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INTRODUCCION

Caracteristicas generales de Pseudomonas aeruginosa.

Entre las numerosas especies del género Pseudomonas, -
pricticamente no existen sino tres que son patbgenas para -
el hombre: P. aeruginosa, P. pseudomallei, ¥, mallei. cntre
estas especies la primera es la mhs patégena y mls difundi-

da en la naturaleza (7).

El génerc Fsesudomonas fué propuesto en 1955 por Sta——-
nier, Palleroni y Doudoroff (43) en base a las siguientes =~
caracteristicas: son microorganismos aerobios es:ir-ictos, --
unicelulares, con un tamafio de C.5-1 micras por 1.5-4 mi---
cras, mbviles dabido a la presencia de por lo menos un fla-
gelo polar, su energia la obtiznen vor respiracibn, no son
productores de eﬂﬁB?ﬁoras. tienen un porcentaje de G-C en =

sSu AUN de 58-6°2 moles por ciento,

Para la identificacibn de F., aeruginosa se toman an --
cuenta las respuestas da las bacteri-s a las pruebas biogqui
micas standard (Tabla 1). Sin =mbarqo, exist= una forma m&s
sencilla de identificacién presuntiva que s2 basa 2n 1orfo-
logia colonial y caractaristicas fenot{picas ganerales, En-
tre &stas Gltimas podemos encontrar el olor tipico "afruta-

do", debido a la produccibdn dc aminocacstofencna (14), como



Tabla 1

Caracter

Medio abierto de glucosa OF, &cido
Medio de maltosa OF, &cido

Gas glucosa

Indofencl oxidasa

Catalasa

Arginina dihidrolasa

Lisina, ornitina descarboxilasa
st

Indol, rojo de metilo y acetil me-

tilcarbinol

Respuesta

Modificada de: Gilardi, G. L, (1979) (14),



también las caracteristicas ya mencionadas en el phrrafo an
terior y a la pigmentacién de algunas cepas de F. aerugino-
sa productoras de pigmentos, entre los que se encuentran la
piocianina, substancia azulosa que posee cierta actividad -
antimicrobiana y la fluoresceina, substancia verde fluores-
cente (22), Adem&s, elaboran otras substancias extracelula-
res que estén relacionadas con su patogenicidad (14); entre
fstas tenemos: la exotoxina A, la proteasa alcalina, la ---
elastas;. el moco, la leucocidina y la fosfolipasa C, cuyos
efectos se describen en la tabla 2, ademis de producir la =

endotoxina coméin a todas las bacterias gram negativas.

Bn cuanto a morfologia colonial, puede observarse di--

versos tipos coloniales (14),
Distribucibn de Pseudomonas aeruginosa en la naturaleza.

,2, aeruginosa se encuentra muy extendida en la natura-
leza, ocupando varios habitats como son: suelos, sistemas -
acuéticos marinos y de agua dulce en los que juegan un pa--
pel muy importante en la degradacién de substancias orgini-
cas, adgm&s de encontrarse sobre la superficie de plantas y

epitelios de organismos animales (41).



Tapla 2

Substancias extracelulares de F. asruginosa r=lacionadas --

Substancia

sxotoxina A

froteasa y

Moco

Leucocidina

Fosfolirvasa ©

Toinado de:

con su virul=sncia.

Inhinici®n d=2 la sintasi
teiras ~cr ADPF-Ri'-3ilacién de —--
IF=23 letal para :rat-ns

Int.znns, -

n de E2jllo eotneal (%)

cdastruccidn de 7 de los 9 compo--

nentas del complemento, Inhitie=-

cién iel mavimiento de ln“caci*ﬁﬂ
bl

imorfonuclear=s y de la fagoci
tosts (2). Tnactlv-cibn del Iohi-
bidzr alfa 7 d= laz =rrin protea-
s:s *icularas.

Inhibifién de fagouibnsiz (leuco)
2fecto similar 21 -roducido por -
infecclbédn en ratdn con bacterlas

viables.

-

Destriicecién 42 leuc:s-ltos,

Hidrélisis de f_:fcligpides (hemé-
lisis). trobable ef:cto citopéti-
=2 an pulmbn,

Honay Js Yuzuru (1372) {21),



Por cbservacicnes hechas con microscopio 6ptico y elec
trénico se ha demcstrado que este microorganismo crece for-
mando microcolonias (envueltas por moco de naturaleza poli-
sachlrida) adheridas al suelo, superficies de plantas, sobre
la superficie de sistemas marinos y dulceacuicolas; tambien
se ha sugerido que asta cubierta volisaclrida le ofrece pro
teccidn contra la actividad de bacteribéfagos y amibas de vi
da libre gue abundan 2n los sistemas habitados por estos ba

cilos (6).

Zn 1977 Schroth (41), encontrd que una de dos muestras
de suelos, que nunca se habian cultivado, contenian P. aeru
ginosa. Este microorganismo se encuentra mis frecuentemente
y a altas concentraciones en suelos fertilizados y donde la
humedad es cercana al 90%; sin embargo, no se sabe si este
bacilo es introducido por plantas o aguas contaminadas, ——-
Mientras que, en sistemas marinos y dulceacuicolas P. aeru-
gingga =s asociada a la presencia de materia fecal en donde

hay actividad humana o animal.

P. aeruginosa crece como contaminante de agua potable
(41), en agua destilada (11) y en ambientes hospitalarios

himedos (14), &sto se debe a la caracteristica de versati--



lidad adaptativa a diversos medios ambientes que posee este
microorganismo, asi{ como a su capacidad de requerir nutrien
tes simples y a la habilidad de metabolizar més de 76 com--

puestos orginicos diferentes (35, 41),

Patogenicidad de Pseudomconas aeruginosa.

