
Universidad Nacional Autónoma de México 

ESCUELA NACIONAL DE ESTUDIOS PROFESIONALES 

" 1 Z T A C A L A '• 

o:_; 6 g /87 

"AUMENTO EN LA ADHESION DE Pseudomonas 

aeruginosa A CELULAS BUCOEPITELIALES 

HUMANAS POR CONVERSION LISDGENICA" 

TESIS PROFESIONAL 
QUE PARA OBTENER EL TITULO EN 

B OLOGIA 

P R . ~ ~ E N T A 

Joceline Adriana Arca García 

Los Reyes lztacala Edo. de Méx. Febrero, 1989. 

Umversldarl Naclonal Autonoma de Méxlco
- ."`í;¡† _ ì`.f¬i¡-_*ï 

1 ESGUELA NACIONAL DE Esïumos PRUFESIUNALES
'-1zTAcA|_A" V

Q Í
,-Am A _ A

på; äï P-¢`§9ü \-" Ñ ' un I `Íëäa.-†¬§1*-kw * A ,_ A

"AUMENTO EN LA ADHESIDN DE Pseudomonas
aeruginosa A CELULAS BUCOEPITELIALES

HUMANAS POR CONVEHSKJN LISDGENICA"

TESIS PROFESIONAL
Qu:-: PARA osn-:NER EL T|Tu|.o EN
BIOLOGIAA
rR1ì.SE1¬r'r¿

Joceline Adriana Arce García

Los Reyes Iztacala Edo. de Méx. Febrero., 1939



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



Este trabajo se realizb en el laboratorio q. de la 
Unidad de Horfol ote la y FuncH>n (U.H.F.)de l a 
E.N.E .P .IZTACALA bajo la direcc1bn del 11.en c. Sergio 
Vaca Pa<.:heco y con apoyo del Conse jo Nacional de 
C1en<.:i a y Tecnologla (Proyecto PCSABN:A0209óll-). 

Este trabajo se realizh en el labur-atdrld 4 de la
Unidad de Hdrfolngia y I-¬-uncltm [U.H.f-'Jde la
E.H.E.P.IZTACàLà hfljd la dlreccltm del 1'-1.1:-11 C. Se-rgm
Vaca Padhecd 1-' con apoya del Cdnsejd Hacldnal de
Clencla 1" Tecnologia (Pr-dïectn PCSABHfiUED'=?':›4}.



Gracias ... 

A mis oadres Ma.Elena v ~icruel 
por c'!arme su cariño, éÍi:x:!jo y 
las arnas para luchar en la vida 

."A mis hermanos Fabiola, Gabriela y 
Rodrino, por que esto sea un est!mulo 
y porque los adoro 

A la persaias m&s maravillosa 
Biol. Saul Flores Maya por todo 
lo bueno y malo, por su apoyo, 
cariño y constante est!mulo 

A mis arniqas Rosa Elena, Irasema, 
Sumiko, J. Luis y Martfu por 
derrostrame 10 que realmente sirmifica 
AMI:r,o y danostrfutreio 

Esta tesis es especialmente dedicada 
a dos persooas, que me enseñaron lo 
bueno y maravilloso que es vivir hasta 
e l final. •. 

(Mis abue litos fu .Iuisa+ y Carlos+) 

A mi · abuelito el Inr1. 0scar Orteaa 
por su ap::>yo y cariño que siempre 
rre ha demostrado 

Gracias . . .

A mis narìres Ha.E1ena 1: tflicruel
por darme su car1'.†`-ie, an-:ye y
las a.mas para luchar en la vida

FL mis herrnanes Fabiola. Gabriela y
Rndri-ne, pcs: -:_n.1e este sea im estimule
ff porque les ad.-:re

A la pera más maravillesa
Bic:-l.Saul Flúres Haya per t-:adn
le bueno 1: male, por su apoye,
cariño jf -senstante estimule

A mis amidus Emsa Elena. Irasana,
Sumil-ze, J.Luis y Martín por
darostrame le que realmente sirrnifica
MEGU 1.* densstrânneïe

Esta tesis ee especialmente decìica-:ia
adespersenas, quemeenseñaren le
'suene 3.' me.'r:a1.ri1lc›se que es vivir hasta
el final...

(His aìrfuelibos I-1a.I.uisa+ 1: C'.arlc¦s+}

A mi ' ahuelitú el In=1.Úsc:ar Drteda
porsuepoyeïeariïnqimesimpre
me ha demrzfstrafle-



Gracias al M. en c. Sergio Vaca Pacheco p:>r su ap:>yo en esta 

dif icil tarea que es la tesis. 

A mis carpañeros del laboratorio Gaby, Lupita, Diego Ramón, 

Froylan, Andres. 

A tedas las personas que de alguna f ornia tuvieron que ver oon 

la culminación de esta tesis. 

Gracias al Biol. Saul flores Maya p:>r el dibujo realizado en 

la presente t esis. 

Gracias al M. en C. Eerqic vaca Pacheco por su apcyc en esta

dificil tarea que es La tesis.

A mis ccnpañercs del labcratcric Gaby, Lupita, Diegc Ramün,

Frcylan, Andres.

A todas las personas que de alguna forma tuvieron que ver ccn

la cu].minacién de esta tesis.
Gracias al Bicl. Saul flcres Maya por el dibujo realiza:-'lc en

la presente tesis.



t . 

2 

1 N D I C E 

In t roduccit; n .. . .. .. . .... . .... . ...... . . ... ... . . . 

Bacteriofagos ... ... .. . .. . ....... . ............. . 

3. Ante cedentes 

3' 1. Adhe s ion ......... . . ... . ....... .... · ...... .. . 

4. Fa c tores de virulencia . ............. . ....... . .. 

5 Obje tivo s . ... . . ....... . . . .. ....... . . .... . . .... . 

6 . Materiales y metodos 

6 .1 Microorganismos 

5 . 1. 1 Bacterias ............. .. .. . , ........ . 

6. 1. 2 F a gos ........ .... ... . ....... .. . . .. . . . 

6. 1.3 Soluciones y medios de cu ltivo ....... 

6. 1.4 Metodo . de adlrnsion a ce1u1as 

Faunas 

2 

6 

11 

1 4 

1 5 

1 6 

16 

bucoep1tel1les..... .... . ... .. ........ 17 

6. 1.4.1 

6.1.4.2 

Obtencion de bacterias .. ............ . 

Preparac1on de bacterias ... .......... . 

6.1.5 Preparac1on de cel u las 

17 

17 

buco epitelial es. ...... ... ........... .. 17 

6.1. 6 Ensay o de ad l1es1on in vitro.......... 17 

7. Resultad os 

7. 1 Mod ificac ion su perficial indu c i d a po r 

e l fag o FIZ15 ................ . . . .. . .. . , 19 

7. 2 Increment o en la adhesión inducicl. o por 

el fag o F IZ15 .. .. . . ..... .. ........ . . 1 9 

7 .3 FIZ15 aumenta l a adhe s 1on med i ante 

I H' D .I U E

Paginas

Intrcduccicnun.. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 1

Bacterinfagcs . . . . . . . . . . . . . . . .“.“U... . . . . . .. E

Antecedentes

FECÍLÚPES 118 VIPHIEIICLH, . . . . . . . . . . . ... - . . . .... .

1 1 I I I I i lu I 1-IIu'I'l r 1 ü l I I I I I I I I I r ' I I-I

Materiales Y metcdcs

5

f.

6

6

6

6

5

1 Micrcorganismcs

lili I D I I I I I IIÚ Ii I I ¬ I Íiiililflf

.Ls sagas . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . _.

L3 Soluciones Y ledics de cultivcnnm

1.4 Hetcdc de adhesi-bn a celulas

huccepiteïiles . . . . . . . . . . . . .“...

1.4J Gbtencicn de bacterias............. H

1JLE Preparacicn de bacterias ........... H

fiifi Preparacicn de celulas

buccepitelialesnn.. . . . . . .H . . . . . . . H

5.1-5 Ellãâïü CIE' EUIHBSIOII 111 'V`J.Í.I"'0.......... 17

Resultadcs

TJ Hcdificacicn superfïcial inducida per

3.L Ad11ES1üH.n.H . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. G

11

14

15

16

15

LT

17

IT

1'?

El fâfiú FIZIS . . . . .H.“H.HH. . . . . . .., 19

TE incremente en. La -adhesicn inducidc pcr

el | . - . - u 4-1+;-..+-11 + + . . . ¬.

'L3 Fïfliš arunenta la adhesicn mediante



8. 

9. 

1 o ' 

u n me .;an 1smo, a. li JCH,nal al mediado por 

p il i , que requ ie re ener g1a ......... .. 21 

7 1t El i nc re men t o en la act r1e s ib n <:le PIZ15 

se debe al ca mbio superfic i al que le 

e ::;. us.1 e l profago a nivel d e su propio 

recept o r ............ .. . .. . . . ... .. .... . . . 

Tab las de Resultados ........................... .. 

co n e ' 1 is·i 0 nes y d i s e u s ion-. ... ... . ........ . ........ . 

·B i b l i o gr a f 1 a . ....... . .. . ... .. . . . . . . . .. . ..... . .. . . 

23 

25 

31 

35 

Lua me:anismc. adicicnal al mediadc pcr

pili. que requiere energia ......... ._ 21

"HL El ir.c:¬ementc en la adhesicn -ie PIEi5

se debe al cambie superficial que le

causa' el prcfagc a nivel de su prcpic

receptor . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . H E3

Tablas de Resultadcs ....... ... .. 25

Y üí-5cu$lün'|¶|†|¶lI f1†I'Ú1II!I'†I Ú

BlbllegraflaII-¡I-¡+1-rlrflvflrflllncnn1-+1-1--unar n 1 u un



1.INTRODUCCION 

El genero Pseudomonas com·prencle ba cil os · gram nega t1 vos, 11 •) 

esporu lados, que miden d e 1.3 a 3 um de l ongituc1 y 0 .5 um de 

e spes o r, s o n mt1v1le s de b ido a l a pre .z en i: i .s üe un ±· l,:¡ ;'. ~ l ·:.1 

p olar (36) . 

Exis ten va ria s especi es d e Pseudomonas que tienen impor t an ci a 

medica . den t r o de es tas podemos encontrar a Pseudornonas mallei , 

responsable d e la e nfermedad del muermo;Pseudomonas ps eud•)ma.l le i 

q u e p r oduce la enfermad ad denomina,da meloidosis; Pseudomonas 

cepaci a y Ps eudo rn onas maltophilia considerad as corno patbgenos 

o po rtuni s ta s y solo o ca s i o nalmente as o c ia das con 

e n f er me•1ad es (13 ) . 

Dentro de la ca tegor ia de la s pa tbgenas oport un1 s tas , pod emos 

encontrar a pseudomonas aeruginosa causant e d e un 10/. ,1 un 20;< 

ele las infec ci on es 

1n mun ·.) de pr irn .ídos, que 

noso c o m1 a le s , 

h a n s uf r i do 

en pa c ientes 

qu.e ma d u r a s 

.somet ieron a i nter venc i on es qu1rurgi cas (261. 

que 

graves 

es tan 

o s e 

P.a. e r u g1n•)Sa c r ece en f orma de mi crocolon ias, cub i er t a s por un 

moco d e natu raleza p olisacar 1d a (alg1n a t o) n a ciendo pos ibl e q ue 

la bact er ia s e adhiera a s u perf ic i es d e l suelo o lüen se manten ga 

e n la s su per f i c i es ct e aguas •1 u lees o ma r in a s (9) . En i"t os p1 tales, 

e-s fa c t lJ) le e n co n t arar l a e n ó:o l u c1ones oft á lm icas, a n t i s e p ti <~os , 

i n fu s iones, Jabones , apa.ra l ~: s d e suGc1on, ve n tilad ores , esp on jas , 

t er mbm e t r os , entre ot r os (7 ,13 ). 

Po r o ·t. ro l a do , d ebern <) S rle s um ar t a res i.$ t e n G1a. d e 

' 

l.IHTRODUCCIOI\l
El EQHE-'PO Påfillüümfbfiñä COl'Il`PI"€l1C1E" DHCIIÚS SI"ã.IT| I'lESå'l'.1'¡-"GS, HL)

esporulados, que miden de 1.3 a 3 um de longitud Y 0.5 um de

espesor, son moviles debido a la presencia ale un Hegel-:i

polar (3-ol.

Existen varias especies de Pseudomonas que tienen importancia

medica. dentro de estas podemos encontrar a Pseudorponas mallei.

responsable de la enfermedad del muermo;Pse¿iidom9_nas____ps_e3¿_do_ma1__l_e__i_

que produce la enfermedad denominada meloidosis; Pseudomonas

1-* l'1seudo1n_o_naHs____Jma_lt¿ophLilliLa consideradas como patogencs

üPüI"LL¦'.]`l1S†ã.-S Y SÚIÚ 0CãS1t`JI'l.-ì1fl'lE'I`l†.E HSÚCIEIÚ-35 Cüfl

E'fl"ifE'I"Iìì'E'*IÍãII1E'S (131.

Dentro de la categoria de las patogenas oportunistas, podemos

encontrar a ESE.-J4_ü_c1no_i_ias_Lpaerug_in_o_sa causante de un wifi a un Eos

«JE 13.5 lI`lfE't2'C1C>I`l&$ 11050-f.`.`C›¦TlJ.¡ìl&S, En PãC1.E'I1†.E'S 'I-I`L`-'nfi' Eåtåfl

inmunodeprimidos, que han sufrido quemaduras graves o se

.ic-r.1etiero›n a intervenciones quirurgic:-is (E81.

ii (D ri ciï gingg, crece en forma de microcolonias. cubiertas por un

moco de naturaleza polisacarida falginatol haciendo posible que

la bacteria se adhiere a superficies del suelo o bien se mantenga

en las superficies .te aguas dulces o marinas (91. En hospitales,

es factible encontararla en soluciones oftalmicas. antiseptlcos.

infusiones, Jabones. aparatos de suocion, ventiladores. esponjas,

†_ermometros. entre otros l?,13). `

Por otro lado, debemos de sumar la resistencia de

F*.aer-ii¿ç1._r¬¿o_:-±¬__-:_± a una amplia 9-.ima ie .anti1:.i-oticos. en virtzii -:ie

'Ii



que en la mayoria de los cas os poseen p lasm1dos, es decir 

e lementos e xt ra c r omoso micos q u e c od ifican para enzimas que 

modifican o ü egrad a n an tibio ti •; os .( 7 ,9,15,24 ). 

Las posibles razones por las que s e han seleccionado cepas de 

P.aeru1::inosa resistentes a antib1ot1cos son: 

1) El amplio uso de antibióticos en los 11ospi tales 

2) El hecho de que el principal hal'.51tat d e esta .bacteria es e. 

suelo, e n el qu e con v1 ve con una ampl ia va!'1eda cl .1t.· 

microoorgan1smos productores de an tibi o t 1 co~· 

(9,15). 

Los plá.smidos , apar t e d e conferir. resistencia a a l gun ::· :: 

antibiót i cos t ale s como es t rept o m1 c1na, amp1 c11 1n a. 

cloranfenicol; pueden producir efecto sobr e la superficie d •º ~'°'·: 

bacterias , trayen do c(;nsigo la aparicibn de nuev os determ .u1antF< .:· 

ant1genicos y cambios en la est ructura d e l lipopolisal'.:ctl'i (\ ,,, t :1 

es el caso de l os plá.sm idos Rl , R100 y R6 ,5 

modi fi caciones al lipopollsacarido y l a apar1cibn de nue v a<.: 

pr o telnas en l a meml)rana . e xt e rna (2 3,24,25,3 1,32). 

