venta, formulacién
y valoracién de esos agentes, ya que se puede determinar con cer-
teza que existen factores de resistencia (episomas) en el citoplasma
de muchos gérmenes los cuales pueden ser transferidos a otros gér-
menes que inicialmente eran sensibles. (2, 3, 4, 5, 6, 10, 11, 13).

Conceptos generales.

Dentro de la gran variedad de “episomas” conocidos, se tienen
los factores de Resistencia a los Antibidticos y los Colicinogénicos.
(6, 7, 8, 9, 13, 14), Todos son agentes de naturaleza genética que
se encuentran en el citoplasma bacteriano y le dan al germen carac-
teristicas precisas heredables, no esenciales para la vida de las cé-
lulas que los poseen, pueden ser adquiridos por otros gérmenes y
en algunas oportunidades los pueden perder (1, 12). Otra caracte-
ristica de los episomas, es que pueden encontrarse en dos estados:
Auténomo en el citoplasma de la célula, o integrado al ecromosoma
celular, caso en el cual se multiplica al mismo ritmo del eromosoma
del germen huésped. Al estado auténomo su multiplicaciéon es mucho
mas rapida que la del cromosoma de la célula que lo posee. (7, 9,
15, 16).

Como ejemplo claro de “‘episoma” que se puede encontrar en
los dos estados anteriormente mencionados, se tiene el factor F de
fertilidad ; el punto en el cual se integra al cromosoma es especifico
para cada cepa de gérmenes (cepas Hfr.). (6, 13, 14).
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Al estado auténomo, los episomas pueden ser transferibles a
otros gérmenes y a frecuencias que varian segin la cepa “dadora” y
la “receptora”. Ellos no son transferibles cuando estan al estado
integrado. (7, 8, 9).

Materiales, gérmenes y métodos.

Los gérmenes empleados en el trabajo fueron los siguientes:

Cepas “receptoras” (sensibles a los antibidticos en empleo y
no colicinogénicas).

Salmonella typhi A.

Salmonella paratyphi B.

Salmonella typhimurium 36.

Las cepas “dadoras” de determinantes de resistencia fueron
de 6 Escherichia coli, aisladas de casos de colitis o que se encon-
traban como miembros de la flora intestinal. Todos estos gérmenes,
ademés de poseer el o los factores de resistencia, eran colicino-
génicos.

Medios de cultivo.

Caldo Nutritivo Ordinario. (Difco) al 20%.
Agar Nutritivo Ordinario de férmula:

Agar-Agar ... ... ... . o i e 20 gr.
Caldo Nutritivo (Difco) ... ... ... ... 20 gr.
Agua destilada ... ... ... ... ... ... 1.000 ml

Medios de cultivo diferenciales:
Agar Mc.Conkey (Difco).
S.S. Agar (B.B.L)).

Antibidticos empleados.

A Ampicilina, 100 pgr./ml. de medio de cultivo diferen-
Cfal. S: Estreptomicina, 100 ugr./ml. de medio de cultivo diferen-
m.al. C: Cloranfenicol, 20 ugr./ml. de medio de cultivo diferen-
CTaliT: Tetraciclina, 20 pgr./ml. de medio de cultivo diferen-
clal Na: Acido Nalidixidico, 20 pgr./ml. de medio de cultivo dife-
rencial.
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Técnicas.

La determinacién del espectro de resistencia de los E. coli, se
hizo por medio de la técnica de réplica sobre una tela; ella se im-
pregné con las colonias que hubiesen crecido suficientemente aisla-
das sobre Agar Nutritivo Ordinario; al colocar placas de Agar
McConkey sobre esta tela, se obtuvieron réplicas iguales; al Agar
McConkey se le habian agregado los antibiéticos en prueba.