Las caracteri{sticas y versatilidad de P. aeruginosa le
pernitek estar presente en hospitales (Tabla 3), en donde =
se caracteriza por ser resistente a un gran nimero de anti-
bibticos en virtud de que la mayorfa de las cepas poseen --
plésmidos responsables de la resistencia (4, 5, 19, 26)., Es
tas ventajas biolbgicas le permiten prevalecer por selec---
cibn en estos ambientes, donde los antibibticos son amplia-
mente usados, causando entre el 10 y 20% de las infecciones
de los pacientes hospitalizados (1), principalmente de aqué
llos que sufren quemaduras (38, 39), leucemia (13), fibro--
sis puistica (16) o que han sido tratados con drogas inmung

supresoras (40),

Ademas de presentar plismidos, las cepas clinicas de -
P, aeruginosa tambié&n poseen bacteribfagos (aproximadamente
98%-100%), en contraste con E, coli en la que la frecuencia

de cepas clinicas 1lisbégenas es aproximadamente del 10% (20).



Tabla 3

Origen de P, aeruginosa en hospitales

Jabories riores

Solucionaecs artiaiticas Zomida

Cremas antisépticas Ensaladas

Lavamanos Catbters

Incubadoras Zsponjas

Zquipos de inhalacibn Sondas

Squipos de resucitacibn Manos del personal
Antibibticos Sxcremento de pacientes

Tomade de: WHeu, Harcld C, (1982} (15),



Importancia de plasmidos y bactaribéfages an la virulencia -

bacteriana.

Los pl&smidos son elementos extracromosbémicos de DNA,
astables an bacterias y necesarinss en la poza gendtica, pe-
ro no esanciales parz ol crecimiento y metabolisme bactariz
no, No obstaente, estos alementos genfticos contienen genes
con alguna actividad suplementsria que parmite a su hubsped
unz major scbreavivencia an medics ambientes advarsos, y por
1o tanto, 1o capaclta para compstlr mejor con stros micrcor

ganismos de la misma o difer~nte especis (10).

Lcs plasmidos mejor conocidos desde =1 punto de vista
m&dico son aquellos que confieren recistencia a antibiéti==-
cos a las bacterias que los poseen, Sin embargo, numerosos
estudios han permitido conocer algunos determinantas de pa-
togenicidad codificados por plésmidos, tales como la adhe=--
rencla, rassistsncia al suero, invasividad y m=jor captacién
de hierro (31J.l§ﬁ elamplo de &stos, es =1 analisis genéti«
co de cepas anterotoxigénicas de Escherichia coli aisiadas
tanto de humanos como de =2nimalss cen diarrea, en 21 gue se

encontrd gue la incidencia da plésmidos conjugativos f

15 my
cho més alta en estas cagas qu» en aguellas aislzdasz de in-
dividuos saludablas (10), Adem&s, =studioss con cepos aisla=-

! B . =
das de ca2rdos jovenes y becerros indican que 155 determinan



tes genéticos de produccibn de enterotoxina y de la elabora
cifn d= antfgenos superficiales (tales como K88 y K99) fué
transmisible por plésmidos (10). Ctro ejemplo es el aumento
de la virulzncia de cepas de E.‘EQLL portadoras del plésmi-
do Col V, el cual induce a un incremento de la resistencia

a la actividad bactericida dal suero (10)."}
Papel de los bacteriffagos en la virulencia bacteriana.

Los bacteribfagos, estfn formados principalmente por -
proteinas y ADN en proporciones aproximadamente iguales; --
Stent en 1973 (42) los define como antidades subcelulares -
capaces de ingresar =n las células vivas y de reproducirse
sblc en dichas cflulas. Asi, los bacteribfagos son parési--
tos intracelulares cbligados, a diferencia de otros parfsi-
tos intracelularas, el parasitismo de los bacteribéfagos es
a nivel gen3tico. Se han descrito varios ejemplos en los --
qura}cs bacteriéfagos contribuyen a la patogenicidad de las
bacterias por cnversidn lisog®nica, tal es 21 caso de la -
toxina diftérica ~uya sintesis =st8 bajo el control genéti-
co del bacteribéfago beta que lisogeniza al bacile Corynebac

terium diphteriae (12). No se sabe con claridad el papel --

gue juega esta proteina que se sintetiza por efecto de la -

informacién genética del fago. 3in 2mbargo, tanto la protej



na de envoltura como la toxina se sintetizan simultaneamen-
te; no obstante, son diferentes. Esto ha hecho pensar que -
la toxina diftérica se deriva de la protefna de envoltura -
del fago, pero tras modificaciones sufridas después de sin-
tetizarse, Otro ejemplo de sintesis de toxinas dependientes

de la presenciz de profago son: la toxina del estreptococo

hemolitico (34, 48), del estafilococo (42) y del Clostri---
dium botulinum (9), La primera d= &stas provoca la escarla-
tina, que se caracteriza por =l enrrojecimiento de piel y =
mucosas, por par&lisis capilar y lesiones del endotelio; =—-—
tambifn son sensibles el tejido hepltico, el renal y el car
dfaco. En cuanto a las toxinas alfa y beta del =stafilococo,
&stas poseen poder necrbdtico para la piel y las mucosas. &n
el Gltimo caso, la toxina que se produce es de las de mayor
poder patbgeno-virulento elaborada por una bacteria, Ademis,
en P. aeruginosa se reportd otro ejemplo de conversibn lisg
génica, en la que el fago D2 causa cambios =n el antigeno -
"o" (23), que impiden que la cepa lisogenizada sea capaz de
adsorber a fagos homdlogos, y disminuye la fagoeitosis Y =

muerte de Astas por macrofagos de ratén "in vitro".