2 .BACTERIOFA GOS 

Los fag os se definen como entidacles s ubcel ulares, ca pa ces d e 

ingresar en las cel u las vi vas y reprod uc1rs e solo en dicha s 

cel ula s (19,22) . Esto los paras1 tos 111 t ra c el ulare .s 

o b l igatorios. 

Los fa~: 1)S e:o;UJ.n forma <:tos principa lmen te por pr0te1nas y í >NA 

en pr ~. p o r c:cr ne:::. .,;prc :\!tn a :iamente iguales (19,2 2 ). 

que en la mayoria de los casos poseen plasmidos. es decir

elementos estracrolnosomicos que codifican para enzimas que

modifican o degradan antibioticos.lT.9.15.E4).

Las posibles razones por las que se han seleccionado cepas de

Fuaeruginosa resistentes a antilr.-io-ticos sor.:

1) El amplio uso de antibioticos en los hospitales

El El hecho de que el principal habitat de esta bacteria es

- suelo. en el que convive con una amplia variedad io

microoorganismos productores de an t i bio t i c c s

(9.15).

Los plasmidos, aparte de conferir, resistencia a algunff:

antinioticos tales como estreptomiciiia, ampicilina if

cloranfenicoli pueden producir efecto sobre la superficie -_-le

bacterias, trayendo consigo la aparicion de nuevos determina±-.+.=..-

antigenicos Y cambios en la estructura del lipopolisacarido. tf-1'

es el caso de 1-os plasmidos R1. E100 Y 126,5 provr-caaii-'

modificaciones al lipopolisacarido ';~† la aparicion de nuevas

proteinas en la membrana ei-:terna ¿$3.211-.Eo,31.3E').

E.BACTERIÚF'AGOS

Lüã ¬fã.HLI'=S SE 41E*Íll'iI.ìI`l Gdmü El'1Í.l1I.1EìC1E'$ St11`3CE1`t11¿'lI"E'$. É'-ìp'-ECES QE'

ingresar eii las celulas vivas 1? reproducirse solo en dichas

celulas li'~?J.¿2l. Esto los liace parásitos intracelulares

oliligatcrios.

Los fag-os estan formados principalmente por proteinas if MIA

en proiz-or='¬if-nes .apiic-:nmaiameiite iguales {i9,E'E).



se han detec t ado 2 tipos Li e f agos en re fe ren(:ia a .>u ci cl<:i c:le 

vi,:i a: t-1 lit1 co y e l liS •)geni c o (F'1g .I ). 

En el c i c lo Lie v ida existen 3 pasos secuen c1a1e~' : 

l. Adsor cibn : El fag o s e fi ,ja a la b a cteri a re c::n ,)ci e ndo 

l' e ceptores especif1c os en la superficie ba c ter·1ana (!1, 19,2 .:" ). 

2 ?eriodo de la t e ncia o fa se vege t a t iva : Poco desp u es d e la 

inyecc1on l~ entrada del material genético v i r al, se ini c. 1a l a 

expres H>n de ge n.es t empranos d el fago que cod if ican para 

pr <)tei n as 1nvo1ucracla s princ ipalmente en el cese de la sinte:'.'is 

d e ac id os nuc lei cos y proteinas b a cterianas y en la sintes1s 

d e a c 1cl os n u cl<:> i c os virale s . La s in tes i s ('i. e estos a c Hl os 

nu cleicos coincide con la transcr ipc1on de genes tardios de l fago 

i n V •) l u cra ctos en la sin t esis el e proteinas estr·u c t urales fag l e as 

para , Lie esta manera generar nuevas particulas infecciosas. 

3. :.. üis: Rompimient o de la célula p or a c :; ion <1e enzimas 

lttica s cocl1ficadas por genes v1r:i.les t ardios, liberandose las 

n:1 e v .1 s protei na.3 infe •;ci os a s (1l,22 J . 

. Fa r·a el cic lo r1 e v il1a de u n fago lisogéni co tempera d o es t e 

in fecta a la ba ~ teria de manera s1mi la!' al fag o 11 tico si n 

e ml> ar ;5o , u na. vez i'nye c ta<l o e l acid o nu c leic o •s t e p u e cle 

in co t'porars e al Cl") mos ,; ma bacteri a n o ó ma n tenerse .;omo pla s mi ::lo 

e n e l inter1 <:: r ce lul a r rec1J)lend<) el n •) mb r e (t e profago y la 

ce ¡: .:i. p( rt aJora e ¿, una l i.>bgena . Po(l.em os .;1t ar un e ¡e mpl o en 

e l que el pro fa. g e~ permanece .:om<..· plas rn1do man t eiu e nd o.;:e :ó' l1 el 

: nterior cel u lar. ~ al e s el c aS(• :.! el fa go PI <1e Esc l1er1 c lH a 

Se han detectado E tipos de fagos en referencia a su ciclo de

viia: el litico v el lis-:ugenic-tf lF'ig.ll.

En el ciclo de vida existen 3 pasos secuenciales:

1. adscrcicg: El fago se fila a la bacteria reconociendo

receptores especificos en la superficie bacteriana 1'll,l9,E-El.

E Periodo de latencia o fase vegetativo: Poco despues de la

inyeccion c entrada del material genetico viral. se inicia la

expresion de gen_es tempranos del -.Fago que codifican para

proteinas involucradas principalmente en el cese de la sintesis

de acidos nucleicos if proteinas bacterianas Y en la sintesis

de acidos nucleicos virales. La sintesis de estos acidos

nucleicos coincide con la transcripcion de genes tardios del i-'ago

involucrados en la sintesis de proteinas estructurales fagicas

para, de esta manera generar nuevas particulas infecciosas.

3. I_=._¿_._=1_i§: Rompimiento de la celula por accion de enzimas

ìtticas codificadas por genes virales tardios, liberandose las

n1_ie=.'._=..s proteinas infecciosas (11.221.

-Fara el ciclo de vida de un faeo lisoeenico temperado este

infecta .i la loacteria de manera similar al fago litico sin

embargo. una ver inyectado el acido nucleico ¡ste puede

incorporarse al cromosoma bacteriano o mantenerse como plasmido

en el interior celular- reciloiendo el nombre de profano v la

cera p=:rta.iora es una lisoiiena. Podemos citar un ellemplo eii

el que el profano permanece como plasmido manteniendo-se en el

interior celular. tal es el caso del fapo Pl de Esclieri-*lla___..__..._a.¿_._..

__'.¬l;-. En la lisiseiiiza-:ic-i'i por otros Joacteriofapos -:le ågoli
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como el fag o larnl~ cla , el genoma vi ra l se integra al c r omosoma 

'.)acteri a:-,o en ;in .>1t i.o especifico clen omina:i :) attB entre los 

operon e s !@l y J::?lo . En am bos casos se reprime la expresion 

de los gene :o: estructur:1!es y ele 11s is por a cc it; n de un represor-

codi flcal1 0 por el gen oma viral (19). 

La frecuencia de c epa s lisogena s (po rtadoras de 

profag os) entre la s cepas cl1nicas de P.ae r u 1ü n o;:_ª es cercana 

a l 1001. (2 ,1 3,15,21), contrastanclo con Esct1e rich i a coli :i oncle 

la frecuencia es apr oximadamente el 10/. (13). La p olilisoge :11 a 

mas de un profa go por bacteria ) parece ser G.')m\.Jn 

en F.a. eruginosa , al gr a do de 11aberse deteGtadt) una cepa que-

al o_ia has t a 10 profag os diferentes 13 ). Se des c,; n oc e 

que f a ctores determinan esta alta frecuencia de lisogenia en e s t a 

bacteria , sin eml:iargo se 11an detectad <) cepas lisogen1cas q uo:· 

aparte de l a habilid ad que tienen para procluci r fag os, y ser 

inmunes a u na s u p eri n feccion p or fagos homologos present..i n 

u na seri e de cami)ios conoci dos como con ?ersibn lisogenica . 

En el caso de bacterias gram negativas, e l estado ele llsogenia 

esta frecuentemente asociado con cambios e n el an t1gen o "O", 

apa ric1cn l1e nuevas proteinas especificas en el ex terior de la 

mernl, rana, asi como la p r oduccion de t ox inas y antib.tbticos 

(15,151 . 

Du n1 tracopoul u .s " 1 Bartell,(11) demostraron en ratones que la 

LD de la cepa El de P.aeruginosa d isminuye cuando esta ha sid o 
50 

li:';ogeni :: a l1 a por el bacter1o fa go 5, d e J:-;iclo a ca mbio:> en la 

co mpos1cibn q uimi ca y activh1ad Jüolbgica ele la g!1col1prote1na 

ex t r a ,~e lular uer Li b ia A). 

ccm.o el .Fago lambda. el ¡genoma viral se integra al cromosoma

oactel'-iazio en un sitio especifico denominado attB entre los

operoner à Y Igg- En ambos casos se reprime la expresion

de los genes estructurales if de iisis por accion de un represor

codificado por el genoma viral iiiïl.

La frecuencia de cepas lisogenas (portadoras de

profagos) entre las cepas clinicas de Raeruginosij-l_. es cercana

al loca (2,13-.15.21l. contrastando con E_sclier_icnia coli donde

la frecuencia es aproximadamente el los (13). La polilisogenia

( mas de un profago por bacterial . parece ser comun

en Raeruginosa, al grado de liaberse detectado una cepa que

aloja hasta 10 pro-fagos diferentes 1.' 13 ). Se desconoce

que factores determinan esta alta frecuencia de lisogenia en e~.-ta

bacteria. sin embargo se han detectado cepas lisogenicas que

aparte de la habilidad que tienen para producir fagos, v sel

inmunes a una superinfeccion por fagos nomologos presentan

una serie de cambios conocidos como conversion lisogenica.

En el caso de bacterias gram negativas, el estado de liso-genia

esta frecuentemente asociado con cambios en el antígeno "O"-,

aparicion de nuevas proteinas especificas en el exterior de la

membrana, asi como_1a produccion de toxinas Y antibioticos

iloaol.

Dimitracopoulus 1,* Bartei1,(ill demostraron en ratones que la

Lfiignde la cepa El de Paeruginosa disminuye cuando esta ha sido

li:i=ogeni:ada por el bacteriofapo El, debido a cambios en la

composicion igulmi-:ra if' actividad biologica de la glicoliproteina

e;-:tr-acolular (aer tabla .-il.



TABLA A. 
EJEMPLOS DE CONVERSION LISOGENICA EN BA C'fERIAS. 

Bacteria Fago(sJ 

f: .1c111 us mega tl1er1 um 1pt ,3 

C°•).cr.:1ebacter ium d i Ph t h er1ae Bt ox+ 

St rep_!,_c~c·:>ccus pyogenes 
Gr· u pv A 

? se udo monas aerugi nosa 

!,'li1Z ') J:-1um trif c.ll1 

·11J;r10 f e tus 

1~ 20 

T12 g l 

P2 

D3 

VFP-13 

Efect os 

Cambios 
f o l o gia 

reportaclos 

en la mor­
colonia l . 

Tox i na d1fter1ca. 

En te ro t ox1na A. 

Tox i n a de escarian 
t 1 na . 

Increment') a la 
senc1 v i l1dad a la 
5- fl u or(•deox1 y r i .­
<1ina. 

Camln os en an t1ge­
n o s so ma t i cos y 
perdida en l a h a b1 
l 1da 't de adsorc1bn 
al fa go D3. 

Caml::'·iüs en an t1ge-
nos soma t1cos y 
pecd1da .;,n la 
hab1l1<1ad de 
adsorcibn de los 
fag os 7,7 c: r y 8. 

T<:> ma. clo r:le BarKs(lale (2). 

TABLA
EJEHPLUS DE COIIVERSIOH LISOGEHICA EH BAGTERIJLS.

__!-H-|___._ .__ _.|_ _ __'_____ .__ _

Eacterla Fagüis) Efectos re-pc:-rtaclos
_ 1' ' ` -___- __ _ _`_I I'-ll.” “_” ___”-'__'." .l_ Iii. _ _I__ __.L. .-_. _.. __.. 'I ._'_I_.. .___ _

1€;-1_=;:¿Lus mejatherlum 1pt,3

=I'-¬_1*1¿__:_'±f*1:>a±:±er1um fcllplïtherlae E†.f.u-:+

.;`_†.-LLEÍ`lï;_›l«'~_Í'a."fÍT4Í'1.J..'à`- -H.1..lI"E' LIS ¿i-ÉÚ

ÉÉ- 1'_"§' `-.§“_'_`-_-',Í_'_*-` Éïfƒš-'Í C Llš_E1' QE-5'-' -*ll E.-E T1-EfEl
E1 'EJ II- A

§3ì3`_'-1*? _f_'}fi«`_ 1.1?-F1 *3'-7'_1_-`-± P 3

Et-a=r1±f¬1;:l§=n1=:›11_=1$1 _1fi±:?L1g1_11-rfså D3

5_111.z-*›1:~1u_m t1'j__ifc-111 T.7-1:1"

'J11;›1~1:.~ f-at'-¿s VFP 13_' _' .__

.n.±¿í_._._.í.±.;..-.-.n._._.¡.¢.

Úãmblüã E11 la If1II=I"*-
fslagia cülonlaì

Taxxna dlftërica

El'L'¡;*9I`”'Í¿1Z;JI'IJ.1`Lk1 A.

I

1.

T.:~:<1r1a de escar-lan
†.i1¬.-3..

Incz~.err_-ent-;» a la
senc1v±11<1ar1 a la
'5-f1uc1rc~:1ecx1y1¬~i-
ïfliflä.

C-3111?:-'vl-'DS 911 EìT1Í1SE'-
I'H.`1S SQITIHLICÚS Y
perdida en la habi
lldacl de ac1sm*c1t›11
¿il fšlgü D-3.

C-E.lII'¦.ÍÍ-lC›$ E11 E|.1"1'¡l1¿'E'-
nas sumëi†.1f:=:›s Ir'
pe-1¬:11.:1a -en ia
hab11:1.=:1af:1 1:1 e
adsorclbn de las
fagüs T.T-::rr- 11 5.

E¦e1'¬:'L1pf;› V .al 1.
_ _ _-__ .__ -.-__ -_ __ _._. _-.. .___ _ . _._. _ . .¡._ .__ _ _..__ __

-'¬'-'¦'l`!âf¬I¡.O fÍlE.' H-:". 1`1'~l$¢I1¢1lll' .-"-*rTu I-1"



3. ANTE CEDENTE S. 

L,1 vi r ulencia d e u n rr.1 croorgan1smo se d efine como la 11ab1lidad 

qu e tiene p a r a as oc1ar .>e c o n su h ospedero, para 111 vad1r y 

multi pl icarse de nt ro d e !=ste . Esta definicibn de virulencia e s 

¡:-ro p ia para ?. aeru iünosa, en rela c1bn al ser humano com 0 

hospeder o (27). Ent r e las propiedades c omunes a much os 

microorganismos er. l a prnd. ·clcc.i.l:>n de 12 i.rdecc1b n se enc uentran: 

la a dl1es 1bn, l a pro l1fe rac1b n l ocal, el d.aho a l t.eJHlo, la 

invasion y la d1se m1 n ac1on (41 ). 

