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{.INTRODUCCION

El geénero Pseudomonas comprende bkaclles gram negativos, no
esporulados, que miden de 1.3 a 3 um de longitud y 05 um de
sspesor, son mbviles debido a la pressncia de un  flagels
polar  (36).

Exlsten varias especies de Pseudomonas gque tienen importancia

médica, dentro de estas podemos encontrar a Pseudomenas mallel,

responsable de la enfermedad del muermo;Pseudomonas pseudomallel

que produce 1la enfermadad denominada meloidosis; Pseudoemonas

cepacia y Pseudomonas maltcphilia consideradas c¢omo patbgencs
oportunistas V4 sblo ocasionalmente asociadas con
enférmeliades (13).

Dentro de la categoria de las patbgenas oportunistas, podemos

encontrar a Pseudomonas aerugingsa causante de un 10X a un 204

de las 1nfecciones nosocomlales, en paclentes gue estan
inmunsdeprimidos, gue han sufride gquemaduras graves o se
someileron a lntervenciones quirlurgicas (28).

P.aeruginosa crece en forma de microcolonlias, cublertas por un
moco de naturaleza polisacarida (alginato) haclendo posible gue
la bacteria se adhiera a superficies del suelo o bien se mantenga
en las superficiles de aguas dulces ¢ marinas (2). En hospiltales,
es factible enceontararla en soluclones oftalmicas, antisépticos,
infusiones, jabones, aparatss de succibn, ventiladores, 2sponjas,
termbmetros, entre otros (7,13).

Por gotro lado, debemns de sumar la resistencia de

Pasruginesi a uni amplia gama ie antikidticos, en virtud ds



gue en la mayeria de los c¢ascs poseen plasmidos, és decir
elementos extracromostmicos Jue codifican para enzimas gue
modifican ¢ degradan antibidtices.(7,9,15,24).

Las posibles razones por las gue se han seleccicnade cepas de
P.aeruginesa resistentes a antibibdticos son:

1) El amplio uso de antilbidtices en los hospitales

2) El heche de gue el principal habitat de esta bacteria es e,

suelo, en el gue convive c¢on una amplia variedad i¢
microoorganismos productores de antibibtices
(9,15).

Los plasmidos, aparte de conferir, resistencia a algunos
antibibticos tales como estreptomicina, amplcu-lna ¥
cloranfenicol; pueden produc¢ir efecto sobre la superficie de 12
bacterias, trayendo consigo la apar:tcl?n de nueves determinantes
antigénicos y camblos en la estructura del lipopclisacarido, ta
es el caso de ]:os plasmidos Ri, RI0C y R6,5 provoecanis
modificaciones al lipopolisacaride ¥ 1a aparicidn de nuevas

proteinas en la membrana , externa (232,24,2%,31,32).

2.BACTERIOFAGOS

Los fagoes se definen como entidades subcelulares, capaces de
ingresar en las celulas vivas vy reprodﬁclrse s0lo en dichas
celulas (19,22). Esto los hace parasitos intracelulares
obligaterios.

Los fagos e23tan formadoes principalmente por proteinas y DNA

en  proporciches  aproeximaiamente 1guales  (15,22).



Se han detectado 2 tipos de fagos en referencla a 3u <2icle ds
vida; el 1litico y el lisogenico (Fig.l).

En el c¢icle de wvida existen 3 pasos secuenclales:

L. Adsorcitn: E1 fage se fija a4 1a Dlacteria reconoclendo
receptores especificos en la superficie Dbacteriana (11,19,22).

2. Feriodo de latencla o fase vegetativa: Foco despuées de la

inyeceitn ¢ entrada del material genético viral, se inicla la
gxpres1dn  de genes tempranos del fago gque codifican para
proteinas invoelucradas principalmente en el cese de la sintesis
de  acidos nucleicos y protelnas bacterianas y ¢en la sintesis
de &cides nucleleos  virales, La slintesis de estos Aacidos
nurcleicos colncide con la transcrlécmn de genes tardlos del fago
invelucrados en la sintesis de proteinas estructurales fagicas
para, de esta manera generar nuevas particulas infecciosas.

3. Lizis: Rompimiento de 1la celula por accidtn de enzimas
11ticas codificadas por genes virales tardilos, liberandose las
nuevas proteinas 1nfecciosas (11,22).

Fara el ciclo de vida de un fago lisogénico temperado e&ste
nf=cta a la kacteria de manera similar al fago litice s=in
embarge, una vez 1nyectade el acide nucleico xste  puede
incerporarse al c¢romosoma bacterianc & mantenerse como plasmido
e 21 1nterior celular recibiende 21 nombre de profage ¥y la
cepa  portalera esx una  lishgena. Podemos <itar un  ejemplo en
2l que el profagc permanece come plasmlido manteniéndose =n el

interior celular. tal e

0

el casc del fago Pl de Escherichia

:21li. En la  1izagenizacitn por otros bacterihfagos de Egoll
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Fig. 1. Cicdo de vida de Los bacteriffagos.



cemo el fage lambda, el genoma viral se 1ntegra al cromosoma
rasteriane en un  3itlo especifico deneminads attB entre los
operone: gal ¥ blo. En ambes c¢asos se reprime la exgresibn
de loz genes estructurales y de llsis por accibn de un represor
codificado por el genoma viral (19).