Para averiguar si se presentaba transferencia de los “factores
de resistencia” y posteriormente determinar el valor de la “fre-
cuencia de transferencia” se emple6 el caldo nutritivo ordinario
para el desarrollo de los dos gérmenes en cultivo mixto (dadores
y receptores en cultivo mixto). Después de incubacién se hicieron
siembras sobre los medios de cultivo diferenciales con o sin anti-
bidtico (el S. S. Agar, se emple6 sobre todo para la determinacién
de la “frecuencia de traspaso” de los “factores de resistencia’ a los
antibidticos, ya que inhibe el crecimiento de E. coli) (4).

La determinacién de la produccién de colicina se hizo por la
técnica de la doble capa de agar (7, 9).

RESULTADOS

El traspaso de los factores de resistencia a los antibiéticos se
distribuyo6 en la forma que lo muestra el cuadro siguiente:

CUADRO 1

Cruces E. coli “dador’” de factores de resistencia
hechos (factores de resistencia y porcentajes en que pasé
con el facter Colicinogénico).
A S C T Na
S. 7/14 5/6 16/22 17/26 0/5
typhi A (50%) (83%) (73%) (65%) (0%)
S. 5/14 4/6 5/22 10/26 0/5
paratyphi B (35%) (66% ) (23%) (38%) (0%)
S 6/14 4/6 8/22 15/26 0/5

typhimul-*ium 36 (43%) (66%) (35%) (58%) (0%)

NOTAS AL CUADRO:

— Significado de las fracciones:

Numerador: nimero de cepas que recibieron el factor de resistencia.
Denominador : nimero de cepas E. coli que actuaron como dadores del factor de resistencia,

~ Lias cepas que transfieren el factor de resistencia a la Ampicilina, son productoras de

Ampicilinasa constitutiva y, las otras (1as que no dan origen & una transferencia del factor)
son Ampicilinasa inductibie. {Trabajo personal hecho en paralelo).
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Frecuencias de traspaso de los determinantes.

En cuanto a los valores de las frecuencias de traspaso, aun-
que ellas variaban considerablemente en algunos casos como se
puede apreciar en los cuadros II, IIT y IV, eran, en términos glo-
bales, mas altas en los cruces con la S. typhi A, que en los hechos
con la S. paratyphi B. Los valores mas bajos se presentaron con
la 8. typhimurium 386.

Cuando se comparan los valores de las “frecuencias de tras-
paso” de los “factores de resistencia” con aquellos de la “colici-
nogenia”, tanto en las colonias de la poblacién seleccionada (para
el o los antibiticos del caso), como en las de la poblacién no
seleccionada, se puede constatar una independencia entre los “epi-
somas’’, aunque parece que existen una serie de interacciones en-
tre ellos.
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CUADRO 1I1I
CEPA RECEPTORA: Salmonella typhi A.

— 0LT —

Espectros de las Frecuencias de Transferencia de las Resistencias a los Antibiéticos Variabilidad de la
cepas dadoras siguientes y Porcentaje de Colicinogenia. Poblacién Colicinogénica
A S C T Seleccionada  No seleccionada
C 5,9.10—3
(0%) 0% 0%
4.10—7
(50%)
T 7.10% 0-103 % 0-1009%
(100%)
2,56.10—4 5,9.10—2 7.10—2
ASC (33%:) (100%) (100 %) 32-1009 89¢
4-7.10—1 1-3.101
1,6.10-3 1.10—2 6.10—2
ACT 3,5.10—1 7.10—5 5.10—4
(0%) (09%) (0%) 0% 0%
ACTNa 1,4.10—* 1.10-2 4,9.10—¢
(100%) (100%) (83%) 83-100% 8%
3,6.10—3 1.10-1 2.6.10-3
ASCT 8,6.10—1 2.10-3
(1007%) (1005%) (83%) 83-100% 38-95%
2,4.10—5 2,5.10—1
4.10—2 4.10—1
CT 1.10—1
(87%) (100% ) 67-100%; 85%
SCT 42.10—2 1.10-1 3,1.10-5
(09) (0%) (0%) 0% 0%
AT 5.10—2 (1,4-2,6)10—1
(17%) (17%) 17% 5,5%
Variacién 3.10—1 7.10-1 7.10—1 4,101
entre 1.10—4¢ 3.10--5 2.10-5 4.10-7

(0-100%) (0-100%) (0-100%) (0-100%2) 0-1009 0-100%




CUADRO III
CEPA RECEPTORA: Salmonelle paratyphi B.