=3
o)



Proteasa (s) microbiana (s) que degradan a las inmunoglobu-

linas.

El sistema inmune secretor (SIS) parece encontrarse en
equilibrio dinémico con los microorganismos que normalmente
colonizan las mucosas, Este equilibrio puede verse alterado
por factores que aceleren o frenen el crecimiento microbia-
no, o que disminuyen o aumentan la efectividad de la res-—-
puesta del SIS, Cuando los organismos patdgenos desplazan -
el equilibrioc, ocasionan las enfermecades. Uno de los meca-
nismos empleados por los microorganismos es la produccidén -
de proteasa (s) que degradan a las inmunoglobulinas (27, ==

30, 33).

La produccibén de &sta (s) proteasa (s) contra estas in
munoglobulinas ha sido considerada como un factor de viru—-
lencia de los microorganismos en los que se ancuentra, ya -
que se menciona que la proteblisis disminuye la respuesta =
inmune local y por lo tanto facilita la colonizacibén de te-
jidos mucosos (46)., Por ejemplo, en las especies patdgenas

adherentes como Neisseria meningitidis, Neisserla gono—----

rrho=ae, Streptococcus saagquis y Streptococcus pneumoniae,

la actividad de la protessa contra la Ig A correlaciona con
la virulencia especifica d= cepa (29). Ademis se ha detec:.a

do la habilidad de Streptococcus pneumoniae de degradar in-

munoglobulinas secretorias humanas tales como Ig A secreto-

11



ria (sIg A), Ig G e Ig M (sericas), &sta fu& probada en 102
cepas que fueron aisladas de pacientes con otitis media en
fase aguda, meningitis y pneumonf{a como también de personas
con caries. La habilidad para degradar sIg A, Ig G e Ig M -

fué revelada en 50, 84 y 96 cepas respectivamente (46),

12



OBJZTIVOS

Los objetivos dz este trabajo son:

1) Estudiar la contribuclibdn de plésmides y bacteribfa-

gos 3 la virulencia de un grupo de cepas clinicas de Es-u--

domonas aeruginosa, aisludas de pacientes hu:zpitalizados; -

utilizando ~omo cepa receptora de los plésmidos y bacterib=
fages 3 una cepa de bseudoronas aeruginosa (PAO 1, ATCC —-a
15€92) =studiada genética y bioguimicemente.

2) Detactar la produccidn de proteasas que degraden =-
las inmunoglocbulinas Iga e IgG, en capas clinicas de Pseudo

monas agruginosa aisladas de paclentes hospitalizados,

13



MATZRIAL Y MITCLDOS

I) Crigen de las cepas.

Para alcanzar =s5tos cobjetivos se utilizaron 12 cepas -
lisbysnas (cepas PIZ; rseudomonas de Iztacala) construldas
2n nusstro laboratorio con bacteribéfagos obtenidos de 210 -

cepas clinicas de Pseudcmonas asrucinc=a, aisladas d= pa---

ciantes int=rnados =n los hos:it:l:s Civil y del IZ33TZ de

Morelia, Mich. (denadas por =1 M. =n I, larlos Crvint=s V.
de la Universidad Michoacana), junto con 5 cepas bactzria--
nas (cepas PUM; Pseudomonas de la Universidad de Mcrelia)--
conteniendo pl&smidos conjugativos de éstas (ver siguiente

esquama), Utilizando ccmo cepa ~ceptora de los bacteriéfa--
gos a la cepa PAC 1, ATCC 15692 =stucdiada genética y bioqui
micamante, y comc cepa ace tora de los plismidos a la Pu 21
(derivada de la cepa PAO 1; larlos Cervantes), Las cuales -

>stln incluidas =n nuestra ccleccidn de laboratorio.

14



21C cepas clinicas aisladas. . . . . _ . _ .
de pacientes hospitalizados.

Por conjugacién zon

Pu 21 se obtuvieron { Alslamiento
cepas exconjugantes i de fagos ;
PUM .
210 fagos :
5 cepas excunjugan- ! Obtencién de lisbce

tes PUM \\ i nas estables de PAC 1

Y 1

¥
\ 80 cepas lis%zenas
% estahl =5

Frueba de inmunidad

A

v
19 iisbgenas
\\ diferentes

X '
¥ |

1
Madiclones de:

aglutinacifn y
tiempo generaclional

Vo Selecci®n de cepas

! ¥ a probablemente mas

. » virulentas '
DL, en ratones CD 1 ~ .

Busqueda de grotea-
sas que degraden -
IgA e IgG

=
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IT) Scluciones y medios de cultivo.

1,- C.N. {caldo nutritivo 3g/1); A.N. (C.N. m&s 15g/1
de agar).
2.- C.ST. (caldo de soya tripticasa 30g9/1); A.5.T. —==
(Z.5.T. m&s 15g/1 de agar).
3.~ T.G.E.A. (peptona de casefna 5g/1; ext. de carne -
3g/1; dextrosa 1g/l; agar 15g/1; glucosa 20% 50 ml/1).
4,- S5.5. (solucibn salina NaCl 0.85%).
5.~ B.B.S. (buffer boratos 0,1 M pH 8,4 més S.5.),
6o~ P.B.5. (buffer fosfatos 0,15 M pH 7.5 440 ml més -
500 m1 de S.S5.).
7.- Formaldehldo 10C%,
8.~ Agarosa 1,7%,
9.~ Solucibn acuosa (glicerol 0,14 mis agarosa 0,5%).
10,- Solucibén azul de Coomasie (azul de Coomasie 0,25%;

45 ml de metanol; 10 ml de &cido acético; 45 ml de agua des

16



III) M&todo de aglutinacibn,

1) Obtencidn de antisueros de conejo, especificos con-

tra PAO 1 y Pu 21 raspectivamente,
a) Preparacibn del antigeno.