La frecuencilia de cepas listgenas (pertadoras de

profagos) entre las c¢epas clinicas de P.aeruginesa s cercana

al 100% (2,13,15,21), contrastande c¢on Escherichia c¢oli 4donde

la frecuencia es aproximadamente el 104 (13). La polilisogenla
( mas de un profage por Dbacteria) , Pparecs ser  oomun
en FPaeruginosa, al grade de haberse detectade una cepa gue
aloja hasta 10 profagos diferentes ( 13 ). Se desconcce
gqué factores determinan esta alta frecuencla de lisogenla en esta
bacteria, sin embhargo se han detectado cepas lisogénicas que
aparte de la habilidad gque tienen para producir fagos, y =61
inmunes a una superinfeccitn por fagos homblogos presentan
una serie de camblos conocldos come conversibn lisogénica.

En el caso de bacterias gram negativas, el estade de liscgenia
esta {frecuentemente asociado con camblos en el antigeno "o
aparicitn de nuevas proteinas especificas en el exterior de la
membrana, 4asi come la produccidén de toxinas y antibloticos
(15,18,

Dimitracopoulus y Bartell,(11) demostraron en ratones gue la
LD de la cepa E1 de P.aeruginosa disminuye cuando ésta ha sido

6]
ll:fn::genlzada poér el bacteritfage 8. debido a cambios en la
composicidn guimisa vy astividad biolégica de l1la glicoliproteina

gxtracelular (ver tabla A



TABLA A,

EJEMFLOS DE CONVERSION LISOGENICA EN BACTERIAS.

Bacteria Fago(s) Efectos reportades

Eacillus megatherium ipt.3 Cambios en la mor-
fologla colonial.
Torynebacterium diphtheriae Biox+ Toxina diftérica.
Staphylocoecus aureus 520 Enterctoxina A.
Streplocaccus pyogenes Ti2el Toxina de  escarian

Grupo A tina.

Escherichia coli P2 Incremente a la
sencivilidad a la
S-fluorodeoxiyri-
dina.

Pzeudemonas agruginosa D3 Camblios en antige-
nos somaticos v
perdida en la habi
lidad de adsorciétn
al fago D3

Rhilzokium trifcliy T.Ter Camkics en antige-
nos somaticos 4
pérdida &n la
habkilidad e

adsorcidn de los
fagos T, 7¢r y 8.

Vibrio fetus YFFP-13 Serctipe V al .

Tomado e Barksdale (2).



JANTECEDENTES.

I.a virulencia de un microcorganismo se define como la habilidad
jque tisne para asoclarse con su hospedero, para 1invadir vy

multiplicarse dentroe de éste. Esta definicidon de virulenclia es

propia para FP.aeruginosa, en relacibn al ser humano como
hospedero (27). Entre las propiedades comunes a muchos

micreorganismos en la preduaccibtn de 12 infeccidn se encuentran:
la adhesitn, la preliferacitn logal, el <daho al tejide, 1la

invasitn ¥y la diseminacién (41

3.1{ADHESION

La habilidad de una bacteria para adherirse a celulas
epiteliales esta aso¢ciada, en l'a mayoria de los casos, con la-
estructuras de la =superficie en este caso los pili o fimbkrias,
para gram negativas y, fimbrilla o fimbria en bacterias gram
pesitivas (3,9,43).

Los pili (o fimbrias) son polimercs de proteinas coempuestos
por subunidades 1dénticas, unidas por puentes d& hidrbdgenc ¢ pov
‘interacciones hidrofdbicas. Las subunidades tienen un P.M. de
& 00 a 26 C0C d; estan formadas en un 50 7/ de amino&cidos 1no
polares ¥y 3su punto 1soeléctrico oscila entre 3.7 y 56 (3).

Recientemente se ha demostrado una correlacidén in vitro de
la adhesien de bacilos gram negatives a epitelio respiratorio
superior, medilada por pllir y la colonizacibn por estos

Urganismos (G1.44).



Humsrases estudlc han demusirads gue les pili jusgan un pag2l
1mp-:>r+.ante; en la adhesitn bacteriana vy en la colanizacitn del
epltellec mucoso  (iF). Loz resultades Jde Woods et al, (41
proporecicnan una fuerte evidencia de la importancia de los pili
para la adhesi®n de Paeruginesa a epitelic respiratoric
superisr. Fara Jdemostrar el papel! de 1og pill en la adhesién,
woods et al(41), matar a P.aeruginosa con caler ¢ fermalina,
los srganlismos rierden la capacidad de adherirse a
celulas epiteliales bucales; mientras que matando
a F.asruginosa con.iuz ultravioleta, e&sta retiene la capacidad
de adherirse a celulas buccepteliales in vitre, esto se rebe,
a gque se plerden los pili después del tratamiente con caler o
formalina y SsSe retienen despuesl del +tratamiente con lu:z
ultravicleta, date confirmadce por o¢bservacilones a mlcroscodplo
glectirtnicoe (44).

La eliminacitn de los piir por .digestitn enzimatica,
{utllizauds +tripsina en una <oncentracion de 25 Mg por
mililitro), decrementa de 29 a 3.2 bacterias. por c¢elula, la
adhssidn a células buccepiteliales. Fue necesarice 1neaprgpoerar
cloranfenicol en las pruebas de adhesitn para evitar gque los pil1
fueran regenerados después de =su eliminacitn. La preincubacitn de
ceélulas eplteliales cosn  pllir purificades antes de la pruebaszs
de adhesidn causa un decremento (29 a 5.7 bacterias por c¢=lula),
en la adhesibn de P.aeruginosa indicando Jgue es posible saturar
los sitios de wunitn disponihbles. 2Zin embargo los pllr obtenidoes
de una c¢gpa heterdloga 3o lacapaves de bloguear la adhesion