- L1 —

Espectros de las Frecuencias de Transferencia de las Resistencias a los AntibiGtices Variabilidad de la
cepas dadoras siguientes ¥ Porcentaje de Colicinogenia. Poblacién Colicinogénica
A 8 C T Seleccionada  No seleccionada
6.10—3%
2,107
T 4.10-8
(17%) 17% 0-15%
1,2.10—¢6 . 9.10—3
AT (0%) 7.10—-2
| (0%) 0% 0%
3,5.10—5 4.10—2 8,6.10-3
ACT (09%) (0%) (0%) 0% 39%
2.8.10—6 1.9.10-4 1.10—4
ASC (09%) (1009%) {(1009%) 0-100% 0%
2,2.10—%6
ASCT (09%)
4,4.10—1 2.10-3
(1009%) (1009) 0-100% 8%
5.10—4 3.10—95
ACTNa ) (100%) (100%) 100% 23-55%
2.10-1
(100%)
CT 3,5.10—2 2.10-2
(1009 (09%) 0-100% 0%
2,1.10—5 4.10—3
SCT (0%) (0%) 0% 0-78%
4.10—% 4.10—1 4.10—2 2.10-1 '
Variacién 1.10—86 2.10~6 1.10—¢ 4.10—8
entre (0%) (0-1009h) (0-100%) (0-100%) 0-100% 0-78%




CUADRO 1V
CEPA RECEPTORA: Saimonella typhimurium 34.

— QLT ~

Espectros de las Frecuencias de Transferencia de las Resistencias a los Antibiaticos Variabilidad de 1a
cepas dadoras siguientes y Porcentaje de Colicinogenia. Poblacién Colicinogénica
A S C T Seleccivnada  No seleccionada
8.10—7
C (0%) 0% 0%
3.10-3
8.10—¢
T (2-3) 108
4,5.10—9
(0%) 0% 0%
3-4,10-7
AT (33%) 33% 0%
8,4.10—7 2,8.10—1 2.10—1
ASC (50%) (100%) (100%) 50-100% 50%
' 5,4.10—2 6.10-2
3,5.10—8 4,3.10—1 5.10-8
ACT (0%) (0%) (0%) 0% 0%
1,4.10-9
(0%)
ASCT 6,1.10—-1 1.10—%
(1009 (100%) 0-100% 0-11%
51.10—7 7.10—7
ACTNa (100%) (100%) 1009% 679
2.10-5 4.10-1
CT 7.10—% 6.10—¢
(100%) (100%) 100% 78-889%
3,3.10—8 2.10—%
SCT (0%) (0%) 0% 0%
3.10—7 f.10-1 4.10-1 1
Variacién 5.10—8 1.10—¢% 5.10—7 4.10—¢

entre (0-50%) (0-1009%? (0-100%) (0-100%) 0-100% 0-100%




CONCLUSIONES E HIPOTESIS

En base a los resultados anteriormente anotados, se pueden

sacar las conclusiones que siguen y que ademas dan origen a algu-
nas hipétesis interesantes de estudiar posteriormente.

1.

Dada la proporcién en que se manifiesta el factor “colicinogé-
nico” (col +) en la progenie, se puede suponer que esté parcial
o totalmente reprimido por el o los determinantes de resisten-
cia a los antibiéticos (R.), o ya en la célula “receptora” im-
pide la transferencia de los determinantes de resistencia, los
reprime, o se presenta una segregacién de factores.

