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I. INTRODUCCION

Generalidades del Gé&nero Pseudomonas

La Pseudomonas aeruginosa es una bacteria gram negativa

pat6gena oportunista que pertenece al género Pseudomonas
que fué& propuesto en 1966 por Stanier (1), Palleroni (1),
y Doudroff (1) en base a las siguientes caracteristicas:
microorganismos aerobios estrictos, unicelulares, con un
tamano de 0.5-1 micras x 1.5-4 micras, mbviles debido a
la presencia de uno o mis flagelos polares, su energia -
la obtienen por respiracibn, no productoras de endosporas,
con un porcentaje de G-C en su ADN de 58-69 moles por cien
to.

Pseudomonas aeruginosa en la naturaleza

La P. aeruginosa se encuentra con bastante abundancia en

sistemas acu&ticos (Dulceacuicolas y marinos), asi como -
en la superficie de las plantas.

.

Observaciones a través de microscopios 6pticos y electrb-

nicos han revelado que este microorganismo crece en forma

de microcolonias cubiertas por moco de naturaleza polisa-
cdrida, el cual estd cofidicado en su genoma y hace posi-
ble que la bacteria se adhiera a las superficies del sue-
lo, plantas, epité&lios superficiales de 6rganos animales,
o bien se mantenga en la superficie de aguas dulces o ma-
rinas. Se ha sugerido que este moco protege a la bacteria
contra el ataque de bacteribfagos y amibas que abundan en

los medios que habita (2).

Se han encontrado P. aeruginosa en el suelo, siempre y

cuando €ste tenga altos niveles de humedad (90%), sin em-
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bargo no estd claro si este organismo se mantiene ahfi por
si mismo, & bien es reintroducida por agua o plantas con-

taminadas. La presencia de P. aeruginosa en agquas dulces

y marinas, se ha asociado a la introduccifn de materia fe-
cal humana o animal, aunque se ha encontrado este microor-
ganismo en aguas de zonas c&lidas no contaminadas con heces

pero ricas en materia org&nica (3).

Favero et al (4) demostraron que P. aeruginosa crece en =~

agua destilada. A partir de un inbculo de 100 bacterias
en agua destilada (pH = 7.2) se obtuvieron 10 millones de
bacterias después de 48 horas, manteniendose la poblacién
entre 1 y 10 millones por 42 dias. El autor sugiere que
el microorganismo usa un nutriente gaseoso que se disuel-
ve en el agua, sin embargo, la bacteria muere én agua ul-

tradestilada después de varios diasv(B).

Pseudomonas aeruginosa como patdgena

Actualmente P. aeruginosa se ha convertido en un agente -

importante en las infecciones de pacientes hospitalizados
que tienen su sistema inmunolégico .debilitado, entre las
causas que han contribuido al aumento de infecciones por
ésta, tenemos; su habilidad de adaptarse a diferentes me-
dios ambientes debido a que pueden utilizar como fuentes
de carbono a una gran variedad de compuestos orgé&nicos,

su capacidad de resistir altas concentraciones de muchos

antibibdticos.

Se han disefiado una serie de metodologfias para aislar o =

identificar a P. aeruginosa. El medio selectivo para -

aislar el organismo es el agar cetrimida (5). Como méto

do de identificacién r&pida se suele, usar la' fluorescencia
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a la luz U.V. de las quemaduras infectadas’ debido a la pro
duccibn del pigmento fluoresceina (5). Para la identifica
©ibn se utilizan algunas pruebas bioguimicas caracterfisti-
cas de la especie (5). La distincibn de las diferentes ce
pas se consigue combinando dos de los tres procedimientos
de tipificacibn: Piocinotipia y Fagotipia o Piocinotipia y
Serotipia (5).

En los filtimos anos, los estudios b&sicos en P. aeruginosa

han revelado que las enzimas extracelulares esté&n relacio-
madas con la virulencia de esta bacteria. Entre las sustan
cias que tienen un papel importante en la virulencia de P.

aeruginosa tenemos: la proteasa, la elastasa, la exotoxina,

1a leucosidina, el moco, la fosfolipasa C, cuyos efectos se
describen en la Tabla No. 1. Ademéds de excretar estas sus-
tancias, este microorganismo produce la endotoxina comGn a

todas las bacterias gram negativas.

La frecuencia de infecciones por P. aeruginosa en hospita-

les es de aproximadamente 10-20% (6), presentandose princi-
palmente en pacientes con quemaduras (7), leucemia (5), fi-
brosis gquistica (8) y pacientes que son tratados con drogas

Inmunosupresoras (9).

‘Dentro de las rutas de transmisidn reportadas, tenemos ali-
mentos consumidos en los hospitales [del 8-15% de las mues-
tras de alimentos de 8 hospitales ingleses, estaban contami

mados con P. aeruginosa (3)], los antisépticos tépicos (5) ,

las soluciones oftdlmicas (5), manos de personal del hospi-
tal (5), soluciones fenblicas dilufidas (5), equipo (sondas,
aparatos de succibn, esponjas, etc.) (5).

/Se ha encontrado una alta cantidad de plésmidos que confie-

ren resistencia a una gran variedad de antibibticos de cepas
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clinicas de P. aeruginosa (10,11,12) que dificulta el tra-

tamiento de las infecciones provocadas por esta bacteria.

Bisicamente, se han detectado 3 formas de accién de los an

tibibticos sobre las bacterias:

a)

b)

c)

Interaccién del antibibdtico con la enzima o proteina

blanco, alterando una via metabdlica bacteriana.

Interaccidn del antibibtico con los &cidos nucléicos

evitando la replicacidén de éstos.

Interaccidn con los componentes de la membrana afec-
tando el correcto funcionamiento de é&sta o su integri
dad.

* Las bacterias se protegen contra los antibifticos b&sicamen-

te por 4 mecanismos:

a)

b)

c)

d)

Modificacidén del blanco, el cual se hace insensible al

inhibidor.

Provisidén de un sistema alternativo que reemplace o su

plemente a la molécula inhibida.
Exclusién del inhibidor de su blanco.

Destruccién del antibiftico por hidrdlisis, o inactiva
cién de &ste. Posiblemente estos sean los mecanismos

mis usados por las bacterias para protegerse de los an
tibibéticos. Ambos mecanismos de resistencia est&n bien

descritos en P. aeruginosa, en donde se han encontrado

por un lado, un buen nfimero de enzimas beta lactamasas

y por otro, enzimas que modifican el antibibtico por -



5.

acetilacibn, fosforilacibn o adenilacién; generalmen-
te, ambos tipos de enzimas son producidas por pl&smi-
dos (13).