{41,43), ez Jdecir, ics pill sole bleguean la adhesibn ds gepas ds



La adhesihn Dacteriana & celulas epiteliales depende del
stema espesifise Jde Treconodimients entre la hacteria ¥ !‘-_31
tejrde celular, se ha ©postulade gue este tropismo esta
isterminado en gran medida por la distribucibn de las adhesinas
ds la superficie Dbacteriana y los recepicres de los diferentes
tejirdos (3,14,16). :

Se¢ han 1dentificado las adhesinas de muchas Dhacterias (ver

tabla B), asi como¢ los receptores celulares de é&stas, localizados

n la superficie; en general estos receptores contienen en su
‘mayoria carbohidratos; a veces un sblo residuo es el responsable
de la adhesibdn ¥y otras veces son cadenas de oligesacaridos., Para
la adhesion 1intracelular, los receptores contienen los sigulentes
carbohidratos:

Galactosa, =~ HN-acetilgalactosamina, N-acet1l glucosamina,
manosa, fucosa, HN-acetil-acido-muramico; todos con configuracidn
D excepto L-fuccsa (3.14;.-

La relacidbn entre la fibronectina y los =1tios especificos de
enlace para bacterias gram negativas aun no esta clara. Los
estudios sugieren gue los sitios de enlace disponibles estan
lucalizados en la superficie de celulas epiteliales, notando que
la presencia de la fibronectina 1inhibke la a2dhesidtn de organismos
gram negativos, c¢omce en el caso de P.aeruginosa, en el cual la

fikronectina inhaibe 108 enlaces bacterianos ccupandoe slties

For otre ladoe tambitn sfe2 Jdice gue hay especificidad de
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CIFICOS DE VARIAS BACTERIAS.

BEACTERIA ADHESINA RECEFTOR
Fa=udomonas deruginesa Fimbriae
Eschierichla ¢oil Fimbriae TBE-D-Gal o Gallav
¥ GicNac
Esclierichia ¢ol Fimbriae Globotetraosilcera
mida
Fimkriae Fucesa Yy manosa

Vibrio colerae

E.colil;Klebsiella

higella:3zimonella Fimbriae

{Tipec 1)

D-manosa

(Tomads de B
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cEpbas bacterianas sbdle pueden

solonizar de*erminadas especies animales; como ejemple de pueden

et Bl B o

1) Infecciunes gonococaies gue estan limitadas a seres
humanos,

) Infecciones diarréicas por - Escherichia coli (K388),
exclusivas de cerdos,

L11} Infecciones 1intestinales de E.coli (CFAI y CFaA 1I), vy

las 1nfecclicnes por estr*ept-:r;o.:cs del grupc A Jue stls se
presentan =n humanos (36,37

Se ha usado una gran variedad de modelos experimentales para
el estudic in vitrg de la adhesidtn de microorganismos
adherentes; estos modeles son 1itiles para determinar las bases
mcleculares y algunce de los mecanismos adhesivos que el
patbgeno dado pueda exhibir.

Se ha encontradoe gque las condiciones de cultivo de los
microroganismos modifican considerablemente 1la produccidn de
adhesinas; algunos rpueden sintetizar mas de una adhesina para
tener funcitn especifica en algun momento de su cicle de vida y
no necesariaments en el huésped. La adhesitn de organismos
pratbgencs y la 1dentlf1cac3‘.¢n de los mecanl.smr::s adhesivos se ha
estudiado enrn losg si1guilentes modelos:

1) Adhesitn de microorganismes en suspensidbn a una gran

varledad de tipes celulares.

m

Adhesibn a4 monocapas de céelulas epiteliales hechas a

partir de gxplantes.

Adhesibn a bordes de cepille de 1intestino.

a)



4) Adhesidn a membranas celulares.

5) Utilizacidn de mutantes nc adhesivos blen rtaraterizadoes.
5} A:ihe.ut;n a relulas intertadas rocn vivtus.

7} Adhesidtn a superficies 1i1nertes.

3) Hemaglutinacidén

2) Microscopia OSptica y electrbnica.

10)_ El uso de 1inhibidores especificos de 1la adhesion, como

carbohiidratos, lectinas y anticuerpos gspecifices.

4FACTORES DE VIRULENCIA DE Pseudemonas—aeruginosd

F.asruginosa produce varias .substanmas extracelulares
rzlacionadas con su virulencia, entre las gque se encusntran:
dna sXotoxina letal para ratones ( 5 by pruducida
purr un alte porcentaje de cepas ailsladas de pacientes
(27), la cual inhibe la sintesis de proteinas por
ALF-ritosilacitn del factov de elongacidn
ZtEF <2} {26); una prateasa alcalina gue ha zide
relacionada con la produccldn de hemorragias Lnternas.
especificamente en pulmones y probablemente responsable de la

destraceidn ael  tejido  zorneal, asemias de  los  efectos 1s

necrotizanisin (17 una slagtaza que tigne accion
Aestruntiva sobre 7 de log 9 crmponentes: del complemento, tambien
inhisbs e} movimients le 1B el gl 4 S prlamacfonuzieados at

#1tio de 1nflamazidn.disminuye su actividad fagorlticra & lnactiva



rroteina aiza-i. La glastasa 235t4 implicada en las lesiones

iegtruciivas vassulares rroducidas gor F.aeruginsesa,
awsrladas con una  septicemia  1nfecclosa  (34)

Otra substancia exiracelular relacionada con la virulencia de
P.aeruginosa es la ieucocidina, la c¢ual destruye a los
leucocitss, pero no a ies gldbbules rojes (32,33)

Ademas este microorganismo produce dos substancias
hemeliticas, un glicolipido termoestable ¥y una fosfolipasa
termolabil {8) que cataliza' la hidrolisis de la fosfatidilcolina,
en eritrocitos{én

Un determinante mas-de la virulencia, de este microorganismo

€3 la substancia mucolde qué elaboran algunas cepas c<linicas,
particularmente las gue han side ailsladas de pacientes con
fibrosis guistica, funcionando también como t0xXina{29.45).
Esta substancia se conoce come alginato ¥y es un exopolisacarids,
principalmente  constitulde por Acido manurénico Yy acido
gulurdnleo 8). El alginato i1nhibe las actividades
fagoclticas de lo3z leucocitos, y €3 cdpaz de producir efectos
similares a 1los producideos por la infeccibn Jde ratones con
bacterias viakles (33,40).