3 .1A DHE SION 

La habili d ad de una ba c teria para adherir s e a .:: e l u las 

ep1 t elia les es ta a s ociada , en la mayori a de l os c asos, cc1n l a ,, 

estruc turas de la s uperficie en este ca so los pil1 o fim b ria s, 

pa r a gram negati v as y, f1mbr1 1la o fimbr ia en bac teri as gram 

p o s1 t1 va s ( 3 ,9 , 4 3 ). 

Los pili (o f1mbr1asl son p olimer os d e pro te1 nas c ompue~. t ·:o ::. 

po r s ubunidades i ctent1cas , unidas por puentes d e hidrógeno . o po r 

·inter acc i ones hid r ofóbi cas . Las subunidades tiene n un P.M . dE· 

c. ooo a 26 ooo d ; estan f ormadas e n un 50 % ele aminoa c1dos n o 

po l ares .Y su p unto 1soe lectrico oscil a ent r e 3. 7 y 5.6 (3). 

Recien t emente se ha de mos trado una correla cibn in vitro de 

la adhesión de cac i los gram negativos a epitelio respiratorio 

s upe r i o r, me d ia da p o r Pl 11 y la coJonizac ibn por e stos 

..:i rg a n 1sm03 ( '±!.'1- 4 ) . 

É-.AHTEC L'If1 'CS1 CITI í I-I-I L'-'-'.| U3

'i sir-uls:1=;-ia ìe un microorganismo se define somo la habilidad

que tiene para asociarse son su Iiospedero, para invadir Y

multiplicar-se dentro de este. Esta definicion de virulencia es

propia para Raerueiiiosa, en relacion al ser humano como

FE ¬ihospe-:ìero `. Entre las propiedades comunes a muchos

microorganismos en la pi¬f'--2'.-.tic-s.†o:¬. de le infeccion se encuentran;

la adhesion. la proìiferaoibn local. el :lane al teJir1o, la

invasien 'ƒ la diseminaoion .[413-.

3.1ADl-IESIGH

La habilidad de una bacteria para a-.iherirse a oeìulas

epiteliales esta asociada. en lla mayoria de los oasos, oon ia.-*

estructuras de la superficie en este caso los pili o fimìorias,

para gram negativas Y. fimbrilla o fimbria en bacterias gram

positivas (FL9.-'-I-3).

Los pili io fimì:-riasì son polímeros :le proteinas cempuesms

por subunida-:les icle:itioas. unidas por puentes de hiclrogeno -.'.- por

interacciones hidrofoìoioas. Las subunidades tienen un P.I-1. de

S3- G0@ a E5 GCG ti: estan formadas en un 50 If; de aminoaoicìos no

polares _Y su punto isoeleotrioo osoila entre 3.1' y 5.6 (31.

Recientemente se ha demostrado una oorrelaoion in vitro de

la adhesion de ìoaoiios gram negativos a epitelio respiratorio

superior. mediada por pili y la oolonizaoion por estos

organismos {41.=L¿H.



proporcionan una fuerte evidencia de la importancia de los pill 

¡:-ara la adh es1 bn de P .aeru1unosa a eplteli c. r e sp ira to ri o 

s u peri ·) l" . FarJ. dem é>strar el papel .i e l os p1l1 en la a.:lr1eslt·n, 

woods e t al(41) , matar a P.aet'uglnosa con calo r o f orma lina, 

lo s <) rgar:.1smos pierd en la capacidad de adherirse a 

.::e l u la.> epi tel1ales bucales; m1en tras que matando 

a P .a er uginosa con luz ultravi oleta, esta retiene la capacidad 

•1e a d h erirse a cel u las bucoepte l ia les in v l t ro. es to se debe, 

a que se pierden los pili despues del tratamientc. con calor o 

formalina y se retienen despues del .tra t amient o con luz 

ctl -tra v ic•leta, da t o con f ir mad 0 p or observ a ciones a m1 <;rosc o pi •) 

elect rC1 n1co ( 44). 

La e l l rr.inacitn de los p111 por d1gest.ión en;;1rnática, 

( u tll 1z a 11d0 tr1ps1na en una. c:oncentracion de 2.5 pg por 

:nd1l1 t r o ), dec rementa de 29 a 3.2 bacterias por celul:i . la 

Fue ne .: esar1 0 1 nc·~ r ¡::o r a r 

c lor a nfen1co l e:i las p!'uebas de a dhesit•n para evitar que los p1!1 

fuer a n regenerados despues de su el.iminac1Cn. La preincubacitn ·je 

ce l u la :: e ¡:. 1 ' e l i a les co n ¡::.111 p ur l f i ·:· ad 0s a ;-, te s de la pr ue l:ia s 

de adhes1bn causa un decremento (29 a 5.7 ba c terias por c~lulal , 

en l a a d.hes1bn d e P.aerugin osa l n •.l 1cand0 q ue es p osi b le s a tu ra r 

\ ') S s itios de un1t>n d 1s p o n1J)!es. 3111 e mbargo los p1 l1 0bten1 do s 

J e- u na e-epa hete:· t. l oga sé>n i nc:ipa ~· e;: d e l:·Joq uear· la ..;J hes ~ b n 

llumer-:sos estudio han -'1en¬.-.~:†.ra;ì-;» -¿gue los 1:;1i ¡see-:-.c er. pag;-el

importante en la a-inesion 1:-ao†e:-iani 1.-* en ii f:ï›1-ini:-a..~it-.f¬. -tleì

epitelio mu-:oso E151. Los resulta--1-.-.-2: '¬-5-w-co. e_†.______._s__l_, :1'-iii.

proporcionan una fuerte evidencia de la importancia de los pili

para la adhesi-'on de P.ae_1_~_1ig_in_o_s_a a epitelio respiratorio

suçeri:-r. Para den¬.c-strar el papel fle los pili en la adhesit-n.

Woo-:is et alt-U.-ll. matar a Fhaeruginose con calor o -Eormalina,

los organismos pierden la capacidad de adherirse a

celulas epiteliales biicales; mientras que matando

a L=_.a_¿e1¬ugiiiosa con-luz ultravioleta, esta retiene la capacidad

de adherirse a celulas bucoepteliales in vitro. esto se debe,

a que se pierden los pili despues del tratamiento con calor o

formalina y se retienen despues' del .tratamiento con lu:

tiltravi-oleta, dato confirmado por observaciones a microscopio

electronico (441.

La eliminacion de los pili por .disestion enzimatica.

Qutilieaiido tripsina en una concentracion de 2.5 /.ig por

_ _ deorementa de 29 a 3.2 bacterias por celula. laH ra ¡__ I..- -.› [-I 'F --1 U' u-I'

sdl¬_:.-si*.-n a celulas bucoepiteliales. Fue necesario in-:f:r;›:=rar

cloran-Eenicol en las pruebas de adhesion para evitar que los pili

fueran regeneraclos despues de eliminacitn. La preincubacion ietf: CI

celdìa: ep-iteliales con 5;-ili purifi-:ados antes de la prue1;=a.;:

de adhesion causa un decremento (E9 a 5.? bacterias por celulal.

en la adnesion de Paeruginosa infïlicando que es posible saturar

los sitios de union disponibles. Ein embargo los pili obtenidos

¿le una cepa ' ' son int's¡:-aces de ï-loque-ar la i-.lhesit-nD' ff! fi' FI "'. fc C ¡RL FÍIJ

141.431; es decir. los pili solo blc-daean la adliesion de cepas ie



La .:i. d t: e s i t n b a·~ t e'l' : a na ,1 ce l u la s e p i t e: 11 a l e s de pende d el 

te.] i do c:elular, s e h a p os tula d o q u e este tr o pism o esta 

deter r~inado _en gr a n medid a p o r la distr1buc i 6n d e las adhesinas 

d~ l a supe r f1 .:: ;.e bact e rian a y los rece p to res de los d iferentes 

teJid o s ( 3, 14 ,16 ) . 

Se 11an identif icado la s a d hesinas de muc l1as ba cterias (ver 

t ab la B), a s i como los r eceptores celu lares de estas, localizad >)S 

en l a superfic ie; en ge n eral estos receptores contienen en s u 

·mayo r i a car bohidra t os ; a veces un so lo residuo e s el res ponsa b le 

de l a adhesibn y otra s veces son cadenas d e ol i gosacar1dos . Para 

l a adl1esion int r a celular, l os receptores con tienen l os siguientes 

ca r b oh i d ra tos: 

Ga l ac t os a , N-acet ilg a 1 ac t os a mi na, N-acet 11 gl ucosamina, 

ma nos a , fucosa. N-acetil-acido-muramico; tod os con co nfiguracion 

D e xcepto L-:fuc os a (3 .14 ). 

La r ela cion entre la f ibron ectina y los s1 ti os e s p ec i f i>~ os el e 

enlace para bacteria s gram negati va s au n n o esta cl a ra . L.:.<, 

est u d i os sugiere n q u e l os sitios de e n la ce d1 spon11., les e s tar< 

10ca li za d os en la s u per f icie de celulas ep i t el1a les , notando q ue 

l a p resenc ia d e la f 1b r ·:m ec ti na 1nl1ib e la adhesi on de or ga ni smos 

g r a m n ega t ivos , co mo en e l caso de P.a erugi nos a , e n e l c u al la 

f1:b r o nec t 1na i nh i b e 10s enlaces bacte r ia n os oc u p a ndo si ti ns 

espe::· 1 f 1cos d e er~la c e (43). 

r
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'TJ' Í`|.I'L. if1l¬.esi-on ¬teriana .; celulas epiteliales depende del

°:=†.~:-mi e-spefzifi:-'.= :le reo--:-no-¬imien†.o '~ ~ la bacteria Y elFT II! ¡_. fl' ro :In

tejido celular. se lia postulado que este tropismo esta

'leterminado _en eran medida por la distribucion de las adnesinas

»Je la superficie bacteriana Y los receptores de los diferentes

tegi-:los (3.1¿l,iE›). _

Se nan identificado las adnesinas de muclias bacterias (ver

tabla B). asi como los receptores celulares de estas, localizadis

en la superficie; en general estos receptores contienen en su

mayoria carbohidratos; a veces un solo residuo es el responsable

-.ie la adnesion y otras veces son cadenas de oligosacaridos. Para

la adliesion intracelular. los receptores contienen los siguientes

carbohidratos:

Galactosa. 'll-acetilgalactosamina. H-acetil glucosamina,

manosa. fucosa. lil-acetil-acido-muramico; todos con configuracion

D eiccepto L.-fucosa {3.14).- _

La relacion entre la fibronectina y los sitios especificos de

enlace para bacterias gram negativas aun no esta clara. 1.-.:

estudios sugieren que los sitios de enlace disponibles estan

localizados en la superficie de celulas epiteliales, notando que

la presencia de la fibrone-:tina inhibe la adliesion de organismos

gram negativos' como en el caso de Peeruginosa, en el cual la

fil:=r-inectina ini-"lil:.-e los enlaces bacterianos ocupando sitios

es.pe.¬lficos -:le enlace Hlšïl.

"'! r_- I-ul fl' Q'-' _ ts.ml†.it-† se dice que hay especificidad -:le



ADHE S INAS Y RECEPTORES ESPECIFICOS DE VARIA S BA CTERIAS . 

E , e o l i ; ¡: 1 e b s l e l l a, 
~.b-~~_Ll_::3i ihv, i; ella F1mbnae 

F1ml:>!'1ae 

F1tnJ)r1ae 

(Tipc li 

RECEFTOR 

?B - D-Gai o l1alNa <:' 
¡r GicNac 

Globo t e tr a os i le era 
rn11ja 

Fl;c:osa y mano.sa 

D-manosa 

›-#3 FJI'I:rJ tf'
1 ¡-
n .ti

l'iDHESIH1\S Y RECEPTORES ESPECIFICÚS DE VARIAS BACTERIAS.

É 1. .`TÉ'."-'Ext AE-HEE-Ililå F¿El`_`É-I.FT-'C-«R

±r_=;11._a_e_sei'-f-is_mt<;=ifi Flmbm-1-2

Esclie_1_1_i_cl'lia co_l_i_ Fimbriae

Es .ïljieif-i_cl"_±ile_ i“ol__i Fimbriae

*¿f_il:¿r_¿;:¿¿:clerae 'F'im1:=riae

É-f'-`_*_Í!_1_1¡Í1_lE'_¡;¬ 5 _-Í~__*ï11 1

1 . ¿Tipo n

Í-*B-Delì-3.1 o Galflac
1-'Gìcäïac

Globotetraosilcera
mida

Fuccsa y manosa

ef'-_'nig¿el1a_;;? i_lm;“;nella Fi mor iae D -man osa

_ 'rr '_ _ ___._ _ _ '__.' _' " __'_ "L _ _ _ ___' _" _

Í'-.".1l'i'llì-1." -'Útil' "_"-'E'tì+I"l_':'} 'J'



t-- s!;·~ · -~ 1-=:; -=- ·-~ i.:t e ·_· :. ~ ·· :rue :1:::rta3 c s-p3. s l).J. c ter 1a nas sb l 1) pued e1·1 

-'~' l o n~: a:- ::le +_ erm i n ad a.s e spe.:ies anima les; co mo eJemplo de p ueden 

1 ) In f e cc1i:i nes g o n ococales q ue es ta n l imi t adas a seres 

1-iumanos , 

cl iarrt:1cas por col i (K 88), 

exclusivas d e cerd os, 

Li. l l In fe cc1on es intestinales de E.col!, (CFAI y CFA II ), y 

pre s en tan en hu man os (36,37 ). 

Se h a usado una gran variedad de modelos experimentales para 

el estudi o in v 1t ro de la ad hesión el e mi c r oo rgan 1sm os 

ad t1erentes; e stos model os s on tit iles para de t e r minar l a s bas es 

mo l ecu l a r e s y alg u no d e l os me ca n is mos adhesi v os que el 

pa tbge rio dado pu eda exlu b ir. 

Se ha e n contr a do qu e las co ndiciones de cultivo de l os 

m1 c roro ganismos modif ic an c onside r ablemente la p 1'oducc1ón de 

adhesi nas; algunos ¡:-uede n s intetizar mas de una a.d hes 1na para 

t ener funcicn e spec tf1c a en algun mom ent o de su ciclo ele vida y 

no necesariamente en el h uespe d. La adhes i bn de o r ganismos 

patbgenos y la iden tif1cacibn de los me canismos a li l'1esi vos se h a 

est. u d i ado er: l os :ngu1e1; tes model os: 

1) AdheslCn de m1 c r oo rganism os en sus pensión a una gr an 

;¡a r1eclad ie tipos ce l u lar es . 

2) A·:lhes1bn a mo n ocapas de c e l u J as e p 1 te l1a les hechas a 

'" , , 

partir de ,expla.ntes. 

1 

Adl1es 1ó11 a bOl'des d e ceplllo d e i n tes t in o. 

es;-5-_ie; e-T -ie_';:- ïue hier'-tas -'.'e_t=as l2'~1c†ei“ianas solo ptledell

--:~.loni:.i:¬ determinadas especies animales; como ejemplo de pueden

*l†.l'il":

ii Infecciones ponococales que estan limitadas a seres

l'.'-.±manos.