Aparte de la alta incidencia de plé&smidos, la frecuen-
cia de lisbgenas entre las cepas clinicas de P. aerugi-
nosa es cercana al 100% (11), gque contrasta con otras -

bacterias como Escherichia coli donde la frecuencia es-

de aproximadamente el 10% (11). La polilisogenia (m&s

de un profago por bacteria), parece ser comin en P. ae-
ruginosa (11), al extremo de haberse detectado una cepa
que aloja aproximadamente 8-10 profagos diferentes (11). -
Las otras especies del género Pseudomonas no muestran -

la alta frecuencia de 1lisogenia reportada para P. aeru-
ginosa (11). Se desconoce que factores determinan la al
ta frecuencia de lisogenia en esta bacteria, sin embargo,
se ha detectado que algunas cepas lisbgenas, aparte de la
habilidad que tienen para producir fagos y la inmunidad a
la superinfeccibn por fagos homdlogos, presentan una serie
de modificaciones conocidag como conversibdn lisogénica (11)
en la cual la bacteria lisbgena adgquiere una nueva serie -
de caracteristicas fenotipicas que son codificadas por el
genoma del fagoﬁ Como ejemplo de este tipo de cambios, -

tenemos a los producidos en la bacteria Corynebacterium -

diphteria, cuando es lis6genizada por el fago beta, el -
cual le confiere la capacidad de producir la toxina difté

rica, cuyo gene se localiza en el cromosoma viral (14).

En caso de P. aeruginosa la cepa lisbgena para el fago -

D3, sufre un cambio en el antfigeno de superficie gque evi
ta que fagos del mismo tipo puedan infectarla (11). Liu
(11) ha mostrado que cepas lisbgenas sufren una serie de
alteraciones inducidas por profago, tales como cambios -

en los componentes de superficie, en la sintesis que aeru
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ginosinas y proteasas. Se han detectadd fagos que posi
blemente estén relacionados con la sintesis de moco (po
lisac8rido) en esta bacteria (11). Existen buenas evi-
dencias para pensar que al menos un fago de esta bacte-
ria tiene en su genoma la informacién para sintetizar -
de novo el moco y no que active o desreprima el gene =

bacteriano que codifica para esta sustancia (11).

A partir del esputo de pacientes con infecciones bron-
quiopulmonares provocadas por P. aeruginosa se han ais
lado bacteridéfagos (15).

Posiblemente éstos jueguen un papel importante en la -
virulencia de esta bacteria, lo cual podrd ser aclara-

do en nuevas investigaciones.

La transduccibn generalizada (ver mé&s adelante) parece

ser comfin en P. aeruginosa reportindose un buen nfime-

ro de fagos transductores, de los cuales 5 se han estu
diado en forma mé&s extensa (1l1l). Como transductores -
generalizados son capaces de transferencia in vitro los
determinantes de resistencia a antibifticos de una cepa
a otra; posiblemente esta transferencia se pueda reali-
zar también in vivo, por lo que los fagos contribuirian
a diseminar la resistencia a antibibéticos en cepas cli-
nicas, lo cual contribuiria a que este microorganismo
emergiera por seleccibn en los hospitales, donde se usan

antibibticos.



SUSTANCIAS EXTRACELULARES DE P. aeruginosa

RELACIONADAS CON SU VIRULENCIA

SUSTANCIA

Exotoxina A

Proteasa y Elastasa

Moco

Leucocidina

Fosfolipasa C

EFECTO

ADP-Ribosilacién de EF-2 letal
para ratdn. -

Hemorragias de 6rganos internos,
Destruccidén de tejido corneal (E)
destruccibn 7/9 complemento. Inhi-
be movimiento de Polimorfonuclea-
res y fagocitosis (E) inactivacibn
de inhibidor Alfa-1.

Inhibicién de Fagocitosis (Leuco.)

Efecto similar a infeccibn en ratbn
Destruccibn de Leucocitos

Hidr6lisis de Fosfolipidos (Hem61i).
Probable efecto citopdtico en pulmdn.

Tomado de: Homa, J. Yuzuru,(1978), Progress in the study on

P. aeruginosa with emphasis on its Pathogenicity.

Asian Med. J. 21:8.



4, Genética de Pseudomonas aeruginosa

El estudio genético de P. aeruaginosa, ha sido abordado con

una serie de técnicas genéticas utilizadas en otras bacte-

rias:

a) La conjugacibn,que es el paso del ADN de una bacteria do
nadora (portadora de un pldsmido conjugativo) a una recep
tora a través de un puente citopl&smico (16), ha sido de
gran utilidad para conocer el genoma de esta bacteria, sin
embargo en el caso de la cepa PAO (una de las cepas de P.

aerugincsa genética y bioquimicamente m&s estudiado) no se

ha podido demostrar la circularidad de su genoma debido a
que existen una serie de problemas para mapear marcadores
més alld del minuto 40, lo cual se debe a que los plédsmi-
dos disponibles para este tipo de estudios (FP2, FP110,

R68, R91-5) presentan, en generél, un solo sitio de inser
cibn en el cromosoma bacteriano, por lo cual dificilmente
se consigue la transferencia de marcadores alejados de es

te sitio de insercidn (17).

b) La transformacidn que consiste en el paso de ADN desnudo
de una bacteria a otra llamada competente (16), no ha si

do Gtil para mapear el cromosoma de P. aeruginosa, debido

a que a pesar de que se ha podido transformar con ADN de
plasmidos no se ha podido hacer con marcadores cromosémi-
cos (17).

c) La transduccidén que consiste en el paso del ADN de una -
bacteria a otra mediado por un bacteri6fago (16), ha si-
do de gran utilidad para establecer el 6rden de marcado-

res cercanos o ligados en el cromosoma de P. aeruginosa.
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' Se han detectado dos tipos de bacteriffages en referencia

a su ciclo de vida; el litico y el lisogénico (Fig. 1)

En el ciclo de vida 1litico, existen 3 pasos secuenciales:

a)

b)

c)

Adsorcibén. El1 fago se fija a la bacteria reconociendo
receptores especificos en la superficie bacteriana e
inyecta su ADN, este paso dura aproximadamente un minu
to.

Periodo de latencia o fase vegetativa. Poco después de
la inyeccibén, la sintesis de &cidos nuclé&icos y protei-
nas del huésped cesa, se inicia la expresidn de los ge-
nes tempranos del fago que codifican para proteinas in-
volucradas principalmente, en la sintesis de los dcidos
nucléicos virales, dichas proteinas se detectan un minu
to después de la infeccibn y se acurmulan hasta 10-15 mi
nutos después de ésta. A los 6 minutos se inicia la sin
tesis de los &cidos nucléicos del fago que es concurren-
te con la transcripcibén de los genes tardios de éste, in
volucrados principalmente en la produccidn de proteinas

estructurales del fago. A los 10 minutos el ADN fé&gico

empieza a ser empaquetado en las c8psides que estan fija

das a la membrana citoplésmica, las vainas y fibras de

la cola se forman por procesos separados y se unen a las
cabezas generandose particulas infecciosas aproximadamen
te a los 12 minutos y terminando la fase de eclipse. Con
tinGan formé&ndose particulas infecciosas hasta aproxima-

damente los 24 nminutos.