E1 alginato tamblilén ha sidoe 1implicado en la adhesidén de
F.aeruginesa, a4 c¢elulas de traguea de ratén (29,

Con el prophsito ds averiguar si los bacteridfagos contriduyen
a la wirulencla d2 Faeruginosa, en nuestro laberatorio
alslamos pasterinfages a  paprtir de cepas clinicas vy

consirulmos 1as correscondiente: lisogenas en la c¢epa PAOL (libre



de fagos). Solamente 60 fagos fueron capacses ds formar lizsgenas
estables, Se obtuvieron 19 lisbgenas diferentes mediante el
criterio de inmunidad de estas: a ia superinfecciin por todos los
fagos (21,

Les objetivos de este trabaiow son:

5. 0BJETIVOS
R

OBJETIVO GENERAL.

» (Caracterizar ¢l aumentoe en la adhesidon de Eseudomonas

fu

sruglnosa FACQL, gue le cenfiere el bacteritfage FIZIS cuando

(3

ste se encuentra en estado lisogénico (PIZ15).

« Deszcriplr parcialmente Ios mecanismos de adhesidn de la
cepa lisdogena FIZIS a celulas kucoepiteliales,
+La eatrategla para aberdar los objetlvos anteriores es:

1) Evaluar cuantitativamente la adhesibn a celulas
hucoepiteliales  humanas, de las cepas PAOLPIZI5, y PAOLA1S
(reslstente a la infeccion por el b-acter‘mfago FIZ15) de

Pseudcinonas aeruginosa

=t Determinar cuantitativamente 1 1a adhesidn a ctlulas
Lbucuepiteliales humanas, de la cepa PAOLY(FIZi5) listgena es
independients del mediado por pili.

3) Determinar 21 la adhesid®n en la c¢epa PIZI5 de Pseudomonas
asruginosa a c¢elulas buceeplteliales humanas se Jdebe a un

mécaniimo que requiere energla.



6.1. MICROORGANISMOS

6.1.1 BACTERIAS

CEPAS CARACTERISTICAE RELEVANTES ORIGEN

PAO 1 3ilvestre libre de fages Dr.B.W.Holloway
Monash University
Australia.

PI1215 Lisbgena para el fago Lab.,genttica de
FI1Z15 1a Unidad de
Maorifologla Y

Funcidn.E.N.E.P.I

FIZ15-1 Listgenas independientes Lak..genetica de
¥ rara el fagoe FIZ15 la Unidad de
PIZi5-2 Morifologla ¥

Funcidn.E.N.E,F.I

PAC /15 Mutante espcentanea de Lab,geneética de
FAOQ!L resistente al fago la Unigdad de
FIZi5 ) Morfologla

¥
Funcion.E.N.E.P.I

FaQl Ber-2 Mutante espontinea resis- Lab.,genetica de
tente al efecto hactericida 1la Unidad de
cdel suera humane normal. Morfologla

: 4
Funcion.E.N.E.P.I



6.1.2 FAGOS

FAGOS CARACTERISTICAS RELEVANTES ORIGEN

FIZIS Fago temperado obtenido a Lab, Genética
partir de una cepa clinica a Unidad
de Pssudomonas _aeruginosa Morfologia

Funecitn.E.N.E.

D3 Fago temperado, causa conver- Dr.B.W.Hollioway,
s16m lisegénica modificando . Menash University
el antigenc "O" de la cepa Australia.
bacteriana.

6.4.3 SOLUCIONES Y MEDIOS DE CULTIVO

Soluc¢idon amortiguadora salina ds= fosfates (PBS) pH 7.2

KH PO G5.ig,Na HPO 20.1g.NaCl 4.25g.,por Ilitrc
2 4 2 L

Zelucitn de eritrecina B 04% a2n PBS

Salucidbn de azul de metileno 0.4/ en PBS

Tripsina 2.5 Mg/ml en PBES

Agar 4= sora tripticassina (T3A) 30g + 15 g de agar por litro

Tald¢ Nutritive (CHN) 8 g por litro

b ]



3.4 METODO DE ADHESION A CELULAS BUCOEPITELIALES

Y

6.1.4.1 Obtencibn de Dbacterias
Ze c¢recleron lag bacterias en TSA a 37°C durante 24 horas, se
colacttd el c<recimiente de una caja de Petrli en 4 ml de PBS, se
centrifugd 3 minutos en la microcentrifuga Eppendorf y la

pastilla se lave 32 veces con 4 ml de PBS., El cultivo se diluiyd

hasta obtener una D.O. = .25 (dilucidn 1:100)
590

6.1.4.2 PREPARACION DE CELULAS BUCOEPITELIALES
Las celulas buccepiteliales fueron recolectadas por raspados
vigorosos del c¢arrillo con 1isopos estériles de 5 a 6 voluntaries
{adultos sanos), suspendiéndolas en 4 ml de PBSlas se lavaron 3
veces con  PB3  por  centrifugacion, fueron resuspendidas
¥ ajustadas a una concentracidtn de 2-5 X ?0 cel/ml.La suspension
ceiular se trato con tripsina (25 ug/ml) € 1ncubandese a 37° 0

durante {0 minutos. La enzima se elimind por lavados sucesivos

cen PB3, finalmente el pagquete se resuspendid en 4 ml de PBS.