-ti l.¬.†Zec-'if-nes diarreicas por -Esc_l¬._er__icJni_a 1_co1__i_ lKôol.

ei-:cl usi vas de cerdos,

ii;-1 Lifecciflnes intestinales de E!.co_l__i_ {CFsl v CFA Ill, v

las infecciones por estrept-:cocos del grupo A que stlo se

presentan en humanos (36.371.

Se na usado- una gran variedad de modelos experimentales para

el estudio in vitro de la adhesion de microorganismos

adherentes; estos modelos son utiles para determinar las bases

moleculares v alguno de los mecanismos adhesivos que el

patogeno dado pueda eitnibir.

Se ha encontrado que las condiciones de cultivo de los

microroganismos modifican considerablemente la produccion de

adnesinas; algunos pueden sintetizar mas de una adhesina para

tener funcion especifica en alsun momento de su ciclo de vida v

no necesariamente en el huesped. La adhesion de organismos

1:-atogenos v la identificacion de los mecanismos adhesivos se ha

estudiado er. li-s siguientes modelos:

il adhesion de microorganismos en suspension a una gran

variedad :le tii:-os celulares.

El A-iliesioii a monocapas de celulas epiteliales hechas a

partir de .ei-nolantes.

3; Adnesion a bordes de cepillo de intestino.



't l Adhesion a membranas cel u !arE-s . 

5) Utilizacion de mutantes n e. ad1kSlV ('S b ien -:- ara te riza cks .. 

·:.¡ Adhe::1on a -:elula s in fe r:-ta d a"> "ºn •:it'US. 

7) A(lll es 1on a superf1c1es 1nertes . 

.3) Ht> ma glu tina ·~lbn 

9l Micr .;:; scop1 a opti c a y elec tl'bn1ca. 

10) El uso d e inh1b1dores especificos de la adhes ibn , C·) ffi O 

carboludratos, lec tinas y ant.icuer·pos espec:ifH:o;>. 

4.FACTORES DE VIRULENCIA DE Pseudomonas aeruginosa 

P.aer u¡¡inosa pro t'luce varias substancias ext racel u lares 

r;;la c ~ ·~ n adas con su v1ru1enc1a, entre las que se encuent ra n: 

. .ti;a letal para r aton es 5 ) , 

pc.r 

(2 7), 

un 

la 

alto 

cual 

por·cen taje de cepas aisladas pacientes 

inll1be la sin tesis de proteinas por 

APP - r l t 1r)Sllac10n del :factor de elonga c 1on 

..:. ( EF'- 2 1 { 2 6 ) ; Pl' '> teas a i1. lca1 1na que h.J. 

re !a c i c: n a <1a con la produ c c1tin •J e hem o rragias internas 

t- spe ;:: if i. ea mente €"' pulmones y f'l' ') lHblt-mente res pon s aJ) le ele la 

te ..: 1d ~J de ·:l e 

( 1 7 ); un a e last .a ;~ .1 que t.1 e nt- acc1o n 

:t: 

¿H sdhesion a membranas celulares.

51 Utllieacion de mutantes no a-:lliesiv-_:-s bien -raraterieados.

el adnesion a celulas infectadas con virus.

'fl adliesion a superficies inertes.

el 5-lemaglutina-:ion

'šll l-licroscopia optica Y electronica.

lol El uso de inhibidores especificos de la a-ihesion, como

carbohidratos. lectinas Y anticuerpos especificos.

¿l.Fllt.'TORES DE VIRULEHCIA DE %w%n 

¿Í"'¿=_ì§_lltlfl1I1Ú¿5ã. PI`0~1L1CE' Vf3.1`.låS $UDS†.â11C.lã.$ êKÍ.1"=1CE.'1ll1«1I`=E"S

i-elaci-:nadas con su virulencia. entre las que se encuentran:

Iiiia ei-totoi-:ira letal para ratones ( '5 l. producida

por un alto porcentaje de cepas aisladas de pacientes

lE'l'}. la cual inliibe la sintesis de proteinas por

IF' 'if' F -ri ;-'-=:›siIacion del factor de el o ne a c i on

.;IFF'-5.3 {E=':`-l: una proteasa alcalina que lia sidc-

relafírionada con la produccion -.le hemorragias internas

especificamente en pulmones v probablemente responsable de la

-:lestriccion del tejido ;::-.=rneal. a-¿lemas de los efectos 'le

necrotiiiaci-on f1'Tl: una elastasa ¿lite tiene ac-:ion

flf'-.sti-¬-1'**iva sobre 'T' .le los 'I-'f --:-'iipc-nentes del -:¬;.mi:-lemeiito, tam”-ien

int. if- el m.'.vi;cient-i :le :e¬i;'-;-:'i*._.: 1;-t-lie".;-sf-.=nu:lead:-s il

sitio de inflam-acion.disminuve su actividad fago-.¬itica e inactiva



\. as ·::: u lar e 2. 

Otra substancia e.>x':.r' ace lular relac1on a<.'\a con la virulencia d e 

F .a.et' uid nos a es la leuc oc1d1na, la cua l destruye a los 

Adem a s este microo rganism o prod u c e d vS substancias 

hem oli ticas, un termoesta ble y un a f osfolipasa 

termolabil (5) que ca t al1za l•l luclrOlisís 1.ie l a f osfa tldilcoli na, 

en er1troc1tos (ó). 

!Jn determinante mas · c:le la vi t'ulenc1,1, de este microorgan1smo 

es la su bstan c:: l~ nn1 c0Hle que elaboran algunas cepas canicas, 

:part i cularmente las q ue han sido a isladas de pacientes co n 

f i b rosu quistica , fu nc1ona nc:lo tamJ)i!.'n como t o;una(29,45). 

Esta substancia s e conoce como alg1n a to y es un exopolisacariclo, 

pr 11fr1pal men te con st1 tuido por man uróni co y ando 

gul urónlco (6). El alg i n at o in 111 be la s act 1 v Hla<.ies 

f a1_v.c1 ticas de lo..:; leucoc1 tos, y es capaz d e prc)ducir efectos 

si milares a los prod uc1dos por la in f e cc1on de raton es ·~on 

bacterias viables (33,ltO). 

El alg inato ta mbien ha sido imp llcado en l a adhesH>n de 

F .ae r u :Hn •) sa, a ce1u1as d e t raque a de ratón (29). 

Co n el propt, s it ·,) de averiguar s1 los bacteriOfagos contribuyen 

la F.aeru~:lnosa, nuestro labo ra to ri o 

,_!<'· a <.ie cepas c11n1cas )' 

c:·.) n su·u1mv s las Cé>i·resp ondi&nles 11s bgenas en la cé'pa PA01 (libre 

i pr'-'tela-i a=:i›a. La elasta.:-i esta i las lesiones-- I-I-I _. 'TJ |.l 1-4 'Í`.| I-`- }.;. IL' 11. ...f ,..

I-- 3 al fs N'lesti-u.-¬ “is '~“.-is-::.ilare.: _..-~o;lucidas por Ezaergg _

;aiai septiiremia i.it`ec-oiosa (31-ll.

Cltra substancia extracelular relacionada con la virulencia de

_Iff__._ae_i¬,1_giiiosa es la leucocidina, la cual destruye a los

IÉLELZEF--Í"-_*,$ET, 1L".E'I'~II ."lJ EL iiI`S Elf'-1)-lilúã I"'Ú_¦G$ -JlFU 'lll LI! "J"

ademas este microorganismo produce dos substancias

liemoliticas. un glicolipido termoestable 1! una fosfolipasa

†.'e±~m¢is.oi1 mi que catiiiza ia 1-litiroiisis de ia fesfatiaiicciina.
en eritrocitostol.

Un determinante mas-de la virulencia, de este microorganismo

es la substancia mucoide que elaboran algunas cepas clinicas.

particularmente las que han sido aisladas de pacientes con

fibrosis quistica. funcionando tambien como toitina{E9.45l.

Esta substancia se conoce como alginato 1' es un eitopolisacarido.

principalmente constituido por acido manuronico Y acido

puluronico lol. El aisinato inhibe las actividades

fast-citicas de los leucocitos, Y es capaz de producir efectos

similares a los l2'I"oducidos Pol* la infeccion de ratones con

bacterias viables (33.¿i»0l.

El alginato tambien na sido implicado en la adhesion de

`;¬.ae_ru_p_ino-sa, a celulas de traquea de raton (E9).

Con el proposito de averiguar si los bacteriofaeos coiitribui-'cn

a la virfiler.-.sia -:le F_._aert_i__¿i_ti_osa, en nuestro laboratorio

aislc'-;› -1 L*-.i'-ter'lt›fa¡;:f-s -3 partir de cepas clinicas 1-'

'...¬st:~t1i:l±-..›s las co:-res1:-ondientes lisopenas en la cepa Paúl :libre



d e fagos) . Solamente 80 fagcis fueron <::a¡:a .:: es ::le f •;rmar 11 .> ::i gen J..,. 

es tables . Se o b tuvieron 19 lis b gen as c:l 1 fer en t e s me ·:l i a n te el 

c riter io <:le i n mun1dac:l de estas a la .:.u perlnfec(:ib n por todos los 

fago:o (2 1). 

e: nR .rE:n1r1r1·' 0 ~) 1 •..,, .J..J \..' y Ji.,} 

OBJETIVO GENERAL. 

Caracter i zar el aumento en l a adhesibn de Pseuc:l o mon a s 

aerug1nosa F A01, que le confi e re el bac ter1 bf a go F'IZ1 5 cuando 

e:s+. e se encuentra en estado lisogen1co (PIZ15). 

Describir parcialmente los mecanismos de adl1esHin de la 

cepa llsogena PIZ15 a cei u las l:;ucoe pi leliales. 

L a e :>t. ra teg1a pa ra. abordar los 0J:,Jet.l vos anteriores es: 

l l Evalua r cua n t itativamente Li 

!:•u coe Pl te l lal e s i-1 u mana s, ele las cepas P A 01,P I Z15, y PAO l / 15 

(resi ste nte a la 1nfecc1on p ·~ J" el b a cter1of .J. go FI Z15) 

Pseul1c: mo nas aerug1n•:i sa 

2r Iieterrn1nar cua n t 1ta t1vame nte :=-:.1 la adl1es10 n a c~:u1a.::~ 

l:i u coe p1tel1ales l1u manas, <ie l a ce pa. PA 0 1(FI Z15) 11sogena es 

indepe nd iente del mediado p or p1li. 

.3) Det e rm1na 1" s1 ia a<1hes.t~n en ia cepa PIZ15 c:l. e Pseu c:to mc• nas 

aerug1no sa a ce lLll a .s buc :)ep1t el 1a. .: es humanas se Jeb e a un 

rnecan1 ::>mo que req1J1ere en ergia . 

de f.1gr.:'-s}. 5c=1ame11te E-El -fagus fu-.=.-1¬:=†'± f:e.1:›:.r;E-5 11-e fm:-mar ha-::gen1.:¦

estables. Se c=1:›†.u¬.f1e1¬¬:›n 19 listrgenas =:11fer-a-1“1±E-5' :n-efiiïlante E-1

f::r*1†;fi-1*.1.›=:= cie- J.:'±mun1cìaf:ìI de esbìs a la f;uper1nfe¢¢1¢:1 pm- tüdfls

fåüüs |[21].

Las -:~1:;1-.=s_~t1v=f~s :tie este tr*a.11a.Jf2› sum:

ÄÚBJET WÑ7
uHJET1v0 GEuEn¿L.

I---I -I I. G.

11 Garacterizar el aumenta en la adheslün -:ie Pseu-*1c›n1f:›:1a$

FACIL, que le ::=:>:1f1ere~ el bacterlbfagfl FIE15 su-_=.n=;Ic›

este se encuentra en estado llsügènlcø (P121951.

-+ Des-.:±~1±:=11¬ parclalmexite 1-=.;=.~:-1 me-zranism-us de a.=:1hes1tm de la

cepa lisügelïa FIZ15 a cëìulas I:-ucfleplteliales.

La E*13f.I"-.1†.E*E1â I-M31*-3 EI!-GI"-21-3.1* lüä ffiì¬›.JEHìl1IfI1$ EìI11¦,E*I"*1üI"ES ESI

11 Evaluar cuantitativamelìte la. aühesibn a fïèlulas

1t=u<:f_:2;-.iteìlaläs humanas, de las cepas PJ-'¬.ü1,PIZ'±5, F Paúl.-'15

lira-$1.-sten†.e «-2. la lnfecclün * el 1::›a=:†.eI¬~1üf.a.g=:1= 1713151 :le'TÍ 'U'H

É*-**Íï†_?-1E1_'Â"“1“ï*_ìÍ1_1_:"ï=-__ -3-9š`1l_E1ï1*?45§

¬=_'¬ Z-e†,e1~m1n.3±¬ -::u.ant±ta±1v.1n1e11te .-21 1.:-1 .1d11e-si.±:n a c--51111-_=±±=

E;›u=:ue±:~¡.†.e11a1es humanas, de la cepa PAUHFIZ15] llsügexìa es

in-Jìepenzïlerìte del mediada pm* p111.

31 I1ete1*m¿n¿±~ $1 ia afìhe-sJ.t›1'1 en la ¢-E-pa PIE15 fit- Pseu-.:1=t=m=:nas

aer-ugllmsa a f.:e~1-¿ias lau-::=:~›E~P1te11a¦es humanas se ¿tere a un

ra:-2-:a111.;:m=*:1= que :HE-=:¡¬J1e:*-2 -211-ërgia.



5.1. MICROORGANISMOS 

5 .1.1 B ACT ERI AS 

CEP AS CARACTERISTICAS RELEVANTES 

P AO 1 Silvestre libre de f agos 

PIZ15 Lisbgena para el fago 
F'IZ15 

PIZ1':·-1 Llsbgenas independientes 
y p a r a el fago F'IZ15 

PIZ15-2 

PA01 / 15 Mu tan te espontanea cie 
PA01 res isten te a l fago 
FI Z15 

ORIGEN 

Dr.B.W. Ho l l o way 
Monash !J:u ver s i ty 
A L1stra11a. 

Lab.,genet1ca ele 
la unidad de 
Morfolog1a y 
F'uncibn.E. N. E . P. I 

Lal: . . ,g eneti c a ,1e 
la Un1dali •1e 
Morfolog1a y 
F' u nción.E.N.E . P.I 

L ab . ,g e n ~t ica de 
l a Un i dad de 
Morfologia y 
Fu n.::i on ,E . N .E.P . I 

PA01 Ser-2 Mutante espontanea res1s - La.b.,gen et 1c: a ,1e 
tente a.l ef e cto :t>ac ter1 c1da la Uni d ad •1 e 
del s uero 11l1mano nor mal. Morfol og1a y 

Func1 on.E.N .E.P.I 

.- 11- |¬-|--1--4-L11I¡.|.|- .-H- __
| :II-i1|

u-LL-|¦ un ['22 É-7€ .1- :lll L''C1'-`I f_.¢.I lr-ff' 'JT' Él.-
- ¬ "1_.¬ 7.' _.-*_ 51

Ä...+.¡. '-.i.-'ï.-*::-'

5.1. HICHÚÚRGAHISHÚS

6.1.1 HàCTERIà5

GEF.-KE †ZIe.ReCTERI5TIG.e5 RELE'v'eHTE5

Fe.-U 1 511*-*eetre 111:-1¬~e de feeee

PIZ15 Lieegena para. el fage
FIE15

FIZ15-I Liãüåñflåå lI'lf1É.'PE'I1{11Efl†.E5
12 para el feed FIZ15

Pïïílä-E

PMI-'1,f1E I*ILit-Z-u'±+.e eepelttenee. de
Peül resistente el fede
E1315

Paúl 5e1¬-E I~iu±dnte ee;:›e1¬±†..å1:1ea reele-
teete -11 efec-te 3:e.ete1¬1e1da
=:'.-=_-1 eueee numane neemel.

