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PLASMIDOS DE VIRULENCIA

María Elena Peñaranda1 y Leonardo Mata1 ,2

GENE RALI DADES

Las bacterias a menudo poseen en su citoplasma pequeños anillos de ácido
desoxirribonucléico (ADN) denominados plásmidos, cuya replicación es indepen
diente de la replicación cromosómica (14).

Los plásmidos fueron descritos como factores de fertilidad ("factores FU)
debido a que son capaces de inducir la conjugación bacteriana y transmitirse
así de célula a célula (10).

La conjugación es un proceso por el cual dos bacterias se aproximan y

forman un "par específico". Si una de "ellas posee el factor F (bacteria donadora
o F + ), se establece un puente proteínico (mediante una fimbria o pilus sexual)
con la bacteria receptora (F-) (6). El contacto celular esencial para la transfe
rencia de material genético (6). El ADN transferido se replica en forma autónoma
en la bacteria receptora que es denominada transconjugante (14), Figura 1.

Algunos plásmidos tienen la capacidad de integrarse al cromosoma bacte
riano y de replicarse en dos estados alternativos: en su forma autónoma o como
parte del cromosoma huésped.Tales elementos se denominan episomas (14).

En el estado de integración cromosómica, el factor F es capaz de inducir
la transferencia del genomio total de la célula. Estas cepas se denominan Hfr
(high frecuency of recombination) por presentar alta frecuencia de recombina
ción (6).

Una bacteria puede contener hasta treinta plásmidos, aunque no todos son
capaces de transconjugarse (plásmidos no conjugativos) (14).

Cada plásmido contiene de 2 a 250 genes dependiendo del tamaño del anillo
de ADN, cuyo peso molecular varía entre 2X10 6 y 140Xl0 6 (4).

En la última década, se ha demostrado que los plásmidos son elementos res
ponsables de más de doce características adquiribles, algunas de las cuales se
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resumen en el Cuadro 1. Entre éstas interesa resaltar aquellas que confieren
virulencia a las bacterias, Cuadro 2.

FIGURA 1

Representa¡;:ión diagramática de dos bacterias en conjugación. La donadora
(F +) por medio del pilus sexual forma un puente proteínico con la receptora
(F-). El contacto es esencial para la transferencia del factor F del donador al
receptor.

CUADRO 1

Caraterfsticas de las bacterias mediadas por plásmidas

Fertilidad
Antígeno K-88 (factor de coloniill8ción)
Producción de enterotoxinas
Resistencia a antibióticos
Producción de bacteriocinas
Producción de colicinas
Producción de hemolisinas
R'esistencia a metales pesados
Fermentación de lactosa y sacarosa
ProCJucción de ureasa
Metabolismo del octano y canfor
Pérdida de movilidad
Producción de tumores vegetales
Resistencia a la IUl ultravioleta
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CUADRO 2

Cualidades bacterianas de importancia clínica,
mediadas por plásmidos

Caracte rfstica

Producción de hemolisinas
Producción de colicinas
Producción de toxina lábil y toxina estable
Adhesividad a la mucosa (factor de colonización)
Resistencia múltiple a los antibióticos

Hly
Col
Ent
F.C.
FRM

Entre los plásmidos de resistencia o factores R, el de resistencia múltiple
(FRM) codifica resistencia simultánea al cloranfenicol, tetraciclina, estreptomici·
na y sulfonamidas (13).

El mecanismo genético para explicar ta adquisición de múltiple resistencia
fue propuesto por Cohen, basado en la demostración de secuencias de inserción
en los plásmidos (2). Estas son secuencias de bases del ácido nucléico que se repi·
ten en un mismo anillo y en varios plásmidos a la vez. Mediante estas estructuras
se presentan sitios de homología en diferentes plásmidos, lo que permite su
integración en un solo anillo o unirse a un factor de transferencia, Figura 2.

Ha sido observado por varios investigadores, que la presencia de dos o más
plásmidos de virulencia en una bacteria contribuyen a agravar el proceso infec·
cioso (7,21).

El plásmido Ent, que le confiere capacidad a la bacteria de producir entero
toxinas lábil y estable, se ha encontrado frecuentemente asociado al plásmido
de adhesividad K-SS y al plásmido de hemolisina o Hly (19).