Lisis. Aproximadamente a los 24 minutos se lisa la cé-
lula por la accidén de enzimas liticas codificadas por ge
nes virales tardios, liberandose aproximadamente 100 nue

vas particulas infecciosas (18).
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En el ciclo de vida de un fago lisogénico o temperado,
éste infecta a la bacteria de una manera similar al fa
go litico, sin embargo una vez inyectado el ADN, éste
puede permanecer circularizado en el citoplasma bacte-
riano a manera de pl&smido, como el fago Pl de E. coli,
o bien se integra el cromosoma bacteriano como el fago
lambda también de E. coli, en ambos casos se reprime la
expresibn de los genes estructurales y de lisis por -
aécién de un represor cocdificado por el genoma viral.
Un estimulo externo, por ejemplo, la irradiacidn con la
luz UV de un cultivo de lisb6genas puede provocar que el
profago entre el ciclo litico debido a la inactivacidn
del represor y termine lisando a la bacteria producién-

dose nuevas particulas infecciosas (19).

Algunos fagos temperados son capaces de transducir ADN
bacteriano. Se han detectado dos tipos de transduccidn;
la generalizada, en la cudl el fago tiene la capacidad -
de transducir con la misma probabilidad cualguier marca-
dor del cromosoma bacteriano; y la especializada, en don-
de el fago transduce solamente marcadores adyacentes al
sitio de integracién en el cromosoma bacteriano, Se han
encontrado un buen nfimero de fagos'transductores genera-
lizados en diferentes especies bacterianas, por ejemplo,
el Pl de E. coli, P22 de Salmonella typhimurium el F116L

y G101 en P. aeruginosa, etc. Estos empaquetan fragmen-

tos del cromosoma bacteriano en las nuevas cépsides, al

fin de su fase vegetativa (16).

Los fagos transductores generalizados, carecen de su ge-
noma y en su lugar, llevan un fragmento del cromosoma =
bacteriano, estos fagos no dotan a la cé&lula lisbgena de
la inmunidad contra fagos hom6logos, ni presentan multi-

plicacibn vegetativa (19).
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El porgue no todos los fagos temperados sén transductores
generalizados, posiblemente se debe a que &stos filtimos -
son menos selectivos que los primeros para escoger el ADN
a encapsidar, o bien el corte de fragmentos adecuados del
cromosoma bacteriano se da en el momento del empaquetamien
to del ADN viral en las cdpsides. La frecuencia de trans-

duccién generalizada esta comprendida entre 10~6 - 10-7

La forma de mapear marcadores cercanos con esta técnica -

es mediante el c8lculo de las frecuencias de cotransduccidn
(cuando un fago transduce dos marcadores a la vez) por lo

tanto, mientras m&s cercanos estén dos marcadores mayor se
ra la frecuencia de contransduccidn, conociéndose ésta y la
longitud media del ADN transductor, es posible saber la dis
tancia relativa entre dos marcadores, mediante la siguiente

ecuacibn:

d=\f1—x . &

En donde:

o
It

distancia entre dos marcadores
L = Longitud media del ADN transductor

X = Frecuencia de contrasduccibn

Con esta técnica y la conjugacidén se han hecho mapas muy

precisos de diferentes genomas bacterianos (16).

Para mapear el genoma de P. aeruginosa por transduccibn

se han usado los fagos transductores generalizados F116L
{20) y G101 (21) cuyos ADNs tienen 41 y 38 megadaltons

de peso molecular, respectivamente y que transducen marca
dores a una frecuencia de 1 x 10~7 - 5 x 10-7/u.f.p. (uni

dades formadoras de placa) (11). No se han encontrado -
fagos transductores especializados en esta bacteria (17).
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FIGURA 1
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INDUCCION
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5. Transposicibn

Todo lo referido a la transposicién fué& tomado de Lewin
(22).

Se han descubierto secuencias tanto en procariotes como
eucariotes que tienen la capacidad de moverse de un si-
tio del genoma a otro, el nombre que reciben es el de --
elementos transponibles o transposones (Tn). La trans-
posicibén bacteriana involucra duplicacién del elemento,
una copia permanece en el sitio donador original mientras
que la otra copia en el sitio blanco. La naturaleza ba-
sica de la transposicién (Fig. 2) es igual para todos los

transposones y generalmente involucra dos pasos.

a) Replicacibn del transposon sin la replicacidn de las

secuencias cromosfmicas adyacentes.

b) Cortes en la secuencia blanco que genera el sitio de

insercién del transposon.

Un factor en la transposicidn es gue no necesariamente
debe existir homologfa entre las secuencias de los sitios

donador y blanco.

La transposicién puede provocar deleciones, inversiones,
translocaciones, ya que forma sitios de recombinacibén re
ciproca entre diferentes secuencias de ADN, un ejemplo -
concreto es la integracibén del pl&smido F de E. coli en-
su cromosoma, por un proceso de recombinacién mediada por
un transposon en el ADN del pl&smido y un transposon homd

logo en el ADN bacteriano.
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La mayorfia de los transposones tienen mlltiples sitios de
insercibn, auncue hay algunos que tienen preferencia por
ciertas secuencias. La frecuencia de transposicidbn esti
comprendida entre 103 - 10-7, la reversibn es infrecuen-
te (frecuencia de 10-6 - 10-10),

En general los transposones tienen cierto nGmero de patro

nes en com(n como:

a) Cada elemento es una unidad autbénoma que codifica las
proteinas necesarias para la transposicidn, algunos so
lo tienen los genes necesarios para ésta, otros llevan

genes adicionales.

b) Generalmente provocan efectos polares, es decir, dismi
nuyen la expresidn de genes distales al sitio de inser

cibn.

c) Cada elemento posee repeticiones terminales invertidas

cortas muy parecidas y en ocasiones idénticas.

d) El sitio de integracidén del transposon presenta repeti-
ciones directas muy cortas en ambos lados, las cuales
varian de transposon a transposon, pero generalmente son

constantes en la longitud.

Los transposones m&s sencillos son las secuencias IS (se-
cuencias de insercibn) que se han encontrado en pldasmidos
Yy cromosomas bacterianos y eucaribticos, los genes que la
forman solo tiene la funcién de la transposicibén. Algunos
transposones acarrean genes que confieren resistencia a me
tales pesados y antibibticos aparte de los genes involucra
dos en la transposicibn. Los brazos de é&stos estan forma-
dos por secuencias parecidas o iguales a las IS llamadas =

mbdulos IS, que pueden ser idénticas o cercanamente rela-
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cionadas dependiendo del transposon.