ÚRIGEI'-I

DI'*.E.W'.Hü1ì=ïrWEY
Í"If_'«I`lã.$1`1 Ul"!.1ïIì'I"$l†,Y
å.'.1SÍI`°*ã.11E.

Laì::..gene†.1f:a de
la Unidad de
Herfelegia 1?
F11ne1.t›n.E.I~I.E.F.1

L.11:..,gene†.1-ee, de
la Unidad de
Herfelegie 1'
Funelfr-n.E.1~I.E.I~`*.I

Le;-:±.,ge1'1-E-tlee de
le Unidad de
Heefelegìa 11
I~“ur1=r1en._E:.I«í.E.P.I

L.e1:~.,genet1.r:a de
Ia Unlded de

Herfelegie; gr
F”une±en.E.ì*1.E.P.1



6 . 1. 2 FAG OS 

FAGOS CARACTERISTICAS RELEVA NTES O RIG EN 

F' IZlEi F\l g (> t empera (lo obt e n i d o a 
p a r t ir d e un a cepa 
d e Pseudomon a s aerus inos a 

D3 F'a go t emperad o, ca usa 
s 1bn · 11sogeni ca modif J.cando 
el an ugeno "O" d e la cepa 
b a ct e ri a:ia . 

La.J). Genetic:a cl ::-
·~lin i c a :i. Un1dacl d e 

Morfologla y 
F'unc i cn. E. N. E .P .I 

conv e r- Dr. B. W.H oll o way , 
Mo na.s11 Un l vers1 t y 
Austr a l i a . 

6.1.3 SOLUCIONES Y MEDIOS DE CULTI VO 

Sol unon amo rtiguadora s alina ,k f (,S f atos · (PBS) pH 7 .2 

KH PO 
- 't 

5. lg,Na 
2 

HPO 
Lt 

20.1g. Na. Cl 't.25 g,.p or 

s :;1 u cli'.>n ele azu l de rne til e no O. it /. e n PBS 

Trq:: s1n,:;. 2.5 µ g/ ml en PBS 

C: all'to Nutt"l ti vo (Ch) 13 g p or l itro 

lit r o 

6.1.2 FAGDS

17.11.60-'S CARACTERISTICAS RELEVANTES 'Í-"RIGEN

I-'N

"I P-II N P-il _1"I H I-H' 'lle C1 †.'E'I'l`IPlEI"¢3'L`Í.ü 0.12-††.EI1lC1'.Í-f EL Lâlll. 13E'1'I-É'T.1Cf51. 11€'
II-*5.I"Í.¦..t` C11? U.I`1<3. CEPEL -Íllïìlúà ã. UHICÃEICÍ -..¬1E'
de Beeud.¢_me_z1.1eeeerusgnese H@-r~f<r=1=:›sf1a :f

1=¬un=:±c,~n.E.N.e.F.1

1. -I'

D3 F-age temperado, causa frenver- Dr¬.B.w.H=:=11ewaï.
s1=':>n'11eeg'en1ea m;›d1f1«:.1nd±:› _ Henaelì Tïmvel'-elty
el antigene "D" de le cepa Auetralla-
baeter1a:'1a.

6.1.3 SÚLUCIÚHES Y HEDIOS DE CULTIVO

5e1u=:1t:-1¬± .1mer¬t1gue.de1*a sa11r;.1 de fe:sfa.†.ee'(PE¿5J pH T..›3

KH PO 5.12.?-la HP@ EC-*.1g.NåC1 ¿I-.2'5g..POI" 11'tI"0
E -'-5 E' Q-

;=.1e11_1=::1*t::'. de e1^1t1¬¬:-=:r11'...1 ,B 0.42 en PES

E1:-.lraclen de azul de metlleno 0.42 en PES

'I':~1pe1.1:. 2.5 ¡ugƒml en PES

:[1- -|]"_.. L.|.I' 1-J'
J'

23.111

de :.:f:-fe +.:¬1pt1.±.a¿-.eine (TEA) E-'ügf + 15 g -¿ie ae-_'-.r~ p-=:›1= !1.+.r-:›

»;.- fluLe1*.1v::› (›íL'I~¡} «S 3 per litro



DE ADHESION A CEL ULAS BUCO EPITELIALES 

6 .1.4 . 1. Obten c lo n de bacterias 

s e c r ecieron las l~acter1as en TS A a 37 º e durante 24 :r1oras, se 

co lec te> <:-1 :::rec1mi entc> ele u n a caJa de Pe tr1 en 4 ml de PBS , s e 

c en t r1fu gb 3 minut os en la m1 c ro cent r1fuga Eppen do rf y la 

p as tilla s e la vb 3 veces con 4 ml d e PBS. El cultivo se dlluiyb 

i-1asta obtener una D.O. 
590 

0 .25 (d llucibn 1:100) 

6.1.4.2 PREPARACION DE CELULAS BUCOEPITELIALES 

La s c: el u las b uce- epi t eliales fuer on r eco lectadas por ra spados 

vigor osos del carrillo con isop<.~s ester iles de 5 a 6 vol un t ar ios 

(a d u ltos san os ), s uspenct i endol a s en 4 ml d e PBS.las se la va ron 3 

v ec es c o n P BS por centrifugaci bn, fue r o n 
4 

r e sus pe nd 1 <.ia ~ 

y aJustad a s a una con ce ntracion de 2-5 X 10 cel/ml.La s uspensión 

cel u lar s e trato con t rlpsina (2.5 f.Ul / ml) e incuban<.i os e a 37 • e: 

duran te 10 mi n ut os. La enzi ma se ellminb J'.' <)r la vad os suce:nvos 

con PBS, f1nalmen te el paquete se res uspend10 en 4 ml d\'.l PBS. 

6.1.5 Ensayo de adhesion in vi tro 

6 4 
Se preparo un tubo conteniendo 2 X 10 ba cterias y 5Xl0 

re vo~ u c 1 o n es :r:<d:·· mi r1Ut •) (lurante 12 0 rn1nutos. La s uspens 1on se 

Iv3
._|Z: .li|:-=;.| 1-1 L..."*DC? DE ADHESION A CELULAS BUCOEPITELIALE5

6.1.4.1. Dbt.ene1en de bacterias

Se =:ree±erer. las l:›aet.er1as en TSA a 37°C durante 24 heras. se

eele-ett= el eres-:.m1ent<:~ una eala de Petrt en 4 ml de PBS. se¦.'.:. fl!

-:entrlfuge '-3 minutes en la mtereeentri-fuga Eppenderf Y la

pastilla se lave 3 veces een -'-1- ml de PES. E1 cultivo se dllulïe

hasta ebtener una D.O. : 0.25 fdilucien 1:100)
590

5.1.11-.E PREPARACIÚH DE CELULAS BUCOEPITELIALES

Las eelulas .`e1.1eee1:ute11a1es fueren reeeleetadas per raspades

Lfigereses del earrllle een isepes este-rlles de 5 a e veluntaries

tadultes sanesl, suspendlendelas en 4 ml de PBS.1as se lavaren 3

veses een PES per eentrlfugaeien. fueren resuspendldas

1-* ajustadas a una eeneentraelen de E-5 X ¿ft? ee1;'m1.L.a suspenslen

eeìular se trate een trlpslna (2.5 ¿Lg,fm1) e lneubàndese a 3'ï'C'

durante 10 mtnutes. La enzlma se e11m1ne 1:-er lavades sueestves

een PES. fliìfllmëfltë el Paquete se resuspendle en L1- ml de Pes.

6.1.5 Ensayo de adheslon 1n vitro

E- si
Se prepart- un tube eontenuende 2 1-; 10 liwaeterias Y Still?

'-eluìas 1;›u=::.';~=p1te'.1-al-;-s en 1 mi de PES. se lncubar-.an a 37°C a EU

re'.'eLt1.~J.e-nes 1:-.sr mlnutcz durante IE@ m.\.nutes. La suspenslen se



para eliminar bact eria ::: n ··· a <lher 1cia. s.En -::- ! s egu c,,:t.:. L1•: a. -:L· ,,. .,. 

agr·egaron 2 gotas (.te erltroc1na f3 a la s us p e- n s 1t.,¡1. El pa que+.e 

la suspensibn · para i-1acer un fr ot1s que s e flJó por calor. La s 

preparaciones f 11 er-on ten ici a :~ con az u l ele metllen o <:l u ra. n t e 2 

cor: aumen to J e 40 X y 10 0 X. De las mues+..r a:~ .~~ e t::x am1naron 30 

celulas viables conta ndose el ntimero <le l)acterlas adherida :> p o r 

·:,el u la. Los G<.~ n tr o les consistieron en celulas a los q: u e n o se l e ~; 

a.grega r·on bacter i as, usandos e para determinar la fl ora n a ~. u ra 1, 

~c1rn e+ .. 1 :_~d.s al m 1 .s rn(i t ratamiento . 

lave 5 veees :en FES 1:-er eentri:Eai¡¿.a~:i-t-1*. a ;;.-r 1-: ei;.=.-fit ~

Para eliminar bacterias nf- adheridas.f~2n el se.,;u:'-.;l-.;. 1.1*-'.1~.1-_' se

agregaren E getas de eritreeina 3 a la susr-eiisieii. El ¡ra-1;uete

-relular se resuspendie en 1 rn; de PE15. t=.m±-n-:l-se una ali«.¬u«'+-i 'ls-

la suspensien para hacer un fretis que se fije por ealer. Las

I-`JI"E'Pã.I"ã.C.10l'1E'$ fllfi-*I"'ÚI`l '-CE'Í"l1=1=ì-'I' ¢Úl"1 ¿E111 QE' mE"12.|.l~9I`l=C`-' fÍ1L1I"'ãl"1†..E"

rninut~'.s.e1 el-¿cese de eelïix-ante se lave een agua -tt-í-stiia-:ta y

laminillas se se-earen al aire; se e:-:aminaren a mierese::=pie de

.zen aumente de de X Y 100 X. 'ee las muestras se esaminaren

I'L..

E11 :fa

11.13

-f""'..j.(._:-

eelulas viables eelitandese el numere de traetel'-las adheridas per

ïÍ'El¦.l1¿'L. Í..-ÚS I-.'.'~'."›.T1ÍI`01E$ CÚl1$1SÍ.1E*I`ü1'l E11 Il"E'1Ll1ã.S -1 112-'S 'ÄILIG HL- SE' lfi'-2'@

asregaren bacterias. usandese para determinar la flora natural.

sef“..et.i-.tas al miseie tratamiente.



RE .~llLTAD O S 

MODIF IC' ACIO N SU PERFICIAL INDUCIDA POR FI Z15 

<:::orno men c io na mos en la introc1ucc1bn, en nuestro laboratorio 

estamos in t eresa dos en es tudiar la con tr i buc 1bn de los 

ba c: teribfagos a la v1rulencia de Pseuctomonas aerugin osa c1el;ido 

a que esta J:> ac teria r epr·esenta un grave Pl' <)blema <:l.e h ospita l y 

casi e l 1001. de sus c:epas clinicas son 11sbgenas. 

Para abor ,iar el problema, otros miembros del laboratorio 

aisla ron 210 l.;a c:,teri0:fa.gos temperaclos a partlr ele un n llmero igual 

ele cepas c lini c as P.aeruginos a y construyeron las 

c:c.· r responc:lientes lL<ogen as en la cepa PA01, libre de fagos. 

Como primer criterio para seleccionar aquellas lisbgena:? en 

las que el profago i-1ubiese alterado alguna pr opi ec1a<1 de 

·¡ irulen cia , se ag luti naron con antis uero (obt e niclo en 

co ne Jos) dirigido contr a la cepa PA01, para de este mod<:> c:leteGtar 

cambios superfiClales inducidos por el profago. 

En la tabla se observa que la lisogena PIZ15 e fe ctiva. mente 

posee una modi f icac ibn su perficial in,iucida por el profago FIZ15, 

ya que muest. ra un titulo de aglutinac1bn 4 veces mayor q ue la 

cepa PA C!. 

:: NCREi,T ENTt , E N L.-\ A Dl-íE '3TU N IND UC'llJO POR EL FAGO FIZ15 

perrr.1 te ·.: e 1 (' i: i. zar- al h os pe .:l e r <J para 

REÉULTADÚ5

l~l=Í>[1l'F-¬lfiI'.Itt“.IlT±l~I E1¦.lF'ERFI=1IleL Il*¬llI1~F.HITIïì+.-t P-31-1: FIEE.

-Tcme meneienames en la intreduceien. en nuestre laberaterie

estames interesades en estudiar la centribucien de les

l:=acter1efages a la virulencia de Pseudemenas aeru3in_¿c-sa del:-ide

a que esta Icacteria representa un grave prel:-lema de Inespital 3-'

casi el le-ükt de sus cepas clinicas sen lisegenas.

Para aberdar el preblema. etres mieml:-res del lalr-eraterie

aislar-en Ellü lca=rteriefa.-¿ies temperadcs a partlr de un numere ieual

de cepas clinicas de P.aerug¿|_.n_e_sa if censtruïeren las

-:errespendientes lisegenas en la cepa Paúl. libre de fages.

Ceme primer eriterie para seleccienar aquellas lisegenas en

las que el pr-efaee riuleiese alterade alguna prepiedad de

virulencia, se ae'lutJ.na1~en cen antisuere tebtenide en

ceneiesl dirieide centra la cepa Psül, para de este mede detectar

cambies superficiales inducides per el prefage.

En la tabla l se el:›ser†.†a que la lisegena P1Z15 efecti¬.famente

Pi.-EEE' 1..1I'l-:1 Iflüiìlflüdülülì :š'|.l.1JEI"'flClã.1 lflfiìllfll-513 13ÚI" -El PI"-Ufšlfllíl FI215,

ya que muestra ur. tltule de aglutinacien -'ll veces maïcr due la

cepa P.t1Í*l.

`;Í'ì-._Í5.EÍÍ"EI*ITi EN L..-ll ¿Í-HE.'É'?:_rl'~l IÍ“íDUlÍ`Il.±1Ã= PIDE' EL FÁGÚ FIÉ15

Fflie .lesa-I“~1e±1'~e I;-r±›sie=;ta-d de virulencia de eaeiuiginesa es la

adhesi-*-±| que peracite *-†.-¬¦._.-ni:ar- al nespeder-.~ para



TABLA #1. 

TITUL OS DE AGL UTINA CION DE LAS CEPAS 
PA O l Y PIZtS DE Pseudomon¿¡ s _ ae ru¡;;1;::gsa 

CO N ANTISllER O CO NT f\A P AO !. 