De un cultivo saturado de bacteria (crecida en C.N. a
37°C, 18-24 hrs. con agitacién) se tomé 0.1 ml para sembrar
en T.Gec.A., incubfndose a 37°C, 18-24 hrs., el cultivo s=
suspendid z=n 10 ml de S.3., poniéndolo a =zbullicibn en bafio
Marfa durante dos hrs. con el fin Ze matar a las bacterias.
Posteriormente se enfrfo a temperatura ambiente y se cantri
fugd a 7500 r.p.m. durante 10 min., el sedimento se resus—-

pendibé en S.5. hasta obtenar una concentracién de 108 bacte

rias/ ml (A590-0.33¢
b) Inmunizacibn.

Se inmunizd a conejos con el antfgeno, de acuerdo al -

siguiente esquema:

17



Inyeccibn Tiempo Dosis Vf{a admén. Observaciones

# 1 dia 0 0.5 ml iv todas las inocu

# 2 dia 7 1.0 ml iv laciones fueron

W 3 dia 14 2.0 ml iv en la vena mar-

# 4 dia 21 3.0 ml iv ginal de la ore
sangrado dia 30 ja.

Despuéds de obtener la sangre, se permitid la formacidn
del colgulo, se retrajo &stes y se centrifugd durante 5 min,
a 2 000 repem. ¥ se extrajo el su=ro, se inactivo el comple
mento calentandolo 1 hr. a 50°C an bafo Maria y se guardd a

-20°C hasta su uso.

2) Prueba de aglutinacidn,

in una serie de 15 tubos se colocaron 0.5 ml de dilu--
ciones dobles seriadas del antisuero '‘hechas con P.B.5. y -
comenzando con una dilucién de 1:10), a los que se adiciona

ron 0,5 ml de antigeno (1010

bacterias/ml). Se agitd e incu
bé a 37°C durante 18-24 hrs, Se incubaron 3 controles gue -

contenfan:



tubo 16.eesaseee0.5 ml de P.B.S.

tubo 17..44404+.0.5 ml de antigeno.

tubo 1B..eeese..0.5 ml sobrante de las diluciones.
transcurrido el tiazmpo de incubacién se centrifugaron los -
tubos a & 500 r.p.m. durante 5 min. Se agité suavemente pa-
ra obsaervar la aglutinacidn, £1 titulo de aglutinacibén se -

report® como el inverso de la mixima dilucidén en la que se

observd aglutinacidn.

IV) M&todo de aglutinacidén cruzada.

£l procedimiento de este método es muy semejante al an
terior, con la Qinica diferencia que en 2ste se inmunizaron
ratones sanos CD 1 intraperitonealmente, con antigeno (ce--

pas PAO 1 y PIZ 15, a una concentracion de 108

bacterias/--
ml) dos veces en un peribdo de 7 dias y =1 dia 14 se extra-
jo 1la sangre= por puncidén cardiaca, Después de obtener el --
suero e inactivado el complemento, como en =1 método ante--
rior se describe, se realizb la prueba de aglutinaciédn cru-

zada entre las dos cepas mencionadas.

19



V) Medicibén de tiempos generacionales.

Después de crecer la bactaria en C.N. durante 18-21 —-
hrs. a 37°C eon agitacibén, se inocularon 0.25 ml en 25 ml -
de C.N. incubando a 37°C. De este cultivo, cada 30 minutos,
se tomaron alicuotas de 2.5 ml, a las que s2 agregaron 0,2
ml de formaldehido 10% con el fin de detener =1 crecimien-
to bacteriano y posteriormente tomar lectura de su absorven
cia 2 590 nm. 3Se graficd abs., 590 vs tiempo, se ajuscd por
medio del método matemético de minimos cuadrados y de la --

pendierte se cbtuvieron los tiempos qeneracionales.
VI) Medicién de la dosis letal 50 para rat.nes CD 1,
a) Preparacibn del inbculo,

Se crecib la bactzria en C.N. a 37°C durante 1224 —=u
hrs., s2 espatuld 0.1 ml da este cultivo en medio ©'.G. .A.
incubandose 18-24 hrs, a 37°C, el crecimiento obtenido se -
coseché ean 1C ml de 3.5. y se centrifugd a 7500 r.p.m. 10 =-
min., el sedimento s2 resuscrendié en 5 ml do S.S. y el ¢ n=
centrado se diluys hasta obtener 10 ‘hacterias/ml, mantc——=
niendo la suspensién a 0°C., 3e confirmd 1la concentracidn de

bacteriss en la suspensin sor cuenta viable,



b) Preparacién e inoculacién de los ratones.