El transposon Tnl consta de aproximadamente 5,000 pares de
bases de longitud, aparte de poseer genes involucrados en
la transposicidn, tiene otros que confieren resistencia a
la ampicilina en el genoma portador. Tiene mGltiples si-
tios de insercidn en el genoma bacteriano, inicialmente se
detectd en el plasmido RP4. Este pladsmido se detectd ori-

ginalmente en P. aeruginosa, aparte de conferir resistencia

a la ampicilina por el Tnl, confiere resistencia a Kanamici
na y Tetraciclina, su peso molecurar es de 36 x 106 d., el

porcentaje de G-C en el ADN es de 58-60% y en caso de E.coli

hay de 1 a 3 copias por cromosoma (23).

El objetivo de nuestro trabajo fué& obtener una mutacién tem
peratura sensible en el represor y un marcador de resisten-

cia a un antibidético en el fago F116L de P. aeruginosa. FEl

uso de estos fagos transductores es de gran utilidad en los
trabajos de mapeo ya que permite seleccionar las colonias -
lisbgenas por la presencia del marcador de resistencia, asi
como la obtencién de fagos por la induccidn térmica de éstas.
Este tipo de fagos también se puede usar como vehiculo para
realizar la transposicién, lo cual nos permitirfa aislar mu-
tantes, construir cepas, realizar mutagénesis localizada,

aislar deleciones, etc. (24)



FIGURA 2
Transposicibn
blanco
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IT. MATERIALES Y METODOS 1 7.

1. Cepas

Las cepas bacterianas y los fagos empleados durante este tra-
bajo se describen en las tablas 2 y 3.

TABLA 2
NOMBRE CARACTERISTICAS RELEVANTES ORIGEN
PHC Cepa clinica de P. aeruginosa M. en C. Carlos
aislada del Hospital Civil de Cervantes

Morelia, Mich.

L L]

PIS Cepa clinica de P. aerugihosa
aislada del Hospital del ISSSTE

de Morelia, Mich.

PAT 964 P. aeruginosa, protdtrofa Dr.B.W. Holloway
PAO 1 P. aeruginosa, protbétrofa " "
PAO1161 P. aeruginosa, rif’, leu , resl0 " Ly
PAT 2002 P. aeruginosa, met 3109 . "
PU21 P. aeruginosa, (deriv. de PAOQ), " "
ilv~ B112, leu~, str®, rif®

PAT2002 P. aeruginosa, met , rif* Este trabajo

-
rif .
PAT2002 P. aeruginosa, met , lisbgena " "

(Fl1l16Lcts) para el bacteribfago Fll6Lcts

PAT2002 P. aeruginosa, met , rifr, RP4 " "
RP4 (apY, KmY¥, Tcf)

PAT2002 RP4 P. aerudinosa, met , rifr, RP4 " "
(F116Lcts) (ApY, Km®, Tc¥),
el fago Fll6Lcts.

lis6bgena para

Q1 E. coli, protétrofa, amps, rif® Singer y Weil (25)

J53 RP4 E. coli pro , met , RP4 Dr. Jacobo Kupers-
(Apr, Kmr, Tcr) toch.
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TABLA 3

BACTERIOFAGOS DE P. AERUGINOSA UTILIZADOS

NOMBRE CARACTERISTICAS RELEVANTES ORIGEN

10 Fago temperado, transductor Este trabajo

10_91 Mutante deficiente en represibn " "
obtenido por mutagénesis del fa
go 10 con HNO2

10c;h Mutante esponté@neo de rango de " "
huésped del fago 10c

Fl1lé6L Fago temperado, transudctor ge- Dr.V. Krishnapillai
neralizado

- FlléLcts Fago transductor, represor ter- Este trabajo

mosensible

Fll6Lcts Fago F1ll6Lcts, con el transposon ’ .

(Apr} Tnl insertado en su cromosoma

Soluciones v medios de cultivo

Se utilizaron los siguientes medios y soluciones, CN (caldo nu-
tritivo) (Peptona de gelatina 5.0 g/l, extracto de carne 3.0
g/l) ;AN (agar nutritivo) (CN 8 g/1, agar bacterioldgico 6 g/1,
se esterilizd y agregaron 5 ml. de CaClzlm); M9 (NaZHPO46g/1,
KH2P04 3 g/1, NaCl 0.5 g/1, NH4C1 1 g/l1, se esterilizd y se
agregb6 1 ml. de MgSO4, 10 m1/1 de CaCl, 0.0IM y 10 m1/1 de glu-
cosa al 20%); M9 sblido (se prepard un volumen de M9 y por sepa
rado un volumen de agar al 3%, se esterilizaron y mezclaron con
tinuandose la preparacién como el medio anterior); M9 suave (se
prepar6 en forma idéntica al M9 s6lido, pero con 6 g/l de agar);

EMB (bacto-peptona 10 g/l1, fosfato dipoté&sico 2 g/1, bacto-agar
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15 g/1, bacto-eosina 0.4 g/l, bacto-azul de metileno 0.065
g/l); ANRA (agar nutritivo mds rifampicina 50 microgramos/
ml mds ampicilina. 750 microgramos/ml.); SM(NaCl 5.85 g,agua
480.5 ml, ajustando a pH = 7.4, después de esterilizar se
agregaron Tris 1M, pH = 7.4 5ml, MgSO4 IM 2.5 ml); MC (MgSO4
0.1M, CaCl, 0.005M); TMB (Tris HC1 10-1M, pH = 7.5, Mgso

4
10 2M): solucibn amortiguadora &cida (MgSO

4 40mM, acetato de
sodio 0.25M, pH = 4.25); citrato de sodio (citrato de sodio
1072 M,pH = 8.5).

Métodos

1) Método de aislamiento y purificacidn de fagos de cepas

clinicas.

Se crecieron las cepas clinicas en CN 12 horas a 37°C.

Se centrifugaron a 15,000 rpm, 5 minutos y los sobrena-
dantes se gotearon sobre un tapiz de una ceva indicadora
en AN incubandose a 37°C durante 12 horas. Para confir-
mar que los halos de lisis observados fueran producidos
por fagos, se realizd la purificacibn que consistid en
tomar un indculo del halo con un palillo estéril y tra--
zar una linea superficial de un estremo a otro de una ca
ja con AN, e inmediatamente vaciar sobre &sta 0.2 ml. de
un cultivo de una cepa indicadora con 2.5 ml. de AS incu-
bandose durante 12 horas a 37°C. A partir de las placas :
aisladas resultantes se repitié el procedimiento de puri-

ficacibébn 2 veces néas.

2) Obtencidn de fagos de alto titulo.

Los lisados de fagos se obtuvieron mezclando 0.5 ml. de
una cepa indicadora crecida durante toda la noche en CN

a 37°C, m&s una placa de fago en 10 ml. de CN, Se incu-
b6 a 37°C hasta lisis (4-5 horas). Se centrifuaé a 15,000
rpm; durante 5 minutos y se decantd el sobrenadante a un i

tubo estéril almacendndose a 4°C.
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3) Transduccibn a prototrofia.

3.1 Preparacién del fago transductor. Se incubb con agita-
cifén 0.2 ml. de la cepa PAOl en 10 ml. de CN a 37°C, has

8 cel/ml).