CEPA TITULO 

FA01 1:20480 

PIZ15 1:8192 0 

SE MEZCLARON DILUCIONES DOBLES SERIADAS (EN PBSl 

CO N '5 X 10 BACTERIAS MUERTAS POR CALOR. DESPUES 

DE INCUB AR A 37 º C DURANTE ld HS , LA S MEZCLAS S E 

CENTRIFUGAR O N Y S E AGITARON SU AVEMENTE ?ARA 

Ci .E.SERVAR LA AGLU TINA C I O N. E L TIT U L O E S E L 

RECIPROC O DE LA MAXIMA DILUCION DE SUERO QUE 

HOSTR O AGL UTINAC IO N MACR OSCOPI CA. 

Tsscs en

TITULÚS DE sGLlJTIHet1'Iül~l DE LAE ~'1EPs.:-2
Pe.-3 l 3' FIZ15 DE Pseudt_|n;e_:¬.as aei¬ue_i_:._-_;+sa

:JUN .tl¡TI.€fT.TEF-3 üC1l~lTl'-ts PAU 1..

l±*LÉÉÉÍ” E E ' ”LìnTULe
I-

Q---- - 1

FJLO1 liflüåifäü

__ ___ _ _ _ _ ._ _ _ ¡ _ ._ _ _

.PIZ15 l¦$19Eü

SE HEECLARIÍ'-H DILUCIÚHES LÚBLEE SERI.e.D.fl~.3 {EH PBSII

BGN É .II lü IE.-fi.CTERI.e.E HUERTFLS PUR CELL-IJR. DESPUES

DE II"IC'L.ïB.e.R .il 3`T°C DURF-.I~ITE l-5 HS 1. LPLS HEECLA5' SE

fÍ`EHTRIF`UGA.RüH Y SE PlGTTF=.RIIl¦~I SU.¦I.ïEHEI¬ITE P.fi.I;`.'.e.

L'E›SEÍ'R"~.'.'f-.R Ls.. AGLLÍTIHAÍJIÚH. EL TITULÚ EL

REC'-IPRÚCG DE LA HAlI¦IH..lL DILLHÍIUH DE SUEEÚ QUÉ

HÚSTEÚ ¿GL UTIH.e.CIÚN H.e.CR05í.`OPIfÍ'.fl|..

-í .H-



t J c te r H,fa. ¡¡: os F'IZJ 5 al tera.. J)a las 

b .; c t er1a. , med 1m,;.s :: .>ta pr·0p1eclad d e vir·ulenc1a a las cepas PAOl y 

PIZ 15 

i n ·.cr emento üe 1.6 ve :::es e n la adhesion a cé l ulas bucoep1tellales 

J:1 um.1nas. Es t e i ncr eme n to en la a <:ll1es1on .;;e de be a la presencia 

clel fag o F'IZ15 , t <)<ia vez que ambas cepas s o n is ogen 1ca s 

(:romosom1 caman t e y :l ~ f ie r e n s o lamen te en la présen(:1a de l profa go 

e n la lisogenia. (La cepa PA 0 1Ser2 sera t r atada en la parte <:le 

El numer0 de b a c t erias en la cepa PAOl a d l"1eri clas por cé lula 

que n os ot r os e n c0 n t ra mos es iden t 1co a l rep or t ad os en la 

l iteratura la misma cepa ('11 ), por lo que poc:lem os afirmar que 

el ensayo <.te a<:!t:1es1on funci <)na adec uat.iamen te en nu estr·as manos. 

Para confirmar que el aument o en la adlles1on de la cepa PIZ15 

·;· e de be a la p r esen ·.' 1a <le ! profa go y n e a otra causa, c:omo 

p u .ii.:-ra se1· que la ce pa 11sogen 1ca •:ru e e s tu Sia m.:, s ¡:: .. :. seyera un a 

mu tacibn cromosomi ca respon s a ble ,i. e l increment o, obtuvimos otra s 

d <"•S lisbgenJ.s ind epend i e n tes y le s me <iim os su a d 11es1on. Los 

r es u! t. ad os m ».1 es t. r a n en l a Tab l a 3 . Ambas li sogenas 

i ndepen<ilente:> PI Zl<'"·- 1 y ?IZ15-2 mues t ran u n a acl11esion mayor que 

l a. ·~é Pd FA Ot y Sl!IHI J.r . .i P:3t5. 1:) que mo:> pernute con cluu· que 

e l inc1 · ~ :'!1 e~: --:.. E- ~-1 L1. 0 <11-:.. e s. 1 :': i~ c.12 la .:.- i 1 s~1 g e n a s se d ebe a la 

presen c ia (i~ l i a. ~ o F'IZ1 ~ . 

.f¬-.._*- i-.1'.';-:iii-1=- 3.' 'ausarle er.f~.¬-rmedad.

Pati averiguar si el Lacteriefagcïls Flììle alteraba las

; .1_ie*a;le.s- ie a-il.-esit-n a -._-el'-.ilas 1,.i-cc-epiteïi-ales humanas de esta

pa-:teri-i. meclim-;-s esta propiedad de virulencia a las cepas PAOI if

FIE

U1 IF la tai.-la ¿ pc- em-..s =:-l:›servar que la cepa PIZ 15 muestra un

inrremente de 1.5 ~.'eces en la aclhesien a celulas buceepiteliales

humanas. Este incremente en la adhesit-n se debe la presencia

del fase F'I'.Z.l5. tc-da vez que ami.-as cepas sen isegenicas

crcmesemicamante y ïlifieren sclamente en la presencia del prefage

en la liseeenia.{La cepa Fnflllzserâ sera tratada en la parte de

-iiscucit-n 3-' cenclusienesl

El numere de lsacterias en la cepa F.tC“l adheridas per celula

que ncsetres enccntranies es identice al repertades en la

literatura la misma cep-i (41). per le que pedemes afirmar que

el ensaye de adhesien funciena adecuadamente en nuestras manes.

Para cenfirmar que el aumente en la adliesien de la cepa Plíie

se debe a la presenria del prefaeu- y' nc a etra causa, ceme

pu-iiera sei- que la cepa lisegenica que estudian:-_-s p-:=se§'era una

mutacien cremesernica respensable del incremente. ebtuvimes etras

dfs lisegenas independientes if les medimes su adhesibn. Les

resultadcs se m'.1es+.ran en la Tabla 3. .ambas lisegenas

independientes PIZ1t'-1 y FlZ15-2 muestran una adhesien mayer que

la cepa Feel 1-' similar .a Pïïlf-. le que mes permite cencluir que

el in-rrernen-._ en la s:ll';e-:_-:1_t;'*. -ie laï- list-penas se debe a la

presencia del f-.=.e':- Flïlì.



TABLA #2. 

ADHE SIO N DE Ps eudomonas aerug1n osa 
A CELULAS BU COEP ITELIALES HUMANAS. 

CEPAS. j:j: DE BACTERIAS ADHERID A3/CE L• 

PA 0 1 20 ± 0.8 .'J 

PIZ15 31.83 ±0 .41 

PA01Ser2 4 7 .05 ±0 .06 

•) .9 ±0.09 

• MEDIA t DES VIAC I ON ESTA ND AR D DE 3 ENSA YOS 

u= CONTROL S IN ADICION DE BACTERIAS, PARA ESTIMA R 
EL NUMERO DE BACTERIAS INDIGE NAS. 

't 
.3E MEZCLARON 5 X !O CE LUL AS (TRA T ADA S CON TRIF.3INA 

2.::. ,.U& /m l 10 MI NLJT(JS A 37° r::) Cc) N ::: ;.: l (> EACTERIA~3 . 

DESPU E S rE 2 HORAS DE INCUBACION A 37 •r EN AGITACION 

¡¿o rpm), EN PES pH 7 .2, SE LAV O FA RA ELIHINAR LAS 

BACTS RI AS NO ADH:=:RII)AS. ·.r TI7i(" 

EN 4 0 CELULA S EL EGIDAS AL AZA~. 

Tseca ee.

.-tlì:-Hl~ESiel~l DE lìï-Seude1ll..*?dl_e_§pLlaJe_rueinesa
A CELULLE EUCUEPITELIJLLES HUHe.lI.tEl.

E"cÉeis. E e es eiccseiis sesssieisïcsì.
-ru-i±l_.__l _ _ __._.___ --_-H - ¬- -

Pàül ED ±Ú.$-5

PIEl5 31.53 ±Ú.-'+1

P.P.G1Sel"E 47.05 ±Ú.ü5

mi 0.9 ±ü.09
_ ---- - _¡_ _¡_ _ _ __ _ ___ _ ___.__

If I'IEDIå. ± DESVI.FLCI'3I'-I EST.-¦iI~ID.¿'~.ED .DE 3 EI~IE.Fi`füE`.

auf: CÚHTRGL SIN ADICIÚH DE B.F..CTERI.#.E, PAREL ESTIHER
EL HUHERG DE BFLCTERIJÄS INDIGENAS.

1-L . .

.EE I'-f[EECL.¿'›.PuÍ,lLI 5 III Elf* CELULA5 ¦`TE*&T.-*1..Íl.fiE CGI'-Í TRIF.E`›II-Le.
.-1.
|-

F.“'- |.l..1_i§.',.“'í'l":l 1-É! H1`I~{[_¦1`†;±S f-_ F"l"""jf1 .`ï"¦'Í 1' Í-I l~_>JF`.“1.fÍ'T`ÉÍF.I.-filÉ`›.

DESPUES IE .: HLÍfiF;.-fiE`› DE ÍÍ~EC'TšE-A*_`-IÍPH .it EI`.`“'*" EN el¦ìI'I'_-fi.C1i_`1_*'E

¿_Í=_`¦' l`I.'u'l`.ì, EN FB5 ¡JH 7.2, SE I...¢'tï."IÍ= P.-'-.E¡..=1. EL.II*ìIå“I.-'tE É_P-.J:`-

Ef.fiflÍ."1`EFiIƒ"|.E HT] .='iIJI'-{FÍE"T.f.~ Í-E ÍÍÍ`3ÍlÍ _ FE HI."-ÍI= ¡.77-

seeTIs.ss cesce ff s¬ss=c es *-*“= "s H'"'-›J-› ¿thu--±.-_ -_- Eh-. .L...F«4.:"".¬..-I

ÉÍH *'-l~=f- CEL'._ÍL..-"i.':`. EÉ_.E¦Í:1ÃÉ'Fi.fÍ ¡I-Iv .I I
¿'¬|-._'LÍ'..21”.- _'-II1 '.1-



TABLA #3. 

ADHESI ON DE Pseud om o nas aerugin osa 
A CELUL AS B UCOEPITELI ALES HUMANAS . 

CEPAS .Ji: DE BACT ERIAS ADHERIDAS/GEL• 

PA 01 2 0 .±0.88 

F I Z15- 1 38.1 5 ;t1.2 3 

PIZ15 - 2 37.35 .t 0. 4 7 

PA01(D3) 2 8.9 0 .t 0. 17 1 

0 .9 ;t0 .09 

• MEDIA ± DESVIACI ON ESTANDARD DE 3 ENSAYOS 

••= CON TROL SIN ADICION DE B ACTERI AS, PARA ESTIMAR 
EL NUMERO DE BACTERIAS INDIGEN A S. 

TABLA. #3.

s.I¬›l-lEZSIC~l~l DE Pseudomonas aeru3_inosa
A CELULA3 BUCOEPITELIALES HUMANAS.

cssïšédld "S e ríe SB.S¿Í`Eì¬EìIlilšflhlöïelefelïoïsfësíï
__ "__" __"_' ____ ' _ __' ___ ._ _"_fl _ _1__ ____.____ ___I _

PA01 20 :(1.88

Hals-1 36.15 _±1.es
PI2'.l5-2 37.35 1-0.47

PAÚ1f'C13l 28.90 ±0.'l'?1

¬ H 0.9 ±0.09
_'__F--I__r _ _' _l' _ I-r'_|_._h-d _____l __I-u-¡_ ._ _.l.... ___ L _

I MEDIA ± DESVIACIOH ESTANDARD DE 3 ENSAYOS

'I-C-'NTRCIL EIH ADICIOH DE BACTEEIAS. PARA ESTIHAE
EL ¦~IL'HERC› DE BACTERIAS INDIGENAS.



Debido a qu e la 11s bgena 15 tamJ)l e n 

inc rement o en la res1 s ten .;·1 a a la f .:;,i;: oc ito.st s in vit r o P<)r 

ma cr 0f agos peri to niales <:te ra Hin ! ":9 ; y a q ue est e f en ot ip o 

tambien es conferido a la ·.::epa PA O! p or el p r of ago D3 (15 ,113), 

deci <:limos evaluar la con tr 111uc.it>n d e D' a L1 adl1e:;-1t, n. i::omo s e 

<:>l:i serva e n l a Ta bi a 3. el J)a<:·t e r1ofa;; o D3 t amt i en ca usa un 

i n cremen t <) en la adhesi bn d e F AO! , si b i en este e .o rn e n0r q u e 

el ca usa do por el FIZ15. 

FIZ15 AUMENTA LA ADHESION MEDIANTE UN MECAN IS MO, ADI CION AL AL 

MEDIADO POR PILI, QUE REQUIERE ENERGIA 

s e 11 a des ct' 1 t o que la de l a <; epa P A0 1 ele 

l •) S p 1l1 bact e r i anos y ocurr e me<.1lante un procese:, i 1Hle p e nct1en •_e 

C<:.r1 el pro p~i s i to <:le determ1anr s1 la a<:l11esibn aumentada d e l a 

::: epa P IZ15 oc ur r e po r e l mi s mo mecanism o de a <:ll1es1bn de la cepa 

FA01, med imos la adlles i on d e ambas d e s p u e s d e someterlas a l •:; s 

s1 gu 1en te s t.r a tamie n tos: 

a) Mu e r te por calenta mien t o, t r atam! en t. o q ue a d e ma s e l im i ne. 

los p1l i de la superficie bacter;.ana(lttl 

l.:iJ Muert e p or i rr'3.d1a c10i; con ~uz ult r avioleta., en la q ue los 

p1 l1 n o ~ )!1 e11m1nad <:> s (lt l). 

!":n aml:> vs trat a mie nt os , con fi r-mam•)., ia mu ert.e J:.a.:·> ec1ana JO•)¡· l ii 

ausenc ia de c recir.n en t c. en agar :n ttrlt 1-1•). 

E:: los res u lta <i C•S (le la Tal. la !J. p;:, ct;;- mos •:> l;se r· v a 1· ~·1e ¡ ._, cepa. 

-Debido a que la lisogena PIE 15 tambien presenta ~i±'.

incremento en la resistencia a la fagocitosls in vitro por

macrofayios peritoniales de raton ise. 1«' a que este fenotipo

tamhien es conferido a la cepa PAOI por el profago D3 |[15,i-Sl.

decidimos evaluar la contriiiucion de D? fi la adnesion. Como se

oloserva en la Tabla 3. el laacteriofaso DE tamlcien causa un

incremento en la adhesit-n de PAO1, si bien este es menor que

el causado por el FIEl5.

FIZl5 AUHEHTA LA ADHESIOH MEDIANTE UH HECAHISHC1. ADICIONAL AL

HEDIADO PUR PILI. QUE REQUIERE ENERGIA

:_-fe lia descrito que la adliesion de la cepa PA01 de

l=¿¿:†_;¬¿5i1'±osa a celulas ltwucoeli*-iteliales humanas este mediada por

los pili Zoacterianos v ocurre mediante un proceso independiente

de energia H-iii.