6.1.5 Ensayo de adhesion 1n_vitro
& &
3e prepart un tubo contenlende 2 ¥ {0 bacterias y 5Xl10
=tlulaz bucaepiielial2s #10 1| ml de FBE, = 1ncubaren a 37°C a 20

revoluclones porr minute durante 120 minutoes. La  suspension  se

VoLl



lavd 5 wveces <on FBS por cengirifagacién a ot g porr U mirutos,
para eliminar bacterias nn adheridas.En <1 segunds lavads se
agregaron 2 gotas de eritrocina B a la suspensitn. El pagquets
celular se resuspendid en 1 mi de PES, tomsndoss una alicucta e
la suspensiin para hacer un frotis gue se fi1)0 pol caler. Las
preparaciones fueron ‘*ehidas con azul de metilene durante 2
minutes,el exeeso de ¢olorante s¢ lavd conn agua ds=stilada y las
laminillas se secaron al ailre; se exZamlaaron a4 mlerescoplo de luz
con aumento de 40 X oy 100 X. De las muestras se examinaron 30
celulas viables contandese el numere 4de kacterias adheridas por
séiula. Los a:cntr'ole.s consistieren en ceélulas a les gue no se les

agregaron

sometlidas

bacterias, usandose para determinar la

al milsine tratamisnto.

flora natural,



MODIFICACION SUFPERFICIAL INDUCIDA POR FIZIS

Tome mensionamos en la 1ntroduccién, en nuestro laboratorio
estamos interesados en estudlar ia contiribucidn de los

bacteritfagos a la virulencia dJde FPseudomonas asruginosa debido

M

a gue esta kpacteria representa un grave problema de hospital y
casi el 1004 de sus cepas clinicas son lisbdgenas.

Para abordar el problema, otres miembros del laboratorio
alslaron 210 bacteribfagos temperados a partlr de un numero igual
de cepas clinicas de P.aeruginosa Y construyeron las
correspondientes lisdgenas en la cepa PAOL, libre de fagos.

Como primer criteric para selecciconar agquellas listgenas en
las gque el profage hublese alterado alguna propiedad de
virulencia, e daglutinaron con antisuerc {(cbtenido &n
conejos) dirigido contra la cepa PAOL, para de este modo detectar
camblos superficiales 1nducidos por el profago.

En la tabla 1 se observa gque la lisogeha PIZi5 efectivamente
posgee una modificacitm superficial inducida por el profago FIZ15,
¥4 Jue muestra un tltulo de aglutinacién 4 veces maver gque la

cepa PACL

1

INCREM

r

NTy EN LA ADHEZION INDUCILWO FOR EL FAGO FIZIS

Una importainie propledad de virulsncia dJde Pieruginoesa es la

adhesgsidbn la Jue Lermite selonizar al hicspedero para



TABLA #1.

LK)

TITULOS DE AGLUTINACION DE LAS CEPA!
PAD | Y PIZIS DE Pseudomonas deruginosa
CON ANTISUERD CONTRA PAO L

1

CEPA TITULO
FAO!L 1:20480
PIZ1E 1:81920

SE MEZCLARCN DILUCIOGNES LOELES SERIADAS (EN PBZ)
CON 5 X 10 LFBACTERIAS HUERTAS FOR CALOR. DESFPUES
DE INCUBAR A 37°C DURANTE 18 HS , LAZ MEZCLAS SE
CENTRIFUGARCOH Y SE AGITARCON SUAVEMENTE P’AI:\*A
EEERVAR LA AGLUTINACION., EL TITULO EZ EL
RECIPROCC DE LA MAXIMA DILUCION DE SUERC QUE

MOSTRO AGLUTINACION MACROSCOPICA.



posiericrments invadirie y causarle enformedad,

Farda averiguar si el Lacteritfagos FIZIS alteraka las
rropiedades ds adbhissitn a4 celulas bpuccepiteliales humanas de esta
bacteria, medimos =2sta propiedad de virulencia a las cepas PAOL ¥y
FIZ 1%.

En ia tabia & pooemes cbiervar Jque la <epa PIZ 15 muestra un
incremente de 1.6 vezes en la adhesién a c#lulas bucceplteliales
humanas. Este 1ncremento en la adhesiétn se debe a la presencia
del fago FIZI5, +toda vez  que amkas c¢2pas  son  isogeénicas
cromosdmicamante y Aifieren sclamente en la presencia d4del profago
en la lisogénia.flLa <cepa FAO13er2 sera tratada en la parte de
discucibn ¥ coenclusiones)

El numere¢ de bacterias en la cepa PACL adheridas por célula
que nesotres encontramos es  ideéentico al reportados en la
-llteratura la misma c¢epa (41), por 1o gue podemos afirmar gue
el ensayo de adhesitn funciona adecuadamente en nusstras manos.

Para confirmar gque el aumento en la adhesidtn de la cepa PIZ16
s¢ debe a la presencia del profago y nc a otra causa, <omo
pudlera ser Jue la <epa lisogenlica Jue estudlancs poseyera una
mutacién cromosbmica responsable del 1nc:‘en_19nto. obtuvimeos otras
dos  listgenas Lndependientes vy les medimos su  adhesion, Los
resultades se musstran en la  Tabla 2. Ambas lisdgenas
Lndependientes PIZIE-1 y FIZ15-2 muesstran una adhesidn mayor gue
la cepa FAOL ¥ similar 4 PIZIS, 1o gue mos permite concluir gque
el iwneremente &0 la adhesiin 42 las lisHgenas se debe a la

presencia ds1 fage FIZLE



TABLA #2.