Se utilizarcn ratonas machos CD 1 con un peso de 25 a

35 g.
b.1/ Ratones sanos,

La susn=2nsicn bacteriana (101J pacterias ~>r ml) se di

=4 =l ;
luyd en 3.5. (1077 a 1077} de =s5t-s dilucicn.s se iny=ctd -
un volivmen de 0.1 ml intraperitonealmente a ratones sancs -

cb 1,
D.2) Ratones cuemados,

21 procedimiento usado 2n ¢l mbdelo del ratdn nuemado
ha sido descrito previamente por Stieritz y Holder (1975) -
(17); despu?s <e anestesiar 2l ratfn, s= le provocd una que
madura con 0.5 ml de etanol y 15 seg. de flama, sobre una -

. . i . 2
superficie previcmante rasurada, que abarcd 4 cm. en la par
te dorsal; inmadiatamente despu®s, en 2l sitio quemado, se
inyectd subcutan-amente la dilucidn corrasr-ondiesnte, estas

-6

diluci~nes fueron de 13’4 a 10 7, partiendo de 1010 bacte--

rias/ml e inyectando un volumen de 0,1 ml,



31 disefio de ostos experimentos fué tomando € grupos -
de ratones con 5 individuos cada uno y a cada grupo se les -
administré una dilucifn, utilizandc al 6° grupo comc tes-i-
go al que so inyect$ 0,1 ml de 3. . estéril, La duracibn de
caca casayo fud e 8 dfas durante 125 cuales se anotd 21 ni
mero de muertos por dosis. La TL., se calculd por el método

d= Peed y Muench (23),
VII) Froteblisis Lacteriarz de I A e I, G,
a) Preparacién 4z gel=s de agarosa,

Zn un portaobj2tos (p.o.) limpio, se colocd una jota -
de solucibn acuosa extendiendose perfactamente, una vez se=
co se agrng la agarosa, aproximadamente 2,21 ol por -.2. -
para cubrir la superficie, quedandc un grosor de 1.5 om; se
dejd gelificar por o menos 24 hrs, a 4°~ antes de usar, --
Los p.o., fucron almacenadcs en cajas hlimedas por no més de

8 dlas para evitar contaminacifn.
b) Inmunoelectroforestis (I.E.F.) an gelss de acarcsa,

“e preparb la clmara electroforética, y se colocaron =

los p.o. con agarosa, anteriormentzs perforados a 1o zncho -
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de 1a placa a una distancia de 8 mm y un diam=tro de 3 mm,

Los geles se con=ctaron al B.B.S. por medio de almohadillas
de algodén ractangulares, a una distancia de 0.5 a 1 cm zo0=-
bre =1 gel, enseguida se colocaron las mu:sstras =n cada po=
zo 10 ml (var ensayc de protedlisis bacteriana), del lado -
izquierdo la musstra testigo y del lado derecho la experi--

mental, utilizando 1 mA/p.o. durante 50-60 min.
c) Inmunodifusidébn para g=l=s I.:Z.F.

Una vez terminada la corrida de electroforésis, se pro
dujo un surco en al centro del gel longitudinalmente de 2 -
mm de ancho y a 3 mm de distancia de lcs pozos, y se coloca
ron 100 ml del antisuero especifico respectivo, se guardd -
el gel en una caja de Petri con papel himedo y se incubd a

37°C de 16-24 hrs.

d) Extraccidén de proteinas no precipitados por inmuno-

difusibén en geles de agarosa.

Posterior a la incubacién se comprimieron los geles so
bre un trozo de papel absorbente zoniéndoles encima un obje
to de aproximadamente 1 Kg. durante 15 min,, se lavarcn los

g=les =2n NaCl 0.1 M durante 24 hrs con agitacidn suave con-
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tinua, se comprimleron nuevamente y se lavaron con agua des
tilada durante 24 hrs en agitacién, comprimiéndolos y secén

dolos en el horno a 50-60°C.
e) Tincibén de geles de agarosa.

Secos los geles se tifileron durante 15 min., en la so-
lucién azul de Coomasie ya filtrada, posterlormaente se lava
ron con 500 ml de agua destilada y se elimind el exceso de
coloranta con &cido acético al 7% durante 10-15 min., secén

dolos en el horno a 50-50°C,
f) Ensayc de protedSlisis bacteriana.

Utilizando Ig A« Ig G a una concentracién de 2 a § -=-
mg/ml en el amortiguador de corrida usado para la I.Z.F., =
se colocaron 50 ul de la solucifn d= inmunoglobulina en un
tubo eppandorf y se agreg® una colcnia bacteriana alslada,
crecida durante 28-24 hrs en A.S5.T. a 37°C un cdfa antes, U=
tilizando como muestra control €0 ul ce inmunoglobulina, .a
la que se agragaron en vez de la colonia 10 ul de amortigua
dor usado en la I.E.F. 32 incubarcn las muestras 24 hrs a -
37°%¢ y se cantrifugd durante 5 min a 15 200 r,.p.m., toméndo

se 10 ul del sobrenadant= para colozarlos en los pozos del
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p.0. Con agarosa para iniciar la corrida electroforética.
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RESULTADGS