Con el proposito de determianr si la adliesion aumentada de la

cepa Plïlfñ ocurre por el mismo mecanismo de adliesion de la cepa

Fltfil. medimos la adliesion de ambas despues de someterlas a los

siguientes tratamientos:

al I-luerte por calentamiento. tratamiento que ademas elimina

los pili de la superfi-:ie i'›acter=.ana{¿ln

lei l-luerte pc-r irradiacion con luz ultravic--leia. en la que los

pili no sin eliminados (411.

En amlsos tratamientos. coa¬.fii'-nf:arn-?.-.±- la muerte lua-í-termina por la

ausencia de crecimiento en asar :'=utri†_1':.:-.

En los resultados de la falla il» pi-demos -'-i'-servai- .gue 1.1 f:e1:-a



TABLA #4 . 

EFECTO DEL CALOR Y LA LU Z ULTRAVIOLETA SOBRE 
LA ADHESl-:>N DE Pseu dom<) nas aer ug1nosa A 

CELUL AS BUCOEPITEL.IALES HUMANAS. 

CEPAS TRATAMIENTO #BACTERIAS/ CELULAM 

PAO 1 23. 5 ±1.7 

c 3.3 ±0 .70 

U.V. 2 0.9 ±0.38 

FIZ 15 30.7 t2 .15 

e !t .O ! 1.8 

U.V. 23. 2 ±1.06 

* MEDIA .t DESVIACION ESTANDARD DE 2 ENSAYOS 

U.V.= LAMPARA GERMI CIDA GE,50 w A 40 cm / . 10' 
(L uz Ultravioleta) 

e 100 •e 1 2 llrs. 

LAS CONDICIONES DE ENSAYO SON LAS DESCRITAS EN LA TABLA 

Ne. 2. E XC EPT O EN LA MUERTE BACTERIAN A POR CALOR (100° 

c 1 ;; h i (1 POR IF;RADI ACION CC" N LUZ ULTRA VIOLETA (LAMPARA 

GER MICIDA GE 50 \V DIST. 1W c m DURANTE 10 m1n. 

TABLA ¦II1

EFECTÍF DEL CALOR' Y LA LUZ. ¡.¡LTRAVI¬ÍJLETA SOBRE
LA ADHESIJH DE Pseudomonas _aer;_u_g_i_nosa A

CELULAS BUC'OEPITEL_I ALES HUHA HAS.

11.-.. ___ .l_ " l'.""`ïïI_` 'i

C'CEPAS TRATAMIENTO #BAGTEEIA..›."CELULA¡
_ _ __l-D-í'_ _"_'__“_

PAO 1

C

UN.

FIT. 15

C

U.V.

23.5

3.3

20.9

30.?

-'-l-.CJ

¿3.E

__ ___|_ _ _¡-_ --¡- - -_ - - ¬- 1- _ - 

ar MEDIA ± DESVIACIÚH ESTAHDARD DE E EHSAYOS

U.V.= LAMPARA GERHICIDA GE.5O W A il-U Cm .Í 10'
{Luz Ultravioleta)

C? = leo “C .ff E ìnrs.

LAS fÍ`OI'IDICIIÚNES DE ENSAYO SON LAS DESCRITAS EN LA TABLA

Ho. 2. EÍ¬í'L'EPTIÍ.ì EN LA MUERTE BACTERIAI'-¡A POR CALOR (IDG.

C." hi †”= FLÍPFC IE'RADIAi1`I~`I-'ll ~Í"f'_"-N LUZ ULTEA'1f1C-'LETA ÍLAHPARA

'Í1'ERHIC.'IDA GE 50 1-'J DISTJ-l--11 cm DURANTE lü lliiri.

_±i.v
±o.'ro
±o.ss
±e.is
¿L8

±l.üE'-



PA01 muerta por calor practicamen te n <:i se a ·:t.tuere, en ~an t e que 

la irradiacion con luz ul travioleta n o afe-:: ta la adl1esibn . Este ._. 

resulta •:l<.) s (:onf1rman l os .repor t a ,1os p •) r W Ol' d:c~ ~.,(19 :~-J) . 

Al contrario de lo que ocurr1o con PA0 1, la cepa PIZ15 mostro una 

reduccion significativa en la adhesibn cuando fue muerta por· 

irradiacion. Igual ·:¡ue PAO!, PIZ'5 pract~camente no se a cllurio 

cuando fue muerta por calor. 

De estos resultados concluimos que el bacterOfagos FIZ15 

aument a la ad11es1on mediante un mecanismo ad1c1onal al me <1iado 

por pili. 

Para confirmar la conc1 u s1on anterior, hicimos una serie de 

experimentos en los que incluimos en el ensayo de ad11esion un 

c:lesacoplan te de l a · f os for ílacion oxida ti va con e l pro pos i to de 

inlubir la s1ntesis d e ATP de las cepas bacterianas. 

Los resulta dos de esta serie de experimentos se muestran en la 

Ta b la 5. La adhesion de la cepa PA01 · no se afecta por los 

desacoplantes carbonil cianur o m-<;lorofen1l h1drazona (CCCF ) o 

2,Lt d1nitro fe nol (2,4 DNP ), lo que confirma, que por otro 

cr i terio, que el mecanismo de adhes1on de esta cepa :10 requiere 

energ1a, solo la presencia de pili. 

La adhesion de la cepa PIZ15, por el contrario, disminuye 

d ras t1came:1te por afecto de 1(1S desacoplantes. Estos r es ultados 

confir man la conclus1on de que el bacter1ofago FIZ15 aumen ta la 

aclhes1on de la lisogena FIZ1 5 media nt e un me :;an1 s mo (acl1c1ona1 al 

clesGr1to en la li te rat u ra., me <:lla ·1•) t='or p1 l1¡, que rt-q u 1ere 

energ1a. 

En la Tabla '5 po<.it:-mos o t •:::e r var tamJJlen que el aument (; en la 

Pltüi muerta por calor practicamente no se adhiere, en tant-:_ -:fue

la irradiacion con luz ultravioleta no afecta la adnesion. Este

FU *._¡ .Í-.¡__ 1_¿:'|resultados confirman los reporta-ios pci* '.-¡oc-ds et -2-Ill.

A1 contrario de lo que ocurrio con PAOI. la cepa Pizio mostro una

reduccion significativa en la adliesion cuando fue muerta por

irradiacion. Igual que Paúl, FI2'E- prac¬._camente no se a-inirio

cuando fue muerta por calor.

De estos resultados conciuimos que el bacterofagos FIZI5

aumenta la adhesion mediante un mecanismo adicional al mediado

por pili. -

Para confirmar la conclusion anterior. hicimos una serie de

experimentos en los que incluimos en el ensavo de adnesion un

desacoplante de la -fosforilacion oitidativa con el proeüslto de

inhibir la sintesis de ATP de las cepas bacterianas.

Los resultados de esta serie de experimentos se muestran en la

Tabla E-. -La adnesion de ia cepa PAO1-no se afecta por los

desacoplantes carbonil cianuro m-clorofenil liidraaona ICCCPÍI c

2.f-l- dinitrofenol ¡EA DNP). lo que confirma. que por otro

criterio. que el mecanismo de aclnesion de esta cepa no requiere

energia. solo la presencia de pili.

La adhesion de la cepa PIEi'5, por el contrario. disminuye

draiticamente por afecto de los desacoplantes. Estos resultados

confirman la conclusion de que el bacteriofago FlZ15 aumenta la

adnesion de la lisogena Plzle mediante un mecanismo ¿adicional al

des-:rito en la literatura, media-:1-:› por pilla. que requiere

energia.

En la Tabla 'E podemos f.;~l-servir tambien :nie el aument... en la



CEPAS 

PA 0 1 

TABLA #5. 

EFECTO DEL CCCP Y DEL 2,4 DNP SOBRE LA 
A DHESION DE Pseudomonas aeruginosa 

A CELULAS BUCOEPITELI ALES HUMANAS. 

TRATAMIENTO tj:B ACTER IA S A DHERIDAS/CEL• 

19.5 ± 1.3 

CCCP 23.5 ± 0.4 

2,ll DNP 18.4 ± 0. 55 

PIZ15 37.5 ± 0.4 

CCCP 12.7 .± 0.3 

2,4 DNP 11.3 ± 0 .3 

CCCP 18.6 ± 0.66 

PA01(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. EXCEPTO POR LA ADICION DE CCCP (50 )ll? / ml) b 2,4 

DNP (25 (, ).l.g / ml), DURANTE LAS 2 HORAS DE INCUBACION. 

TABLA #5.

EFECTD DEL CCCP 'f DEL 2.!-l DNP SOBRE LA
ADHESIDH DE Pseudomonas____aeruginos_a

A CELULAS EUSDEPITELIALES HIJHAHAS.

ceras Teirifiisflrol-esiEmšsiÃsEEÃcHaeIois¡cELi
DAÚ1 _" __ “___ mmm H i'9._5__ ± -L3

CCCP 23.5 ± ü.¿l-

E,-IL DNP 18.14- ± 0.55

PIEIS 3'ì".5 ± 0.*-L

CSCP 12.7 ± U3

2.4 DNP 11.3 ± 0.3

PAUIIDSI

_ cccr ias
25.9

E,-'-l›DI-IP ESI.-¬

±

±

Í.

0.55

0.95

D.'."'?'

_ _ _ - ___ __|______ _ .I __ L. __ .___ _I_._.|__ .'_' _' '_r _ .I-

s HEDIA _± DESWIACIDN ESTANDARD DE 3 ENSAYDS

LAS CUNDICIÚNES DEL ENSAYD SON LAS DESCRITAS EN LA TABLA

No. EHCEFTÚ F'-DE LA ADÍEIGN DE CCCP {5Ú ¡ig I Hill D EJ-1»

DNP {E5t`1__J.Lg _:' full, DURANTE LAS E HORAS DE INGUBASIDN.



a ü lH:s 1on ~l e la c e p a P A C11 q ue ~ 3.u s a e t b a ct e 1·i ofag o D3 , es 

i ndepen c 1e nte <1e en er g1a , y a que la li s Cgena PAOl (D3) present a 

!a mEma a <U1 es ibn C: <) l1 e· s in d e s a co plante s. 

E L IN CR EMENT O EN LA ADHESION DE P I Z1 5 

S UP ERFI CIAL QUE LE CAU SA EL PROFAGO A 

RECEPTOR. 

:3 E DEBE AL C' AMBI O 

NI VEL DE SU PROPIO 

La lisoge na PI Z15 n o permite la a •1s or cibn <iel ba cteri ofag o 

.FIZ15 (40 ), lo que demuestra que el profag o altera su propl (• 

r eceptor en la superficie bacteriana. El receptor para FIZ15 

p r obabalemen t e e s el a n ti.geno "O" y a que la PIZ1 ~; tampoyo permite 

l a ads ocio n d e l bac t erióf a go D3 d e l cual s e l1a r e portado que es 

a n t1geno "O"- espec1f1 co y una vez q u e lisogen i za a la cepa PA01 

le cau s a u n c am b i o s uperficial e n el ant 1geno "O" q ue 

imp os ib i li t a q u e p ueda 

As 1, la li soge n a P A 0 1(D3 ) 

ba cter i ofag o FI Z15 (10). 

ad so r b er l o . 

t ampoco permite la ads or c1{)n del 

Para aver i guar si el cambio supe1' ficial ind ucido por FIZ15 en 

la lisógena es el responsable del incremento en la a d l1esion, en 

n uest r o laborat or i o se ob t u vo u na mu t an t e de PA 0 1 res i s ten te al 

b a cter i of a go FIZ15 y s e con firmo que la r es istencia se d e l, i a a 

una al t era c1bn en el rec e p to r pa r a FIZ15 l o que impe d 1a 

su a dso r c1on <10 ). c u a nd o mecl1 mos la a dl1es1 on <.l e esta mutante 

(P A Ol / 15) a ce1 u1a s b ucoe pitel1ales huma n as , encontramos que la 

a lt e1' ac1on e n e l receptc r fagE o ca us o u n i n cremen to ·:t e q veces 

en la a '1he s1o n re s pect o a PAO! y q u e este es i n dependiente d e 

a--inesion -ie la cepa Paúl que- :ausa el loacteriofagc DS. es

independiente de energia. ya que la liscgena PACI1 (DS) presenta

la misma a-.tliesion con c sin desacoplantes.

EL INCREMENTO EN LA ADHESIÚN DE PIEIS SE DEBE AL CAHBIC1

SUPERFICIAL QUE LE CAUSA EL PROFAGO A NIWFEL DE SU PROPIO

RECEPTOR.

La lisogena Plïio no permite la adsorcion del ba-:teriofago

FIZ15 U-lol. lo que demuestra que el profago altera su propio

receptor en la superficie bacteriana. El receptor para FIZl5

probabalemente es el antigeno "S" Ya que la Fizlo tampoco permite

la adsocion del bacteriofago D3 del cual se lia reportado que es

antígeno "D"-especifico v una vez que lisogeniza a la cepa PA-Si

le causa un cambio superficial en el antigeno "O" que

imposibilita que pueda adsorberlo.

Asi. la lisogena PAOHDS) tampoco permite la adsorcion del

bacteriofago FIZ15 (lol. _

Para averiguar si el cambio superficial inducido por F'IZi5 en

la lisogena es el responsable del incremento en la adliesion. en

nuestro laboratorio se obtuvo una mutante de Faül resistente al

bacteriofago Flììlo v se confirmo que la resistencia se debia a

una alterafzicn en el receptor para F'IZi5 lo que impedia

su adsorcion riel. cuando medimos la adliesion de esta mutante

(Pitu/15) a celulas bucoepiteliales humanas. encontramos que la

aìteracion en el receptor fsgico causo un incremento de 4 veces

en la aflnesior. respecto a PALM Y que este es independiente de



energia (Tabla 5). 

As1 , para que se presente el incre men to en la adt1esHm no se 

requiere Ja presencia del profag o FIZ15, J:,a sta con qut> 11 .aya 

ocurrido la modificacion en el recep to r b a cteriano para el fago. 

Un fen ot ipo mas que el profago FIZ15 le .~c:,nflere a la 

11soisena es la res1stenc1a al efecto bacter1cHi a del suero ln:ma.no 

normal. Esta resistencia se debe tambien a la al teracion en el 

receptor fag1 co y n o requiere la presncia del cromosoma viral en 

el interior de Ja ba.cteria ya que Ja cepa PA01 / 15 es resistente 

al suero n o permite la adsorcicn de FIZ15 ni D3 siendo el mismo 

caso para la sepa P A01Ser2 (10).El caso de Ja cepa P A01Ser2 sera 

t ra ta l1a en la parte de discusion y conclusiones. 

En la Tabla 6 podemos observar que Ja cepa PA01Ser2 tambien 

muestra una adhesH>n aumentada celulas bucoepitel1ales humanas 

s tn embargo esta es independ i ente de energia. 

__..

energia (Tabla ol.

Asi. para que se presente el incremento en la adhesion no se

requiere la presencia del profago Fiïls. hasta con que haya

ocurrido la modificacion en el receptor bacteriano para el fago.