Se infectd con un fago transductor a una mutiplicidad de

ta 40 unidades Klett (aproximadamente 2 x 10

infecci6én (mdi.) = 0.01, se incubd con agitacidn a 37°C
durante 12 horas. El cultivo se centrifugbd a 15,000 rpm
durante 5 minutos, filtrandose el- sobrenadante a través

de un filtro millipore de 0.2 micras de di&metro de poro.

3.2 Trénsduccién. ée inocularon 0.2 ml. de la cepa PAT2002
en 10 ml. de CN cultivadndose a 37°C durante 12 horas, se
resuspendieron 5 ml. del cultivo en 2 ml. de MC, incub&n-
dose a 37°C durante 15 minutos, se infect6 el cultivo con
el fago transductor obtenido en el paso 3.1, conforme a la

siguiente tabla.

1 2 3 4 5 6 7

Receptora 0.1 ml. 0.1 ml. 0.1 ml. O.1ml. 0.1 ml. 0.1 ml. 0.1 ml.

Bacteridfa 100  107lail. 1072%@il. 107%ail. 10 %a@il. --— 10°
go (0.1 ml)

Citrato de

Sodio 0.2ml. 0.2ml. 0.2ml. 0.2ml. 0.2ml. 0.2ml. 0.2ml.

Se permitid la adsorcibén 20 minutos a 37°C. Se vacib con
M9 suave (2.5 ml.) a cajas con M9 s6lido, incub&ndose a 37°C

durante 24-48 horas.

- 4) Mutagénesis con &cido nitroso (HNO,).

Se mezclaron en el siguiente orden 1.8 ml. de solucibén amor-
tiguadora &cida, 0.2 ml. de una suspencibn de fago a mutage-
nizar, y 0.2 ml. de una solucibén de nitrito de sodio (35 mg/
ml. de agua estéril), en un tubo de ensaye estéril, agitdndo
se inmediatamente, se incubb a temperatura'ambiente. Se to-
‘maron alfcuotas de 10 microlitros a los 10, 20, 30 y 40 minu

tos parando la reaccibn a cada tiempo por dilucidén en 10 ml.

©
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de SM mds Tris 10_1M, pH = 7.4. Se titﬁlﬁ por duplicado

incubandose a 37°C durante 12 horas. ’

Complementacidén para represifén entre mutantes de fagos de

ficientes en represibn.

Sobre un tapiz de una cepa indicadora apropiada crecida en
cajas de petri con medio EMB, se coloc6 una gota (20 micro-

litros) de una suspensién de fago (107

ufp/ml.) por comple-
mentar, permitiendo que ésta se extendiera diametralmente
en la caja. Una vez seca esta gota se cruzaron sobre ella
gotas de suspensiones {107 ufp/ml.) de los otros fagos por
complementar. Se dejd secar y se incubd a 37°C por 12 ho-
ras. Si las mutaciones que producen placa clara afectan
genes distintos, se observar& turbidez en la interseccidn
de las gotas, de lo contrario se observarin halos de l{sis

claros.

Obtencién de un mutante de rango de huésped.

El fago 10c; obtenido sobre la cepa PAT 964 y que no puede

crecer sobre la cepa PAOl, se plaqued en exceso sobre ésta

Gltima con la finalidad de aislar un mutante rango de hués-

ped. :

Obtencibn de un mutante deficiente en la represidn de las

funciones 1liticas.

El fago F116L (placa turbia) fué mutagenizado con &cido ni-
troso, como ya se ha descrito. Cada una de las placas cla-
ras obtenidas a 40°C se purific6 al menos dos veces y se -
inoculd con un palillo estéril por duplicado sobre un tapiz
de la cepa PAT2002 en AN. Una caja se incubd a 30°C y la

otra a 40°C. En caso de aparecer una mutacibén temperatura
sensible (ts) en el represor, se esperaria obtener placa -

turbia a 30°C y placa clara a 40°C.



22,

8) Induccibn de la lisbgena PAT2002 (Fll6Lcts).

]
8.1 Obtencib6n de lisbgenas. Se colocarcn gotas de 10 micro-
litros de una dilucién 107> del fago FlléLcts (titulo ori

— ufp/ml.) sobre un tapiz de la cepa PAT2002

ginal 1 x 10
en AN. Se incubd a 30°C durante 12 horas. A partir de

las manchas confluentes turbias (halos de lisis) formadas
se obtuvieron colonias aisladas mediante el método de es-
trfa en cajas de petri con AN. Se confirmbé que las colo-
nias aisladas eran lisOgenas mediante la liberacifn de fa

gos sobre un tapiz de cepa sensible a éstos.

8.2 Induccibn de la lisb6gena; se inocularon 0.2 ml. de culti-
vos saturados de la cepa PAT2002 (FlléLcts) y PAT2002 (con
trol) en 10 ml. de CN por cepa, incubd&ndose a 30°C hasta
20-25 UK, durante los 30 minutos siguientes, los cultivos
se incubaron a 40°C (chogue té&rmico), después se mantuvie
ron a 37°C esperando una disminucidén significativa de UK
de la cepa lisbgena. Al diswminuir las UK de &sta, se adi-~
cionaron 5 microgotas de cloroformo incubdndose 15 minutos
a 37°C. El cultivo se centrifugd durante 5 minutos a
15,000 rpm, vacidndose el sobrenadante a un tubo estéril
del cual se tomb la muestra para titular el fago.

9) Conjugacibn

9.1 Resistencia a antibibticos de las cepas a conjugar.
En una serie de tubos de ensaye estériles con diferentes
concentraciones del antibidtico (preparados en CN) se di
luyd 1/200 la cepa a probar esperando crecimiento © no -
crecimiento, mediante la aparicibn de turbidez en el medio
después de incubar 12 horas a 37°C. Los tubos controles
fueron un tubo con cepa m&s CN sin antibibtico y un tubo

con la mé&xima concentraciédn del antibidtico sin la cepa.
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9.2 Prueba de la presencia de RP4 en la cepa J53.
Sobre cajas de petri con AN mds 750 microgramos/ml. de am
picilina se vaci6 0.2 ml. de la cepa de E.coli Q1 (amps)
con 2.5 ml. de AS por caja, una vez solidicado el AS se -
inocularon con palillos estériles las cepas J53 (RP4),
PU21 (control) y Q1 (control), que provenian de cultivos

saturados en CN.

En caso de que esté presente el plasmido RP4 en la cepa

J53, crecerén colonias de Ql a su alrededor (colonias sa-
télites), debido a la produccibn de la enzima beta lacta-
masa que puede difundir al medio extracelular inactivando
el antibibtico en el &rea circundante. Si la resistencia
a la ampicilina est& en el genoma de la cepa J53 no se -
producir@ la beta lactamasa y por lo tanto no habri colo-
nias satélites de Q1, ya que ésta ﬁltima cepa es sensible

al antibibtico.