Mostraron un interés particular las relaciones del factor col. +
con el de la resistencia a la tetraciclina (RT), y con los de
resistencia a la tetraciclina-cloranfenicol (R T - C), cuando se
encuentran solos en el germen ‘“dador”.

a) Se pudo constatar que si la célula “dadora” promueve una
transferencia de alta frecuencia del “factor de resistencia
a la tetraciclina”, el factor col. + también pasa a alta fre-
cuencia.

b) Por otra parte se tiene que si los factores de resistencia a
la tetraciclina y al cloranfenicol (si estan solos) transfieren
los dos a alta frecuencia, o el de la tetraciclina a baja y el
del cloranfenicol a alta frecuencia, el factor “colicinogénico”
transfiere a baja frecuencia.

En el caso contrario, o sea, una “frecuencia de transferen-
cia” elevada para el “factor de resistencia a la tetracicilina”,
y baja para el cloranfenicol, o que transfiera solamente uno
de los dos a alta frecuencia, la proporcién de células “colici-
nogénicas” de la progenitura es alta.

Otro punto interesante a constatar, es que todos los gérmenes
“Ampicilino resistentes”, son productores “inductibles o consti-
tutivos” de Ampicilinasa, y los que dieron origen a una trans-
ferencia de resistencia a la Ampicilina, eran todos producto-
res “constitutivos” de Ampicilinasa.

RESUMEN

En el trabajo, después de definir en qué consisten los “episo-

mas” y en particular los “colicinogénicos” (col.) y los de “resisten-
cia a los antibiéticos” (R), fueron seleccionadas varias cepas de
Escherichia coli col uni o plurirresistentes a cinco antibiéticos de
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amplio espectro las cuales sirvieron como ‘“dadoras” de esos carac-
teres de resistencia y de colicinogenia. Como cepas “receptoras” de
los factores se emplearon la Salmonella typhi A, la S. paratyphi B
v la S. typhimurium 36. Luego se hizo el estudio de la progenie de
los gérmenes citados. (Se desarrollaron en cultivos mixtos) y de
esta manera se establecieron los valores de las “frecuencias de
transferencia’ de los caracteres y se hicieron ensayos a fin de com-
prender cuéles son sus relaciones funcionales, pudiéndose deducir
varias hipoétesis interesantes y que dan margen a estudios poste-
riores.

SUMMARY

Several strains of Escherichia coli uni or pluriresistant to five
broad spectrum antibioticas were selected as “donors” of the resis-
tance (R.) and colicinogenisity (col) characters. Salmonella typhi
A, S. typhimurium 36 and S. paratyphi B were used as “receptors”
of those characters. A study on progeny of the microorganisms re-
ferred to about were made in order to stablish the “transference
frequency values” of the characters. Findings of the functional re-
lationships are also discussed.

RESUME

On trouve dans le travail qu’aprés avoir défini ce qui sont les
‘“épisomes” et en particulier les ‘“colicinogéniques” (col.) et ceux
de “résistance aux antibiotiques” (R.), il été faite la sélection de
plusieurs souches sauvages de Escherichia coli col uni ou pluriré-
sistantes a cinq antibiotiques d’ample spéctre d’activité; postérieu-
rement, elles ont agie comme ‘“‘donneurs” de ces caractéres. Les
souches employées comme ‘“‘recépteurs” de ces facteurs on été la
Salmonella typhi A, la S. paratyphi et la S. typhimurium 36. Aprés
il est faite I’étude de la progéniture de ces germes (ils se sont déve-
loppés en culture mixte) et de cette facon il a été établie les valeurs
des “fréquences de transfert’” de ces caractéres et ils ont été faites
des essais pour comprendre les rélations fonctionnelles entre eux, et
il peut se déduire plusieurs hypothéses intéressantes pour faire des
études ultérieures.
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