En forma análoga, el factor de colonización descrito por Evans et al. (5), de·
terminado por un plásmido de peso molecular 60X10 6, fue hallado en una
Escherichia coli productora de toxina lábil.

En la epidemia de desintería Shiga en Centroamérica (11) y en la epidemia
de tifoidea en México (17) las cepas de Shigella dysenteríse 1 y de Salmonella
typhi posefan el FRM, lo que dificultó el tratamiento y recuperación de los
pacientes.

Existen plásmidos denominados crípticos a los que no se les ha adscrito
ninguna funciÓn (14); por otro lado, hay factores de virulencia cuya codifica
ción genética no ha sido vinculada a ningún plásmido. Tal es el caso de la capaci-
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dad de invasión Unvasividad) de la mucosa intestinal por cepas de Shigella (18) y
E. coli (15) y la producción de enterotoxinas por cepas de Aeromonas, Pseudo·
monas, Klebsiella y Citrobacter (22).
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FIGURA2

Mecanismo propuesto por Stanley Cohen (2) para explicar la uociación reversible
de plásmidos de resistencia (Factor R) mediante la secuencia de inserción ISL.
Primero hay formación de replicones para el factor R y el Factor de transferencia
de resistencia (FTR). Luego. ocurre integración de una unidad poligénica por las
secuencias de inserción con varios factores determinantes de resistencia. Final
mente ocurre disociación de la unidad poligénica en un plásmido de múltiple
resistencia y el FTR.

METOOOLOGIA

Los métodos de laboratorio utilizados para determinar algunas caracterís
ticas mediadas Dar plásmidos se indican en el Cuadro 3.

Para determinar la transferencia de resistencia, primero se seleccionan las
bacterias resistentes posibles donadoras, en medio de Mac Conkey (McC) al cual
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CUADRO 3

Virulencia bacteriana

Característica

Resistencia a los antibióticos
Toxina lábil
Toxina estable
Factor de colonización

Método de laboratorio

Antibiograma (disco,)
Inmunolisis pasiva y ELlSA*
Ensayo en ratones lactantes
Hemaglutinación y aglutinación
con suero espec ífico

• Ensayo inmunOlorben18 de enzima conjugada

se le han agregado 20 ug por mi de cada antibiótico cuya resistencia se desea
investigar. La cepa receptora que se utiliza con más frecuencia es la
EscherichiB coli W1485, que es libre de plásmidos, resistente al ácido nalidíxico
por mutación y dependiente de la timina para su crecimiento. la deficiencia
nutricional impide que los transconjugantes puedan replicarse fuera del tubo
de ensayo. Como se ilustra en la Figura 3, tanto el donador como el receptor
se cultivan en caldo Penassay a 37 o C durante la noche bajo agitación constan
te.

Diluciones al 2 o/<:Se incuban a 37 o C durante 2 a 4 horas para lograr la fase
de crecimiento logarítmico. Luego se mezclan 9 mililitros del receptor y un mi·
liIitro del donador para asegurar así un máximo de transferencia. Después de
18 horas de incubación a 37 o e, se seleccionan los transconjugantes en medio
de McC con 20 ).19 por mi tanto de ácido nalidíxico. como de los antibióticos
cuya resistencia se sospecha ha sido tranlmitida por conjugación. la resistencia
del transconjugante se confirma mediante prueba de sensibilidad a los antibió'
ticos (1).

Para estudiar la naturaleza de los plásmidos se utilizan métodos como la
electrofol'esis y la microscopía electrónica. Con estas técnicas se puede deter
minar el contenido de plásmidos de las bacterias, el peso molecular de los plás
midas y correlaciones sobre el origen, evolución e información codificada por
los plásmidos.

Para la electroforesis se extrae el ácido desoxirribonucléico (ADN) bacte
riano por lisis con lauril sulfato de sodio y precipitación en cloruro de sodio y
etanol (12), Se colocan de 25 a 50 microlitros del extracto de ADN así obte
nido en un gel de agarosa al 0,7 %y se hace migrar por 2 horas a 120 voltios.
El gel se sumerge en una solución de 0,4 ..ug por mi de bromuro de etidio, el
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CONJUGACION BACTERIANA
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FIGURA 3