9.3 Obtenci6tn de un mutante espoté&neo rift en 1la cepa PAT2002,
Se espatularon 0.2 ml. de un cultivo saturado de la cepa
PAT2002 (rif®) en cajas de petri con AN més 500 microgra-

mos/ml. de rifampicina, incubdndose de 12-24 horas a 37°C.

9.4 Conjugacibn. Se crecieron en CN las cepas donadoras (J53)
y receptora (PAT2002) por separado hasta 25 UK. Se tomaron
0.1 ml. de cada cepa y se mezclaron en 2 ml. de CN, agité&n-
dose moderadamente. La mezcla se incub6 sin agitacién duran
te 24 horas a 37°C. Se espatularon 0.1 ml. de este cultivo
en cajas de petri con ANRA incubédndose a 37°C durante 24-48
horas, los controles fueron la cepa donadora y receptora es
patuléndoée por separado en el mismo medio. Las exccenjugan
.tes resultantes se inocularon con palillos estériles en ca-
jas de petri con AN mds 25 microgramos/ml de tetraciclina,
incubdndose a 37°C durante 24-48 horas, siendo el control

una cepa sensible a la tetraciclina.
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10. Transposici6n del Tnl al genoma del fago Fllé6Lcts.

10.1 Obtencién de lis6genas. La metodologfa para obtener y
confirmar las lisbgenas es similar a la descrita en el
paso 8.1, diferenciandose de &ste en que aqui se usb
como tapiz la cepa PAT2002 RP4 en cajas de petri con
AN m8s 750 microgramos/ml de ampicilina.

10.2 Induccibn de la lisbgena. La induccidn de la lisdgena
PAT2002 RP4 (Fll6Lcts) se hizo de acuerdo al paso 8.2,
diferencifndose de éste en que aqui el CN tenia 750 mi-
crogramos/ml. de ampicilina, con la finalidad de sele-

ccionar solamente las cepas con el RPA4.

10.3 Transduccidn de resistencia. La metodologfa estd des-
crita en el paso 3 diferencié&ndose de éste en que el AN
para seleccionar las colonias transductantes tenfia 750

microgramos/ml. de ampicilina.

10.4 Induccibn en masa. Se incubaron juntos aproximadamente
de 20 a 30 inbculos de colonias transductantes en CN -
m&s ampicilina (750 microgramos/ml) a 30°C en agitacibn
durante 12 horas. Este cultivo fué inducidc mediante -
la metodologia descrita en el paso 10.2, con el fago ob
tenido se realizb una nueva transduccibn, como la descri

ta en el paso 10.3.

11. Estabilidad del Tnl en el genoma del fago Fll6Lcts.
-
Se goteS (10 microlitros) una solucién del fago FlléLcts
Apr (1010
de PAT2002 en AN, A partir de los halos de lisis se ob-

ufp/ml) obtenido del paso 10.4,.sobre un tapiz

tuvieron colonias aisladas por el método de estria en AN.
Se confirmd que estas colonias fueran resistentes a la am
picilina y lisbgenas para el FllGLgtsApr, mediante el cre
cimiento ern AN mads 750 microgramos/ml. de ampicilina a -
30°C y la liberacién de fagos a 40°C
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III. RESULTADOS

Aislamiento de bacteriffacos de cepas clinicas

A partir de 40 cepas clinicas de P. aeruginosa se aislaron

35 bacteri6fagos, mediante la técnica de goteo sobre un ta
piz de cepa sensible. El porcentaje de cepas clinicas 1lis6
genas fué de 87.5%. De estos fagos aislados, detectamos al
menos 5 grupos diferentes, mediante la habilidad de multi-
plicarse en las cepas de P. aeruginosa PAT964, PAOl, PAOl1l61
Tabla 4.

Deteccibén de un bacteribdfago transductor

Se detectd al menos un bacteridéfago transductor del grupo de
fagos aislados de las cepas clinicas al cual le asignamos el
No. 10. Este pudo transducir el marcador met? de la cepa pro
tétrofa PAT964 a la cepa auxbtrofa PAT2002 met , a una fre-

cuencia de 5.2 x 10—7!ufp.

Obtencibn de mutantes claras del fago transductor 10 por mu-

tagénesis con dcido nitroso.

Con el propbsito de averiguar cuantos genes estédn involucra-
dos en la represidn de las funciones liticas del fago trans-
ductor, obtuvimos 24 mutantes deficientes en la represidn me
diante mutagénesis in vitro con &cido nitros. La figura No.
3, muestra la curva de letalidad del fago transductor por tra
tamiento con &cido nitroso. Se observa una muerte lineal,
disminuyendo el titulo del fago en un logaritmo cada 10 minu
tos. La frecuencia de aparicifén de mutantes claras fué de

1% a los 10 minutos de tratamiento. En el control sin tratar,

la frecuencia de claras fu& menor de 10—5.
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TABLA 4

Patrén de plaqueo de los bacteribfagos de cepas clinicas

PAO1

+

PAO1161 PATO64 No. lisados
- - 1
+ - >
- + 3
o+ + 21
+ + 4

Los bacterib6fagos se detectaron goteando los sobrenadantes

de los cultivos de las cepas
cepas PAT964, PAOl y PAOll61l

clinicas sobre tapices de las
en AN.

lisis

no lisis



FRACCION SOBREVIVIENTE

27.

FIGURA 3 ;

Curva de letalidad del fago transductor 10 por trata-

miento con &cido nitroso.

10+

0.1

0.017

0.001

El fago se tratdé con acido nitroso como se describe en
material y métodos, deteniendo la reacci6n a los tiem-

pos indicados, midiendo la fraccibén sobreviviente.
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4. Prueba de complementacién

A partir de 24 mutantes independientes afectados en la re-
presibébn de las funciones liticas obtenidas mediante la nu-
tagénesis con &cido nitroso, se realizaron pruebas de com-
plementacibén. La tabla 5 muestra que existen 2 grupos di-
ferentes de complementacidén, lo gue nos permitid concluir
que al menos hay dos genes involucrados en la represién de

las funciones liticas.

5. Obtencidn de un mutante de rango de huésped

Para poder transducir marcadores genéticos a la cepa PAOl

de P. aeruginosa, fué necesario obtener un mutante de ran-

go de huésped del fago transductor 10. Como se observa en
la tabla 6, el mutante lOglh tiene una eficiencia de pla-
queo sobre PAOl de 0.98.