ADHESION DE Fseudomonas aeruginosa
A CELULAS BUCOEFITELIALES HUMANAS.

CEFAZ. # DE BACTERIAS ADHERIDAZ/CELx
PAOL 20 +0.88
PIZiS 31.83 +0. 41
FACiISere 47.05 +0.06
% 0.9 +0.09

* MEDIA & DESVIACION EZTANDARD DE 3 ENSAYOS

#¥= CONTROL SIN ADICION DE BACTERIAS, PARA ESTIMAR
EL NUMERO DE EBACTERIAS INDIGENAS.

=

SE MEZCLARON 5 X 10 CELULAS (TRATADASE CON TRIF3ZINA

2.5 mag/ml 10 HMINUTOS A 37°C) CON 2 X 1 BACTERIAS.

BACTERIASE NO ADHERID2 38 TIN E HIZO 1
FROTIS, SE COUNTO EL NUMEFRO DE BACTERIAS ADHERIDAZ/CEL



TABLA #3.

ADHESICN DE Pseudomonas aeruginosa
A CELULAS BUCOEFITELIALES HUMANAS.

CEPAS # DE BACTERIAS ADHERIDAS/CEL«
PAOL 20 +0.88
FIZi5-14 38.15 +1.23
PIZ15-2 37.35 +0.47
PAOUDSI) 28.90 +0171
T 0.9 +0.09

# MEDIA + DESVIACION ESTANDARD DE 3 ENSAYOS

#xz CONTROL E£IN ADICION DE BACTERIAS, PARA ESTIMAK
EL NUMERC DE BACTERIAS INDIGENAS.



-Debldo a que la Jisbegena PIZ 15 también presa2nta  un
incremente en la resistencia a la fagoolrtozts N0 vitro por
macréfagos peritoniales de ratén (39 ¥y 4a que este fenotipo
también es conferide a la cepa PAO! por el profage D3 (15,18},
decidimos evaluar la contribucién de DT a la adhezibn., Como se
vkserva en la Takia 3, el i)acterl-‘)fag-; D3 tamlilén causa un
incremento en la adhesitn de FAO1, si bien eéste es menor guse

el causado por el FIZIS.

FIZIS AUMENTA LA ADHESION MEDIANTE UN MECANISMO, ADICIONAL AL

HMEDIADO POR PILI, QUE REQUIERE ENERGIA

Ze ha descrito gque la adhesidbn de la cepa PAO1L de
Paeruginosa a c2lulas bucoepitellales humanas esti mediada por
los pili bacterilanos y ocurre mediante un procese independiente
de energla (41),
coen el propésito de determianr si1 la adhesidbn aumentada de la
cepa PIZIS ocurre por el mismo mecanismo de adhesidn de ia cepa
FAO!, medimos ia adhesitn de ambas después de someterias a los
zlgulentes tratamilientos:
a} Muerte por calentamientc¢, tratamiento gque ademas elimina
lvos pill de la szuperficise Dbacterianal(4t)
by Muerte por irradiacibtn con luz ultravicleta, en la gque los
pilt no £on eliminados  (41).
En amkos tratamientos, confirmamoc: la muerte Pactsriana por la
ausencia de crecimlents en agar nutritivo.

En los resultades de la Talkla 4 podemos observar Jus la cepa



TABLA #4.

EFECT2 DEL CALOR Y LA LUZ ULTRAVIOLETA SOBERE
LA ADHESION DE Pseudomonas aeruginosa A
CELULAS BUCOEPITELIALES HUMANAS.

CEPAS TRATAMIENTO HBACTERIAS,/CELULAx
PAO 1 . 23.5 1.7

¢ 3.3 +0.70

u.v 20.9 +0.88
FIZ 15 . 30.7 2.5

c 4.0 1.8

U.v. 23.2  +1.06

* MEDIA :+ DESVIACION ESTANDARD DE 2 ENSAYOS

U.V.=: LAMPARA GERMICIDA GESC W A 40 cm / 0’
(Luz Ultravioleta) .

C = iDgeC /7 2 hrs.

LAS CONDICIONES DE ENSAYO 50N LAS DESCRITAS- EN LA TABLA
Mc¢. 2. EXCEPTO EN LA MUERTE BACTERIANA POR CALOR (100°
Z/2 h) & POR IRRADIACION CCN LUZ ULTRAVIOLETA (LAMPARA

GERMICIDA GE 50 W DIST.4O cm DURANTE 10 main.



FAQ!1 muerta por caler practicamente no e adhiere, en tantc gue

la irradiacitn con 1luz ultraviecleta no afecta la adhesidtn. Estc.

‘o

resuitados confirman los reportados por  Woods et al, (19390
Al contrario de lo que ocurrio con PAQY, la cepa PIZIS mostrd una
reduccitn significativa en la adhesidn cuando {fueé muerta por
irradiacitn. Igual Jue PAOY, PIZ'S praci.camente no se adhirid
cuando fué muerta por calor.

De estos resultados concluimos gue el bactertdfagos FIZIS
aumenta la adhesidn medlante un mecanismo adicicenal al mediado
por pillL .

Fara confirmar la conclusidtn anterior, hicimos una serie dJde
experimentos en los que 1inclulmes en el ensayc de adhesidon un
desacoplante de la -fosforilacidn oxidativa con el propdsito de
inhibir ia sintesis de ATP de las cepas bacterianas.