Conjugación bacteriana in vitro. El donador y receptor se cultivan en agar Mac
Conkey (MeC) con antibióticos u otra droga selectiva, y luego se subeultiva en
caldo Penassay a 37 o C. De éstos se obtienen diluciones al 2 por ciento que
se cultivan de 2 a 4 horas para lograr el crecimiento logarítmico. Se mezclan
9 mililitros del receptor con un mililitro del donador y se incuban durante 18
horas a 37 o C. Finalmente se subcultiva en McC para seleccionar transconju
gantes.

cual se intercala entre las moléculas de ADN haciéndolas fluorecer ante una
fuente de luz ultravioleta de onda larga (12). Bajo tal condiciGn se toma una
fotografía del gel empleando un filtro rojo (A-25) para determinar las bandas
de ADN que han migrado a diferentes velocidades y que corresponden a los
diferentes plásmidos.

El peso molecular de las particulas es inversamente proporcional a la
distancia recorrida. Utilizando como testigo bacterias que contienen plásmi·
dos de peso molecular conocido, se dibuja en una gráfica el logaritmo de la dis
tancia recorrida contra el logaritmo del peso molecular. Sobre la curva trazada
se calcula el peso molecular de los plásmidos en estudio, según se ilustra en la
Figura 4.

Para observar los plásmidos al microscopio electrónico, se coloca una dilu·
ción de 1 mg por mi de ADN bacteriano, sobre una rejilla de cobre recubierta con
una membrana de colodión (3). la preparación se tiñe con una solución de ace·
tato de"uranilo al 2 %y se observa al microscopio electrónico, Figura 5. La cir
cunferencia de cada plásmido es directamente proporcional a su peso molecular.
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FIGURA 4

Determinación del peso molecular de plásmidos según Meyers et al (12),
Plásmidos de peso molecular conocido ( • ), plásmidos de bacterias aisladas
de pacientes del Hospital de Niños ( O ) Dos plásmidos son crípticos (críptico).
El plásmido (A) codifica la resistencia a la ampicilina en Shigella
dysenteriae 1.

Utilizando vari,ciones en la técnica se pueden estudiar además las características
de replicación (9) y las secuencias repetidas de nucleótidos (16). Estas V otr.u

técnicas de biología molecular permltoir caracterizar ciertas propiedades de pato
genicidad y virulencia de las bacteríslil,·'ue permiten comprender mejor la etio
patogenia de la enfermedad.
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Finalmente, existen técnicas para modificar artificialmente el genoma bac
teriano y así aumentar, por ejemplo, acciones metabólicas poco acentuadas o que
incluso no existían del todo en la bacteria ancestral.

Los procedimientos y metodología empleados en la producción de tales mi·
croorganismos son objeto de un intenso debate actual por sus implicaciones éticas,
(8). Ellos conforman lo que ha sido denominado "cirugía o ingeniería genética".

Aspectos positivos son el haberse logrado el desarrollo de nuevas bacterias,
una de ellas la E. coli sintetizadora de muchas copias de la molécula de entero
toxina (20) lo que tiene interés futuro para el control y prevención de la diarrea.

FIGURA 5

Fotografía al microscopio electrónico del ADN del plásmido de resistencia a la
ampicilina en Shigel/a dvsenteriae 1, 140.000 X.
La longitud del hilo es de 2,1 micras, lo que denota un peso molecular de
5,1X106 daltons, según la relación: 1 micra = 1,9X10Gdaltons (3).
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RESUMEN

Se revisan conceptos básicos sobre los plásmidos -ácido ciesoxirribonucleico
extracromosómico con replicación autónoma- presentes en el citoplasma bacte·
riano. Se hace énfasis en plásmidos que codifican factores de virulencia como la re
sistencia a las drogas y la producción de enterotoxinas. Se describen técnicas de
laboratorio para el estudio de plásmidos, tales como la conjugación bacteriana
in vitra, electroforesis en gel de agarosa y la microscopía electrónica.

Las técnicas permiten determinar la transmisibilidad, número, tamaño,
forma y peso molecular de los plásmidos.

SUMMARY

Basic concepts on plasmids -rings of extrachromosomic deoxyribonucleic
acid with autonomous replication- present in the cytoplasm are reviewed. Em·
phasis is made on plasmids coding for virulence factors such as drug resistence
and enterotoxin production. Laboratory techniques for the study of plasmids
are described. These are; bacterial conjugation in vitro, agarase gel electrophoresis
and electron microscopy. Techniques permit determination of transmissibility,
SilG, formand molecular weight of plasmids.
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