6.. Obtencidédn de un mutante claro temperatura sensible (cts)
del bateriéfago F116L

Mediante -la mutagénesis con &cido nitroso sobre el bacterid
fago F116L se obtuvo un mutante cts, el cual forma placa
clara de 40°C y placa turbia a 30°C sobre un tapiz de cepa
sensible. El fago Fll6Lcts se obtuvo a una frecuencia de
1/650. ;

7. Induccidn del bacteribfago F1l1l6Lcts

Con el fin de confirmar la mutacidén cts en el genoma del
F116L, se realizd la induccidbn de la lisbgena PAT2002
(F11l6Lcts)

El control fué la cepa no lisbgena PAT2002. Como se obser-
va en la gréfica de la Figura 4, aproximadamente, 30 minu-
tos después del choque térmico, la cepa lisbgena deja de -
crecer y empieza a lisarce, lo cual no se observa en la ce-
pa no lisbgena. El stock obtenido por induccién de la cepa
lisbgena se filtr6 y tituld sobre una cepa sensible obtenien

dose un titulo de 1 x 10%° ufp/ml.
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TABLA 5

Complementacidén para represibén entre mutantes del bacterib

fago 10 c.

No. de mutantes Bacterib6fago 10c; Bacteribfago 10¢c,

i, 3, 6, 10,
15' 17[ 33, 34’ -— +

. W B, 9

1Y, 13, 13, 18; )
22, 24, 26, 15,

19, 30, 32.

La complementacidén se realizd como se describe en Material
y Mé&todos.

Complementacibn (formaciéh de halos de

li{sis turbios)

No complenmentacidén (formacién de halos

de 1lisis claros)



TABLA 6

Eficiencia de plaqueo del bacteri6fago 10 en cepas de P.

aeruginosa

Bacteribfago PAO1 PAT964

10 4,5x% 10~ 1.0

10 ¢ 0.98 1.0

El bacteribfago se tituld en ambas cepas, tom&ndose como

1l el titulo obtenido en PAT964.

30.
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Induccibn térmica de la lisbgena PAT2002

(F116Lcts)
j
70T
PAT 2002
UK
60 T
50 T
L0+
30 T
20 PAT 2002
(F116Lcts)
10 1
f 4 ¢ ! ! }
1 2 3 4 5 6
Hrs,

Se incubaron las cepas bacterianas a 30°C hasta el inicio
de la fase exponencial (20-25U.K.), a continuacibén se man-
tuvieron los cultivos a 40°C durante 30 min. y finalmente

se continub la incubacidn a 37°C.
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) 32.
Conjugacidbn entre J53 RP4 y PAT2002

Como se muestra en la tabla 7, la cepa de E. coli J53 tiene
una maYor resistencia a los antibibticos: ampicilina, kana-

micina y tetraciclina que la cepa de P. aeruginosa PAT2001

y Q1 de E. coli, dada por la presencia del pl&smido RP4, lo
cual se confirmé mediante la deteccibn de la beta lactamasa
excretada por la cepa portadora del RP4 (ver Material y Mé-
todos). Se obtuvo un mutante esponté&neo riff de 1la cepa
PAT2002, (marcador de contraselecci6n) a una frecuencia de
aparicién de 107 /.

Con la finalidad de tener el plédsmido RP4, en el cual se en
cuentra el Tnl, en la cepa PAT2002 rif® fué necesario hacer
una conjugacidén entre la cepa donadora J53RP4 y la recepto-
ra PAT2002rif’. La frecuencia de aparicibn de exconjugantes
Apr fué de 10h6, siendo éstas capaces de crecer en tetraci-

clina, lo cual confirmé que recibieron el plasmido.

Transposicibdn del Tnl al genoma del bateribfago F1ll6Lcts

Se obtuvieron 22 lisbgenas independientes PAT2002RP4 (F1l16
Lcts) como muestra en la tabla 8, las 22 colonias probadas
eran lisdgenas para el FllGLgﬁs, siendo los controles las
cepas no lisdgenas PAT2002 y PAT2002RP4.

Con una de las 22 lisbgenas, se obtuvo un lisado por indu-
ccibén térmica. E1 fago obtenido fué filtrado y titulado so-
bre una cepa sensible, siendo el titulo de 4.1 x loloufp/ml.
Este fago se usd para transducir el marcador Apr a la cepa
PAT2002, seleccion&ndose colonias resistentes a este anti-
bibtico. La frecuencia de transduccibén fué de 6.0 X 10*5.
Se hizo una induccidn en masa con las colonias transductan-
tes y el fago obtenido se filtr6 y titul6 sobre una cepa

10

sensible, obteniéndose un tfitulo de 8.8 x 10 "ufp/ml, este

se us6 para transducir ampicilina a la cepa PAT2002, siendo

la frecuencia de transduccién de 1.0 x 1077
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TABLA 7

Resistencia a los antibibticos: ampicilina, karamicina y
tetraciclina de las cepas de E. coli J53 (RP4) y Q7 Y de

P. aeruginosa PAT2002. w O o
Ampicilina Kanamicina Tetraciclina
Cepa (microgramos/ml) (microgramos/ml) (microgramos/ml)
25 100 500 50 25
J53(RP4)  + + + + +
PAT2002 | + + - - -
Ql v - - - -

Cultivos saturados de cada cepa se diluyeron 1/200 en CN mé&s

el antibidtico a las concentraciones indicadas.
Se incubb6 a 37° C, 12 hrs.

+ = Crecimiento

- = No crecimiento
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TABLA 8

Confirmacién de lisogenia para el bacteriéfago Fllé6Lcts.

Crecimiento a

Cepa 40°C 30°C Liberacibn de fagos
PAT2002RP4 -
(F116Lcts) -(22/22) +(22/22) +(22/22)
PAT2002RP4 +( 8/8 ) +( 8/8 ) -( 8/8 )
PAT2002 +( 8/8 ) +( 8/8 ) -( 8/8 )

Las cepas se inocularon con un palillo estéril a 3 cajas de
petri con AN, una sin tapiz de cepa sensible y las otras dos
a 30°C durante 12 hrs.
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i
10. Estabilidad del Tnl en el genoma del bacteribfago F116

Lcts

Los fagos obtenidos por la induccibn en masa de lisbgenas
se usaron para ver la estabilidad del Tnl en el genoma del
Fllé6Lcts, para lo cual, se obtuvieron lisbgenas sobre la

cepa PAT2002 en AN sin ampicilina.

Como se muestra en la tabla 9, el 100% de las cepas de -
PAT2002 (FllGLgtsApr) crecieron en ampicilina y liberaron
fago, lo cual demuestra que el fago F116L tiene el Tnl in-
tegrado en su genoma en forma estable, el control fué la
cepa lisbgena PAT2002 (Fllé6Lcts).
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TABLA 9

Estabilidad del transposon Tnl en el genoma del bacteri6-
fago Fll6Lcts.