Debido a que el nfimero de bacterias a estudiar es ele-
vado y a la dificultad de aplicar 2 todas ellas la prueba =
de virulencia 2scogida en este trabajo (DLSO}, se aplizb 1la
pruebz de aglutinacidn y medicl®n de ti=mpos géneracicnalgs,
com> antsriormente se sefiale, con el fin de revelar posie--
bles candidatas a presantar un cambic en su virulencia, En
ia prucha de aglutinzcibdn hacha a las 19 cepas iisbgenas so
lo 4 de 21las mostraren diferencias =n 21 tii:lo, con res—-
pecto a la ccpa testigo, como se puede cbserar =n la tabla
1, en donde los titulos se expresan como el recfbroco da 1la
dilucibn mayor 2n 13 gqu= todavia se obsarvb aglutin cibn. =
31 aplicarl.s ssta misma prucba a las 5 cepas axconjugantes
construldas en Moralia Mich., sblo 2 de ellas preosentaron -
tf{tules de aglutinacibn diferentes a la cepa testige Pu 21,
como 532 mucstra 2n la tabla 2, La medicidn de tiempos jene-
raclonales fu®% realizala tambi®n a las c@pas conulrulidss, =
en ezia prueba s2 encentcd gue 10 copas 1iségancs prasentan
una diferencia, =n cuanto al ti-mpo generacional que presen
t8 ia c=pz PA0 1, en porcentaje de por lo manos 10% (var ta
bia 3). In 13 tahla 4 32 olscrvan solo los valores le tiem=
po generacional 4= les 2 copas exconjugant: s que Labidn -
mostraron una difer:ncia de por 1lc menos 10% con refar=ncia

a la cepa Pu 21,
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Despuls de haber realizado estas prusbas prelimina:es,
decidimos seleccionar a las cepas con las que podriamos con
tinuar nusstra invastigacién. Una de las pruebas que r=all-
zamos fué la prueba de aglutinacién cruzzda con antisuczros
obtanides en ratonass CD 1, Los resultades dz =sta prueba ce
muestran en la tabla 5, en donde se ve gue los dos antisus=
ros utilizades presentan un tfitule de aglutinacién mls alto

para la copa 1isSgera,

Al medlr la virulencia de las primeras copas seleccio-
nadas, por medio de la prueba de SLSO inoculando ‘ntrapecl.-
tonealmante ratones sanos CD 1, no se detectaron diferaene——
cias =ntre los valoras pronedio de OLeg ‘ver fig. 1), Fion-
tras que al utilizar el médelo el ratbdn quemado, con otras
cepas lisbgenas (PIZ 2 y PIZ 1%), se manifest:rcn dlifercne=
clas entre los valores promedio d» DLSO' entra 2stas capas

Y la cepa testigo (ver fig, 2),

Para zboedar 21 segundo objetivo, ze r~aliz® la srueba
¢2 degradacibén de inmunoglobulinas, antes A-scrita, e las
€ capas clinicas de 2. amrugincsa probadas, <l 50% no d=gra
dé ninguna de las innuncglobuliras (Ig A, 3-I7 A = Ig G)
el 37% degradd s-Ig A (secretorla), el 25% de 2llas degradb

Ig A (sangra) y la Ig G no fud degr:dads pcr ningura, Al -
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probar las cepas construidas FPIZ 2 y PIZ 15 se observd la -
dagradacibén de s-Ig A al igual gue en PAO 1, esta §ltima -~
tambisn dagradd Ig A, en las deos cepas 1lisbgenas no ce pro-

bé {var =akrla & y fotn 13.
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Tabla 1

Dateccibdn de cambios superficiales inducidos por bag

tariffagos, por medio de 1a prusba de aglutinacién.

Lisbgenas * ' T{tulo
PAD 1 1:2C 480
PIZ 5 15T €00
PIZ & 1:5 12C
EIZ 7 1:81 920
PIZ 15 1:81 920

De las 19 zepas 1isbg=nas construicas, solo las
gue se muestran en esta tabla gresentarcn camblios en
cuanto al titulo de aglutinacién, con rospectoc al --

testigo (AT 1),

" Los titulos de aglutinaci®n s. expresan ccro el

rzclipreco de la dilucidn mayor 2n la gue todavia se

A

Q

Ao
b

(L)

=V

aglutinacibn, utilizando anti-PAD 1 (obtani

de =2n conaiol,

4
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Tabla 2

Detercién d2 cambios superflcisles inducides por ;lés

midos, por medic de 1la pruchba de aglutinaciia,

Ixcunjuygant:s TSkl
P 21 1:10 240
FUM 100 1:2 550
PUM 11C 1:71 2920

De las 5 cepas =xconjugantes construidas, solo -
las gque se muestran =n ~osta tebla presentarcn camblos
an cuanto 21 titulo de agqlutinacibn, con respecto al

tastijo (%u 21),

Los titulos oo aglutineclén se axprzsan como el
reoei-roce de la dilucidn maycr :n 12 que todavia s= -
observd aglutinzaclibdn, vtilizando anii-Fu 21 {(cbtenido

an conelo),
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Madicin de tiemgos generacicaales.

LisHjenas T. gene-acionales %

FAC 1 100

iz 4 150,72
FEZ T -

i 115
rIza 9 111.25
FIZ 12 77.34
£IZ 13 125,562
FIZ 1S 125.45
PIZ 16 112.18
PIZ 17 59.06
FIZ 19 T1.87

Las capas fueron crecidas 20 C.N. y los tlempos
geniraclenaless se calcularon a partir da la pendian-
te de la ;ré&flca Acap VSe Eo COM0 se describe an ma-

-

terial y wndtodo,
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Tabla 4

Mediclbébn de tilempos generacionales,

Exconjuqantes T. generacionales %
Fg 23 190
TuM 109 % o s
PUM 110 112,15

Las c2pas fueron crecidas ean Z.N. y lcs tiempes
generacional=s se calculsron a partir de la pz=ndian-

te de la graflca Azgn VS. k. como se dascribe en ma-

terial y método,
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Tabla 5

T{tulos de aglutinacién cruzada, con antisueros ob-

tenidos en raton=s sanos TD 1.

- bty Sl i e m——— L =

e o dRElsUeros vs.