Lus resultados de esta serle de experimentos se muestran en la
Tabla 5. .La adhesion de la cepa PAOL -no se afecta por les
desacoplantes c¢arbonil clanurce m-clorofenil hidrazona (CCCF) o
2,4 dinitrofenol (2,4 DNP), lo gque c¢onfirma, gque por otro
¢criterio, que el mecanismo de adhesitn de esta cepa nv requiere
energla, solo la presencia de pili.

La adhesibtn de 1la cepa PIZi5 por el contrario, disminuye
drasticamente por afecte de 1los desacoplantes. Esteos resultados
confirman la conclusidtn de gque el bacteridfago FIZI5 aumenta la
adhesibn de la lisbgena PIZ15 medlante un mezanisme (adicional al
descerito en la literatura, mediado por pilli), gue requleres
energia.

En la Takla 5 podemos observar tamblén Jue el aumente en la



TABLA #5.

EFECTC DEL CCCP Y DEL 2,4 DNP SOBRE LA
ADHESION DE Pseudomonas aeruginosa
A CELULAS BUCQEPITELIALES HUMANAS.

CEFAS TRATAMIENTO #EBACTERIAS ACDHERIDAS/CEL=x

PAC!1 - 19.5 + 1.3
cceP 235 + 0.4

2,4 DNP 18.4 & 0.55
PIZ15 o 375 + 0.4
CCCP 2.7 &+ 0.3
2,4 DNP 1.3 & 0.3
cCcCP 18.6 + 0.66
PAOI(D3) - 28.9 + 0.98
2,4DNP 28.0 + 0.77

¥ MEDIA + DESVIACION ESTANDARD DE 3 ENSAYOS
LAS CONDICIONES DEL ENSAYO SON LAS DESCRITAS EN LA TABLA
No. EXCEFTO POR LA ADICION DE CCCP (50 mg / ml) & 24

DNF (250 g / ml), DURANTE LAS 2 HORAS DE INCUBACION.



adhesidn de la c¢epa FACL gue rausa el bacteridfage D3, es
tndependisnte de energla, va gue la listgena PAOL (D3) presenta

la misma adhesibn con ¢ sin desacoplantes,

EL INCREMENTO EN LA ADHESION DE PIZIS SE DEBE AL CAMBIO
SUFERFICIAL GQUE LE CAUSA EL PROFAGO A HNIVEL DE SU FPROPIO

RECEPTOR,

La 1lisbgena PIZI5 no permite la adsorcion del kacteribfago
FIZ15 (40), lo 4gue demuestra due el profage altera su proplo
receptor en 1la superficle Lkacteriana. El receptor para FIZI5
probabalemente es el antigeno "0O" ya gque la PIZIS tampoco permite
la adsocitn del Dbacteridfago D3I del cual se ha reportado qué es
antigeno "O"-especifico ¥y una vez gque lisogenlza a la cepa PAO!L
le causa un cambic superfictal en el antigeno "O" que
imposibilita que pueda adsorkerlo.

Asl, la lisdbgena PAOY(D3I) tampoce permite la adsorcibn del
bacteridfage FIZIS (10),

Para averiguar si el camblo superficial inducido por FIZIS en
la lisbgena es el responsable del incremento en la adhesion, en
nuestro laboratorioc se obtuvo una mutante de PAO! resistente al
bacteridbfagoe FIZIS y se confirmd gque la resistencia se debla a
una alteracidtn en el receptor para FIZIS 1o gque 1mpedia
su adsorcion (10). Cuandoe medimos la adhesidén dJde esta mutante
(PAOL/15) a células Dbucoeplteliales humanas, encontrames gue la
iteracion en el recepter fAg1ce causd un 1ncremento de 4 veces

en la alhesidbn respecto a FAQL Yy que este es 1ndependiente de



energia (Tabla 6).

Asl, para gque se presente el incremento en la adhesidtn noe se
requiere la presencia del profago FIZIS, kasta con Jque hava
ocurride la modificacidtn en el receptor bhacteriano para el fago.

Un fenotipo mas gque el profage FIZIS le sonflere a 13
listgena es la resistencia al efecto bactericida del suero humanc
normal. Esta resistencia se debe también a la alteracién en el
receptor fagico y no requlere la presncia del cromosoma viral en
el interior de la bacteria ya gque la cepa PAOL/15 es resistente
4l suero ne permite la adsorcion de FIZI5 ni D3 siendo el mismo
zaso para la sepa PAO1Ser2 (10LEl caso de la cepa PAOiSerZ sera
tratada en la parte de discusidOn ¥y conclusiones.

En la Tabla & podemos observar gque la cepa PAOlSerZ tambilén
muestra una adhesitn aumentada celulas bucoepiteliales humanas

sin embargo esta es 1independiente de energla.



TABLA #6.

EFECTC DEL CCCP Y DEL 2,4 DNF SOBRE LA
ADHESION DE Fseudomonas aeruginosa
A CELULAS BUCOEPITELIALES HUMANAS.

CEFPAS TRATAMIENTO #BACTERIAS ADHERIDAS/CEL»*

PAO!L - 19.5  #1.3
CCCP 23.5 +0.4
2,4 DNP 18.4  +0.55
PAOL/15 — 79.3  +0.05
18.6 +0.66
PADISere -— 47.0 +0.98
2,4 DNP 46.4  +1.09

*» MEDIA : DESVIACION ESTANDARD DE 3 EN3ZAYOCS
LAS CONDICIONEZ DEL EMSAYC SON LAS DESCRITAS EN LA TABLA

No.2



CONCLUSIONES ¥ DISCUSION

La adnesidtn #s un factor importante para la virulencia de

Pseudomonas aeruginosa ya gque es un pre-reguizsito indispensable

para gue la bacteria pueda colonizar y Fposteriormente 1navdir al
hespedero causandeole una infeccidtn lecal y/o sistematica. Este
microorgansime es 1nvasivo Yy toxigénico capaz de causar cuadros
c¢linicos muy variades, predominando infecciones ur‘mlarla.s, tticas
oculares y de heridas dJquirurgicas y gquemaduras (27).