Crecimiento en Liberacidn de
No. de Ampicilina fagos sobre un
Cepa Cepas (0.75 mg/ml) tapiz de PAT2002
ﬁ?ffggitsmr) 90 +(90/90) +(90/90)
PAT2002
(F116Lcts) 3 i v He

Las cepas se inocularon con un palillo estéril a 2 cajas con
AN, la primera con 0.75 mg/ml de ampicilina y la segunda con
un tapiz de PAT2002. Se incubbd a 30° C, durante 12 horas.
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IV. DISCUSION

El porcentaje de cepas clinicas lisbgenas de P. aeruginosa

fué del 87.5%, lo cual es congruente con lo reportado en -
la bibliografia (11), sin embargo, surge la cuestibén plan-
teada en la introduccibén acerca de qué factores determinan
la 'alta frecuencia de lisogenia en este microorganismo, lo
cual no es comn en otros, ni afin en los de su mismo géne-
ro. ¢ Algunos de estos fagos pueden provocar conversibn -
lisbgenica en la bacteria, o bien aumentar la-:virulencia de
la cepa lisbgena ?. Son preguntas que se podrian plantear

como nuevas pautas de investigacidn.

Se detectb6 al menos un fago transductor de los fagos aisla-
dos de cepas clinicas lo cual se esperaba, de acuerdo con
el buen nGmero de fagos transductores reportados para esta
bacteria en la bibliografia (11). La frecuencia de trans-
.duccibn de este fago es similar a la reportada para los fa-
gos transudctores generalizados F116L y G101 de esta bacte-
ria (11).

Serfia importante averiquar si el fago 10 como transductor
generalizado posiblemente tiene la capacidad de transducir
in vivo resistencia a los antibibticos, lo cual podria con-
tribuir a la adquisicibén de resistencias a estos agentes an
timicrobianos en cepas clinicas de esta bacteria por trans-

duccidn.

La mutagénesis in vitro con &cido nitroso usada con la fi-

nalidad de obtener mutantes claras en el fago 10 mostrd ser
una técnica eficaz ya que la frecuencia de aparicibén de mu-
tantes claras en el tiempo 6ptimo (20 minutos) de tratamien
to con este mutdgeno fué al menos mil veces m8s alta que la
esponténea, ademis de gue las mutantes obtenidas por esta

técnica son independientes una de otra, ya que la mutagéne-

sis se realiza in vitro. La curva de leatalidad obtenida
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por este método en el fago 10 es comparable a la obtenida
en otros fagos como la lambda de E. coli (26).

A partir de las pruebas de complementacidén se concluyb que
existen al menos dos genes involucrados en la represibén de
las funciores liticas, el nimero de genes involucrados en
esta funcidén en otros fagos es mayor de 2, como es el caso
de lambda en donde hay 3 genes y un promotor involucrados

en dicha funcibén (19).

El uso del fago F116L en lugar del 10 para continuar el tra
bajo se debié a que el primero, es uno de los fagos genéti- -

ca y bioquimicamente mejor conocidos de P. aeruginosa (11),

sobre este fago se obtuvo una mutacibn cts a una frecuencia
de 10'5, esta mutacidén mostrd ser un buen marcados, ya que
en la induccibn de la lisb6gena PAT2002 (Fllé6Lcts), el culti
vo se 1lis6 después del choque térmico al grado que en poco
més de 5 horas de incubacidén tenfia un valor de UK similar

a la que tenia al empezar, por otro lado, el titulo del fa
go obtenido fué alto (1010 ufp/ml)

La conjugacibn hecha en este laboratorio entre una entero-
bacteria (E. coli) y una pseudomonacea (PAT2002), con la -
finalidad de tener el plédsmido RP4 en esta filtima, es un -
proceso relativamente comun, a pesar de que &ste se reali-
26 entre dos familias bacterianas diferentes. La importan
cia de este hecho radica en la posible difusifn de resisten
cia a los antibibticos en cepas bacterianas por conjugacién

in vivo.

La metodologia de la transposicibn del Tnl al fago FlléLcts
se bas6 en una serie de ciclos de infeccibn-transduccibn

que consistieron en infectar inicialmente una cepa de - =
P. aeruginosa portadora del RP4 con el FllGLﬁts. Para per-

mitir la transposicifén del Tnl del RP4 al genoma del fago,

esta lisbgena se indujo aprovechando la mutacibn cts del fa
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go. Los fagos obtenidos se usaron para transducir Apr
a una cepa sensible a este antibibtico, seleccionando -
transductantes Ap’. La frecuencia de transposicibn esté

comprendida entre 1072=10""7

(22), por lo tanto, es de es
perarse que en un solo ciclo de infeccibn-transduccidn
el nGmero de fagos portadores del Tnl sea bajo, por &sto
se hicieron dos ciclos mds para aumentar la frecuencia

de éstos con el Tnl en su genoma.

Feiss et al (27) encontrd que para el fago lambda el 11i-
mite superior de la cantidad de ADN que puede ser empaca
do en particulas estables y funcionales se encuentra al-
rededor de 105% de ADN, sin embargo, el Tnl representa
aproximadamente, el 8% del ADN del Fllé6Lcts y las parti-
culas portadoras'de éste, mostraron ser estables, ésto -
sugiere que el Fll6Lcts puede encapsidar proporcionalmen
te m&s ADN gue lambda, sin embargo, no podemos descartar
que se haya generado una delecibn en el proceso de trans-

posicidn.

Una nueva pauta de investigacidn, es ver en que segmento
del genoma del F116L se integrb6 el Tnl, para lo cual es
necesario hacer un andlisis de restriccién del FlléLcts.
El mapa por enzimas de restriccidn de este fago es cono-
cido (28), asi como también algunas de las enzimas de res
triccibn que cortan sobre el Tnl (23). La enzima Bam H1
es una buena candidata para saber de una manera aproxima-

da donde se integrb el Tnl.

El uso que se le puede dar a este fago transductor gene
ralizado con una mutacibén termosensible en el represor y
un marcador de resistencia a un antibibtico, es en el ma-

peo de marcadores en el genoma de P. aeruginosa mediante

transduccibn y contransduccibn. La ventaja del marcador



40.

de resistencia al antibibtico es en la seleccibn de 1is6-
genas, de las cuales se puede obtener el fago para trans-
ducir, mediante la induccidén térmica de ésta, gracias a -
la mutacidén cts del fago. El Fll6LctsApr se puede también
usar como vehiculo para realizar la transposicibdn al geno-

ma de la P. aeruginosa lo cual nos permitirfa aislar mutan

tes por la integracién del Tnl en un gen bacteriano, en -
donde tendrfamos un marcador de resistencia que nos permi-
tiria mapear la mutacibén obtenida. Con la trénsposicién
también se pueden aislar deleciones o movilizar genes, co-
mo resultado de la formacién de sitios de recombinacién re
ciproca. La movilizacibén de genes es de especial interés
en esta bacteria, ya que existen problemas para mapear mar
cadores a partir del minuto 40 en el genoma de este organis
mo, debido a que la mayorfia de los plasmidos usados para ma
pear por conjugacidn este genoma tienen un solo sitio de in
tegracifn (17), ésto se puede corregir creando nuevos sitios
de integracidn de un pl&smido conjugativo en le cromosoma
bacteriano mediante un proceso de recombinacidn mediada por
un transposdén en el ADN del plédsmido y un transposén hom6lo

go en el ADN bacteriano.
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