. _gepa . TAD 1 PIZ 45
PAO 1 1:32 1 1:128

.‘r__ 3 b - i e =

1:2048 |

Los titulos de ajylutinacién se expresan coro -
el rrelproco d= la dilucién mayor =n la que tccavia

se observé aglutinacibn,
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Figura 1

/alores de la OL., para ratones sanos CD 1 inocula=

dos intraperitonealmentse,

10° .
|
|
o g *
S in T valer- oL
.JO . . Vadleo :—n
e _ _ para un 2%p.
. ® X de 135 =
16 7 “Ms50
]

Los valores da la DLSO fueron calculados por =1

mé&todo de Raed y Muench (23),
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Figura 2

Valores de la DLgy en ratones CD 1, utilizando el =

m8delo d-1 ratfnr gquemado.

107 i
& —
10 valo:= -3L., = -
para un exp.
| J B % de _as .
DL, 10° | : - Phgs

|

|

i s ’

| .
N—— .

PAC 1 PIZ 2 PIZ 15 Cepa

Los valoras 12 las DLSO fueron calculedos por -~

el mftodo de Read y Muench (232,
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Tabla &

trieba de degradecibén d= Inmunoylo“ulinas,

1z

—

*Degradb a las 42 hrs,

més (24 hrs.).

I —

S

36

secratoria’

Capa Ig Ig 5 sIq A
Clinica sangra sancre
FHC i
- +
1640, 582
|
|
4 c2pas - s
PHC 1051 - w
S _ _ o
L I - -
PIC
8502 |
testigo = &
PAC 1
l1lségenas! no g . 4
£IZ 2, 15 probadas
. : | !
Tt RS | | A
Deqradacifn de I3 A sérica, sIg A (
I3 G de humano normal por prot:asa (s) de ce

serugiiosa. Donda + signifizs degradacibn,

"
r

a diferenciz de las

as d»

Je--
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DIZCUSION

Sa ha demostrado jue en Pseudchonas aeruginosa la con=
versifn lisbgenica a nivel del antfgeno "™O" es =fectuada --
por varfos bacteribfasgos (Castillc, 1974 (2); Dimitracopou-
los, 197¢ (8); Liu, 1969 (24)), Holloway y Coopar (78) das-
cribieron la zonversidn de la cepa PAO 1 de F, 3erugin sa -
por »1 bacteribfago D3; demostrando mediante un anflizis in
aunol8 jico o1 cambic 4~ un solo determinante ntiginico ---
{pucsto de manifi=sto, =ntr~ otr-as cosas, por un aum=nio en
la aglutiracién con antlsuero obtenido contra la cspa no 1i
sbgena) raspcnsable de que la liségena sea fagocitada menos

que la no lisbégena por macrbéfagos de ratén "in vitro".

En este trabajo reportamos que el 21% (4/19) de las ce
pas liségenas que estudiamos presentd un titulo de aglutina
cién diferente (nayor o menor) que el de la cepa PAC 1 con
antisuaro dirigido contra &sta Gltima (Tabla 1), Esto nos =
suglere que =stas 4 cepas han sufrido un cambis en el antf-

geno "O" ya que 1 antisuaro sa obtuvo inoculando conejos -

-3

3

con la c=pa PAC u=srte por calsntamiento, procedlimismnto -
gue =limina =1 flag=loc vy las fimbrias (Woods, 153C {47)), -
“n =21 caso 4= la cepa PIZ 1%, al cambic superflicial debe ==

s~r sutil ya gue no se altera su fagotipo al utiiizar los -

19 fagos 3=l CFHC (Pikt, 1920 (36)), es dacir, no sierde ni
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ganz recaptor=s para =stos fagos {C, Cervantes, comunica——-—
cién personal), resultade consistents con el obtenido por -
Holloway v Coop-r gfara la cepa PAO 1 1isbymna para =1 fago

D3 (12}, la cual no mostrd camdics 2n su sensilbilicdad a 13

-

fagos nc reclaczionados antre si, Para con®irmar =1 zambie =y
c2riiciel =n la cepa FIZ 15 obtubimos antisuzros =n ratones
contra ella y contra la cepa FAC 1, La tabla 5 muzstire gue,
factivanant=, 13 2zpa JIU 17 -ose un canbio supasficial -

qus podris consistic e una =ayor 2.posicidn o un aayor nd-
maro de determinantes antig@nicos preexistent:s, As! mismo
detectamos, por aglutinaci®n, zamblos suporficiales =n dlos
capas 2xconjugantes (de 5 rrchadas; Tabla 2} por 1o que ---
cresmos que ~n las <=z -3 clinicas sst2 fendmeno deb2 ser =-
miy comlin ya jue cerca del 100% d= las cepas aisladas d= pa
cient:s poseen zl8srides y bacteribéfagos (2C),