Se ha descrito gue el mecanisme de adhesidon de P.aeruginosa

a celulas bucoepliteliales huamanas {modelo de adhesitn
ampliamente utilizade por sencille bkarato y reproducible), esta
mediado por pilli ¥ no requiere energia metabdlica ya que mientras
las bacterias posean pill se adhileren, atn y cuando hayan sido
muertas por formalina o© luz ultraviocleta (44).

Por otro lado, practicamente el {00/ de las cepas c¢linicas de
P.aeiﬂuginosa son  llsbtgenas y algunas de ellas albergan hasta |10
profagos diferentes (15), Esta gran abundancia de lisdgenas entre
las cepas clinicas llevd a nuestrc grupo de: trabajo é postular la
hipotesis de gue los Dbacteridfages de P,aeruginoesa contribuyen
a elevar su v.t‘rulen(:la‘

En este trabaje hemos demostradoe gque el bacteritfago FIZi5
aumenta la adhesidon deée P.aerugincsa a células bucoepltenal-es
humanas (Tabla 2) Confirmamos también gue este incremento se

debe a la presencia del profago yva gque 1o preseantan n¢ solc la



lisbgena gque construimes niclialmente, sino también otras dos
lisbgenas construlimos en forma 1i1ndependiente en nuestro
labora.torjj_-.o (Tabla 3).

En el -x-)resente trabajo también confirmamcos los resultados de
adhesidbn de la c¢epa PADL a c¢elulas Dbucoeplteliales humanas
reportados por otros 1investigadores, tanto en lo relativo al
numere de bacteria adheridas por células (Tabla 2 y Ref.d4) como
el hecho de gue la adhesibn de esta cepa ocurre mediante un
mecanismo independiente de energla (Tabla 4 y Ref.d4d)

Un hallazgo no descrite gque reportamos agqui, es el gque el
profagos D3 también aumenta la adhesibn de la cepa PAOL a celulas
bucoepliteliales humanas (Tabla 32).

Sin embargoe, el 1ncremento en la adhesidtn gque le confieren los
profages FIZ15 y D3 a la cepa PACL no es 1idéntico; el profago
FIZ15 1lo hace mediante un mecaﬁlsmo gue reguiere energla
(Tablas 4 y 5), mientras gque D3 lo hace en' menos grado y a traves
de un mecanlsmo independiente de energla (Tabla 5). Ambos fagos
FI1Z15 y D3, al lisogenizar a la cepa PAQ! alteran el antigeno "O"
(15,40}, no obstante, las alteraciones deben ser diferentes ya
que les fencotipos de adhesion de las lisogenas correspendientes
diflieren del.regquerimlento de energila.

Parece poco probable gue el mecanismo de adhesitn dependiente
de energla se deba, ademas del camblo en el antigeno "O", a otra
causa; ya due la mutante espontanea FAO1/15 fuée seleccicnada como
resistente al fagoe FIZI5 (por 1lo gue +tiene alterado el receptor
fagico, que es antigeno "O") y presenta un importante lncremento

en la adhesitn, el cual tambilegn es dependlente de energla



{Tabla %5). Adicicnalments, es3te resultado nos permite afirmar gue
no es necesario gue &1 ADn faglce se encuentre presente para gque
se 1ncremente 1la adneslbn, basta que la cepa haya sufrido el
cambios superficial a nivel del antigeno "O" (receptor para los
fagos FIZIS y D3).

Por otro lade, la mutante espontanea PAClSerz (que fué
seleccionada c¢omo resistente al efecto Dbactericida del suerc
huamane normal y pesee un cambio superficial en el receptor
fagico (40), también tiene 1incrementada la adhesitn pero el
mecanismo es 1ndependlente de enrgla (Tabla &)

Tomados en conjunto todos les resultades nos permite afirmar

que el lipopolisacarido de Fseudomonas aerugLnosa,

especificamente en el antigeno "O", participa en la adhesion de
esta Dbacteria a celulas Dbucoepiteliales. huamanas. Asi, es
probable gue existan Jdos componentes superficiales, ademas de los
Plll, que contribuyen a aumentar la adhesidon de P.aeruginosa a
ceélulas bucoepiteliales huamans: uno dependiente de energla vy
otro 1ndependiente. Alteraciones en cualquiera de ellos afectan
al receptor para FIZ15.

La energia requerida para incrementar la adhesidén pudiera ser
utilizada para:

a) Sintesis de-novo de una nueva adhesina

b) Transporte active de cationes gue favorezcan la adhesidn

{probablemente potasio}.
z) .In‘:r’emento de la movilidad flagelar gue favoreceria el que

las Dbacter:ias ze dirigleran a las celulas epiteliales.



De estas posibilidades, la segunda ser la mas acertada ya gque
en nuestro laboratorio se ha demostrade gque el potasio favorece
significativamente 1la adhesitn de las cepaz FAOLl, PIZIS ¥y
PAO1/15, en tanto que ni el .sodio ni el fosfato tienen efecto
(1. Queda por aclarar de gqué modoe el petasio participe en la

adhesitn de F.aeruginosa a eéelulas buccepteliales humanas.
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