Ton =21 propSsltc é= determinar si los bacieriffagos --
aumantan la virulencia de P. asrugincsa docidimos medir la
DLEO de dos 1lisbgenaz y d2 la cepa con"rol PAC 1, Parz ollo,
incculamss in“rzperitoneslmante & ratonss sancs con 13s ce=
pas FIZ 1, PIZ 3 y PAC 1 sin detectar ninguna diferencia en

los valoras de Dlgg de estas crpas (Fig. 1),
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‘n =ste punto, dsciiimcs enplear el mbdelo del -atdn -
quemado pu=sto que &ste se aproxima a la situacibén normal -
de infa:czibn 4z pacientes que han suirido quemaduras, leos -
cualzs son colcnfzados princlpalments por E. aserucinosa ---
(38, 39). Como pusda verse an la fig. 2, 21 méd=lo del ra--
tA5n quemado es m8s aproplado para estimar la virulencia d=
B. aeruaincsa, sa qu~ la cepa inC 1 mostrd una SL., un loja
ritmo inf-rior 2 la rustrada -n ratonss sanaos (vor Fig. 1),
T oeska lalo, 14 g=zpa FIZ 15 y FIZ 2 imstraroen na vir e
l=ncla mayor que la de la cepa 2A0 1 (Fig. 2), aungque los -
intervalos de varilacifn de 1los valores da PLgy son ampllios,
quiz& dablds a3 qua 2l peso do los ratones utilizados varib
le 25 a 35 g. (dapendiende <21 iste de animalas gu= nos do-
naban en la facultad de madicina de la UNAM}, A pessar de &g
tas fluctuacicnes en las ULSO de las dos 1lis585=naz, ~-reamcs
que ambas son mls virulantas qu~ la cepa PAC 1, 21 bien sor
distintas rz2zones: la capa PIZ 15 muscstrs un incramento an
la adhesiln a c#lulas -»piteliales humanas as! coro una dis-
minueion 2n l@ fagocitosis por macréfagos de ratdn "in vie-

tro

-

(1%); 1a cepa FIZ 2 produce =1 dcbla do protsasas tota
les qu~ la c2pa PAC 1 (44) y tanto adnecibn, rosistencia a
macrffagos ; aumento en la pro.uccién e prot2asas con face

tores de virulencia bacteriana (17, 18, 47).
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Para det rrinar si la virul=ncia aumenlada d2 las do=
1is5zenas s= detla a una mayor velocidad de cr-cimiznto, mg
dimyz =1 ti=m; > %2 ge=ner:c’Sn 2a T. Hej la cepa FIZ 1T ni0S-
trd un tismpo A2 _aneracibn nayor u~ la cepa PAC 1 ({Tabln

3}' 21 tanto gus »1 <> la PIZ 2 n- varifi, Asi Hu!

to d4e la virulen:ia d= PIZ 2 y FIZ 15 probablaronte no s -

deba a un2 mayor valccida? de crocimienteo; si bi»n no pode-

. o ¢ - i X i
s drscartar que "in vivoe" eor8scan mas rapidanente guee FAC
1, 12 BIZ 2 devido 3 g, mayer graduscifn 1w poebazsas gi® -

12 permitirfan una mejor obtencifa de nutrient2s y la PIZ -
15 dabido a su rasistancia a los macrffagos, lo que harls -

qu= fuer. aliminada menss eoficientemente por =1 ratbn,

Por otro lado, da las 5 exconjugantes probadas, detec=
t=mos cambins supearficlales 2n dos (Tabla 2} y tiampo de ge
neracifn Adlferantas (Tabla 4), Debido a la carencia de rato
nes an nlmero suficiente, no pudimos medlr la DLg de las -

cepas FUM,

La produccién de nroteasas contra inmunoglobulinas ha
sido considerada un factor de virulencia =n los microorga--
nismos que se encusntra, va que disminuye la respuesta 10--
cal y facilita la colonizacibdn, Tal ~s =1 caso de algunas -

bactarias que presantan la actividad de la prot=asa contra
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la Ig A que correlaciona con la virulencia especifica de ce

pa (29),

En nuestro estudio la habilidad para degradar slg A ==
fué mis evidente en cepas alsladas de vagina y faringe, lo
que podr{a significar una ventaja biolbgica al colonizar su
perficies mucosas. Sin embargo, esta caracteristica no se =
mostrd en cepas aisladas de urocultivo y esputo, pudiendo -
ser mencs virulentas, aunque esto es discutible por ser ce=-
pas aisladas de pacientes infectados, ademis de que P. aeru
ginosa presenta una serie de factores que intervienen =n su

virulencia y &sta no depende de un solo factor.

Sn el caso de las lisdgenas probadas (PIZ Z y FIZ 15)
al igual que la ce=pa FAC 1 dacradaron slIg A, 1o qu=s sugis=r=~
que =1 gen qua codiflca para asta =nzima proteolftiza se 1o

caliza ~n el cromosoma bacterlano.

Jado gu= la cepa FIZ 2 produce =1 dobla de proteasis -
totales qu= la cepa °AC 1 (44, y pucsto qus degradé slc A,
cresmos guz serfa interesants determinar si hay una difarsn
cia cuantitativa entre ambas’ crpas en la Zegradaci®n = zlg

AI
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De acuerdo con las conclusiones a las que se 1llegd en
este trabajo, serf{a interesante revizar algunos aspectos --
que podrian surgir como nuevas lineas de trabajo. Algunas -
de ellas serfan: medir la DL50 de las cepas PIZ 2 y PIZ 15,
utilizando el modelo del ratdn quemado, con ratones machos
CD 1 con un peso de 25 g.; estudiar que tan abundantes son
los fagos FIZ 2 y FIZ 15 (fagos de Iztacala; aislados de ce
pas clinicas de P. aeruginosa) en una poblacién de cepas ==
clinicas; purificar el lipopolisacarido de la cepa PIZ 15,
para medir su virulencia (DLSOJ y estudiar su composicibn -
por medio de anflisis quimicos; probar la quimiotaxis de la
cepa PIZ 15; ver si existe correlacibn entre aumento de a—
glutinacién, aumento de virulencia y adhesibn para las o---
tras cepas que mostraron cambios; probar la cepa PIZ 2 en -
el modelo de filcera corneal (21), debido a que es un modelo

muy sencible a proteasas.,
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