Un fenotipo mas que el profago FIEl5 le confiere a la

lisogena es la resistencia al efecto bactericida del suero humano

normal. Esta resistencia se debe tambien a la alteracion en el

receptor fagico if no requiere la presncia del cromosoma viral en

el interior de la bacteria ya que la cepa PAüi,›'l5 es resistente

al suero no permite la adsorcion de FIZl5 ni DE siendo el mismo

caso para la sepa PAD1SerE llD).El caso de la cepa PADlSerE sera

tratada en la parte de discusion ff conclusiones.

En la Tabla S podemos observar que la cepa PASiSerS tambien

muestra una adnesion aumentada celulas bucoepiteliales humanas

sin embargo esta es indePendiente de energia.



TABL A #6. 

EF'ECTO DEL CCCP Y DEL 2,4 DNP SOBRE LA 
ADHESI ON DE Ps eud omonas aeruginosa 

A CELULAS BU COEPITELIALES HUMANAS. 

CEPAS TRATA MIENTO #;BACTERIAS ADHERID AS/GEL• 

PAOl 19.5 .:!;1.3 

CCCP 23.5 ±0 .4 

2,4 DNP 18.4 ±0.55 

PAOi/15 7 9 .3 ±0.05 

18.6 ±0.66 

PA01Ser2 47.0 t0.98 

2 ,4 DNP 46.4 .:!; 1.09 

• MEDIA i DESVIACION EST ANDARD DE 3 ENSAYOS 

LAS CONDICIONES DEL ENSA YO SON L A S DESCRITAS EN L A TABL A 

No.2 

LAS CONDICIONES DEL ENSATG SUN LAS DESCEITAS EN LA TABIA

I*I0.É

TABLA #5.

erecto csi. cccs v ost ac our soeee Li
ADHESIUN DE EsosU~i¢›fl1e_o±ss__s_si*_liB_i1Je†-SeA csioiis eocossirsciitss Huniims.

IcE:LP.iJš A I*fìiLÃ*l¬L.tL}ii'ÉÍHTo EBACTEIÍILALS liloiïlïiìéåflifislsi/ÍšIEIL¿
__ ¡____ __ ______ ____________ _ __ _ ____ _ __

PAOi --- 19-5 ±1.3

CCCP 23.5 ±0.1i

2.4 one tesi ±o.ss

eso:/is --- vea ±o_os
15.5 1-0.55

F.A"ÍJ1SSI*E'. --- 47.0 ±C-'.95

EJ-L DNP -'-l-E-.-'4 1-1.09

I MEDIA ± DES`v'IACIfÍlN ESTAHDAI-ID DE 3 ENSAYOS



CONCLUSIO NES Y DISC USION 

L a •:Hlhes H>n es un fa c t or i mpor tan te para la v1ru1enc1a <1e 

Pseudomonas aerup.n os a ya que es un pre- r equi.si to indispensable 

p a ra que la bac t e r ia p Lteda col onizar y posteriormente inavdir al 

hospedero ca u sandole una infeccion local y / o sistema tic a. Es t e 

micr oorgansi mo es invasivo y toxigen1co capaz de causar cuadros 

clinicos muy variados, predominando infecciones urinarias, Otlcas 

oculares y de h eri d a s qu 1rllrgicas y quemaduras (27). 

Se ha descrito que el mecanismo de adhesión de P.aeruginosa 

a ce lula s b u coepi teliales huam a n as (m ol.lelo de 

am p liamente utiliz a d o por sencill o b arato y reproducible), esta 

med iado por pili y no requiere energ1 a metal;>ólica ya que mientras 

las bacterias posean p111 se a dhie ren, aun y cuando hayan shi.o 

muer t a s por f or ma lina o l uz u ltra viole ta (44). 

Por otro lad o, p rac t icamente el 1001. de las cepas clínicas de 

P.aeruginosa S<.)n lisogenas y a lgu nas ele e llas albergan 11asta lC 

profagos diferentes (15). Esta gran abundancia de lisógenas entre 

las cepas clin ica s llevo a nuestro grupo de· trabaJo a postular la 

h ipótes i s de que los bacteribfa gos de P.aeruginosa contril:luyen 

a e le va r su vir u lencia. 

En e s t e tra ba Jo h em os d e mostrado que el bacteriofago FIZ1 5 

aumen ta la ad l1es i on d e P.ae rugino s a a c e lulas bucoep1 telia les 

h uman a s (Tabla 2) , Co n f irma mos t ambi e n que este i nc r e mento se 

d e be a la presencia c.i el Pl'Ofa.go ya que l o presentan no s olc la 

lffiü F Y DISCUSION

L.-1 ~ì¢1I1~'3'S_LDl`i ES ¡lll 'fdiït-ú1`“ 1_Hl1ï'¢=i`Ídï`i†.-E-' P¢1I`tì. lå V1I"1.11ED¢.'¡.ã. IAB

É lC"l-*r-I-II -C.f';'|1-1 5:3 ..-'_-5'.11:1 E."`.ì

Pseudomc-nas___a_er1_i_g_inose ya que es un pre-requisito indispensable

para que la bacteria pueda colonizar 1.* posteriormente inavdir al

liospedero causandole una infeccion local Y/o sistemática. Este

microorgansimo es invasivo 1' toitigenico capaz de causar cuadros

clinicos muy variados, predominando infecciones urinarias, oticas

oculares y de heridas quirurgicas Y quemaduras (ET).

Se ha descrito que el mecanismo de adhesion de Raeruginosa

a celulas bucoepiteliales huamanas lmodelo de adnesion

ampliamente utilizado por sencillo barato Y r-eproducible). esta

mediado por pili y no requiere energia metabolica Ya que mientras

las bacterias posean pili se adhieren. aun Y cuando hayan sido

muertas Por formalina o luz ultravioleta (44).

Por otro lado. practicamente el iooit de las cepas clinicas de

Raeruginosa son lisogenas Y algunas de ellas albergan hasta lo

profagos diferentes (15). Esta gran abundancia de lisogenas entre

las cepas clinicas llevo a nuestro grupo de- trabajo a postular la

hipotesis de que los bacteriofagos de Puaeruginosa contribuyen

a elevar su virulencia.

En este trabajo nemos demostrado que el bacteriofago FIZIS

aumenta la adiiesion de P_aerugi_ijios__e_i a celulas bucoepiteliales

humanas (Tabla El- C-'onfirmamos tambien que este incremento se

debe a la presencia del profise ¡fa que lo presentan no solc la



lisOge-na que oonstru1mos uuc1a1mente, sino tamJ..;ien otras dos 

lisOgenas construimos en f orma in el e pe1Hlien te en nuestr ·.) 

laboratorio (Tabla 3). 
· .. : 

En el presente trabajo tambien confirmamos los resultados de 

adhesión <ie la cepa PA01 a celulas bucoepitellale.<: l-it1manas 

reportados por otros in vest1gadores, tan t o en lo re la ti v o al 

nltmero de bacteria adheridas p or celulas (Tabla 2 y Ref.44), como 

el hech o de que la adhesiOn de esta cepa ocurre mediante un 

mecanismo independiente de e n erg1a (Tabla IJ. y Ref.44). 

Un hallazgo no descrito que reportamos aqu1, es el que el 

profagos D3 tambien aumenta la adhesi6n de la cE-pa PA01 a células 

bucoepiteliales h.umanas (Tabla 3). 

Sin embargo, el incremento en la adhesiOn que le confieren los 

pro fagos FIZ15 y D3 a la cepa PA01 no es idén t.ico; el profago 

F'IZ15 lo l1ace mediante un me can1smo que requiere energ1a 

(Tablas 4 y 5), mientras que D3 lo hace en· menos grado y a traves 

de un mecanismo independiente de energ1a (Tabla 5). Ambos fagos 

FIZ15 2' D3, al lisogenizar a la cepa PA01 alteran el ant1geno "O" 

(15,40), no obstante, las a1terac1onE-s deben ser Cliferentes ya 

que los fenotipos de adhesión de las lisOgenas correspondientes 

difieren del requerimient o de energ1a. 

Parece poco probable que el mecanismo de adhesibn clependiente 

de energ1a se d eba, ademas ,Jel ca mbio en el ant1geno "O", a otra 

causa; ya que la mutante espontanea PA01/15 fue seleccionac1a c:o m(> 

r esistente al fag o FIZ15 (por l o que tiene alt era :i o el receptc:>r 

fag ico, · que es an t1geno "O") y pre sen t a un importan te in cremento 

en la adl-u:~s1Cn, el cual tam b ién es c:tepend1ent e <i e e :·. erg1a 

11SÚE¦E'11å -ÉIUE '1I7ÚI1S`|31`ì.1lITl'$S lI`1.1.1Il-1I1'E1E^|"ì†.E, ïilïìü Íã¦ï'±1I11.É'I`i -'3'ÍI"-11-*'11 1133

115'-§EEI'1-3.5 ¢Ú1'1SÍI"`LI.1I'I1'üS EH f'E1I"'|'1'1<1 llïflflpfìflfllëlìfë EH i`1`|..¦.E*$Í.I"-3

laïmzaraterie (Tabla 31.

En el presente trar-a_1f:» tamblen eenflrmames les resultades de

adneslen de la sepa FAC-1 a celulas hneeepitellales numanas

reportadas pr-r etrns 1nvest1gad-eres, tante en le re1at1.†.rf:› al

numere de 1:-aeteria adheridas per eelulas {Ta1:=1a E 1* Ref.¢HH, came

el heenn de que 1a adheslün de esta -sepa neurre mediante un

meeanlsme-_ Lndependiente de enereìa [Tabla 1+ Y Ref.4-sì.

un nallasgs- ne descrito que repertames aqui, es el que el

prefages DE tamhlen aumenta la adhesl-en de la sepa Paüfl a celulas

nLn:=:ep1te11a1-es humanas [Tania 31.

Sin emi:-arge. el .Lneremente en la adnesien que le ee-«nfleren les

prefag-es FIZ15 y DE a 1a cepa Paúl ne- es 1dentie-::.-¦ el prsfage

FIE15 le hace mediante un meeantsme que requiere energia

¡Tablas 4 1* 51. mientras que DE le naee en- menus grade 1-' a traves

de un meeanlsmn .tndependiente de energia [Tabla 51. .amb-es :Eages

FIE15 1.' DE. al lisegeniaar a la sepa Faüi alteran el antigene "Cl"

¿15.Hfd}. ne nnstante. las alteraelenes del:-en ser dlferentes 1-fa

que 1-es fenetipes de adneslen de las llsegenas eerrespend1entes

dlfier-en de1.re-:fuerlmlente de energia. .

Parece pese pre-1:›a1:±1e que el meeanisme de adneslen dependiente

de energia se deba. ademas del eamnln en el antigene "ü", a etra

causa; ya que la mutante espcmtanea Pa±Z1±./15 fue se1e:::=:1c›nat¬1a +.¬=:›m=;-

reslstente a1 fage FIE15 iper 1=:= que :tene altera-.te el reeeptmf-

fag1ee.`que es antígeno "C.="1 1; presenta un :Lrnpertante ln-:remente

E11 lá -1'C`l1LE'SL'É“11. El Cïlfiì 13¢'±II1I3'l!E'1'] EPS fl1E'PE'I11Í1l5'I`iÍ.E' -ÍÍE' -E'Z`¡'E'I"E:`1¿ì.



(Tab la. ·:-). A·l1c ie•n .:;,Jme n te , e.>te res.ulta•1 ·) n os permite afirmar que 

n 0 es necesar i <:1 que el ADn fá g1cc· se encuentre presente para que 

.se i n ·:·remente l a acli.1 e s10 n. basta qu e la cepa haya s ufrido el 

cambio super·fi cial a ruvel c1 el a ntigeno "O" 

fa gos FIZ1 5 y D3L 

(receptor para los 

Por ot r o Ja cte>, la mu tan t e esponui.nea PA 0 1Ser 2 (que fue 

sele cc ionada como resistente al efecto bactericida del suero 

11uamano normal y posee un ca mbio superficial en el receptor 

fag ico (4 0) , tambien tiene incrementada la adl1esion pero el 

mecanism o es i ndependi ente de enrgia {Tabla 6 ). 

Tom ados en con Jun to todos los resulta d os nos permite afirmar 

que el l i pop o lis a c á r i c1 o de P s eudomonas 

e s peclficamente en el antigeno "O", participa en la adhes1on de 

es t a bacter ia a cel u l as bucoepi teliales . h uamanas . As1, es 

probable que existan d os componentes superficiales, ademas ele h)s 

pili, que co nt ribuyen a aumen tar la adhesion de P.aeruginosa a 

celulas bucoepiteliales huamans: uno dependiente de energ1a y 

ot r o ind epen c.Uen te. Al t.erac1ones en cualquiera ele ellos afe c tan 

al receptor para F IZ15. 

La energ1a requerida para incrementar la aclhesion pudiera ser­

ut i lizada para: 

a) Si ntesi s de novo de una nueva adhesina 

b) Transporte act i vo de cationes que fa vorezcan la a d hesion 

( pr •) bal)lemen te p otasio í. 

e) In cr emento d.e la m ·~1v ilidad flag elar que fa voreceria el que 

las bac ter i as .> e c.ilrigieran a las celulas epitellales. 

{Tabli 'í-i. a-.lic-1=;-nalmerits, este resultado ncs permite afirmar que

n-'¬= es necesaric- que el abn fagicc- se encuentre presente para que

se id-'-remente la idnesicn. basta que la cepa haya sufridc el

cambi-i superficial a nivel del antifienc *'U" íreceptc-r para lcs

fagcs F'I2l5 if' Iflãi.

Pcr ctrc ladc, la mutante espcntanea Paúlãerå [que fue

seleccicnada ccmc resistente al efectc bactericida del suerc

huamanc ncrmal ï pcsee un cambic superficial en el receptc-r

fagicc if-iül, tambien tiene incrementada la adliesicn perc el

mecanismc es independiente de enrgia [Tabla E-2.

Tcmadcs en -ccnjuntc tcdcs lcs resultadcs ncs permite afirmar

q ue el li pcpc 1 isa ca ridc de P_s_eu_d_c_m_c_na_s___ _ __a_e_r_u_g_i_iic«s_a.

especificamente en el antigenc "O". participa en la adnesicn de

esta bacteria a celulas buccepiteliales- liuamanas. asi. es

prcbable que ei-ristan dcs ccmpcnentes superficiales. ademas de lcs

pili, que ccntribuïen a aumentar la adlieslcn de l?¿ae_ijju_g_i_r¿c_sa a

celulas buccepiteliales liuanians: unc dependiente de energia 1-*

ctrc independiente. alteracicnes en cualquiera de ellcs afectar:

al receptcr para F'I2l5. '

La energia requerida para incrementar la adliesicn pudiera ser
-I

utilizada para:

al Sintesis de ncirc de una nueva adhesina

bl Transpcrte activc de caticnes que faircreacan la adhesicn

íprcbablemente pctasic;-.

Jl In':rementc de la mivilidad flagelar que fa'-.rcrecerìa el que

las bacterias se dirigieran a las celulas epiteliales.



De estas posibilidades, la seg u n<."'l a ser la ir. as a certa.1a y a. que 

en nuestro laboratorio s e 11a demos t ra <10 que el pot asio favorece 

s1 gn1f1 ca t1vamente la ª ':l11.es1 on <:le las c::epas FAO l. PIZ15 y 

PA01 í 15, en tanto que 

(1). Queda por a clarar 

ni el .süd i o ni el fosfat o tienen efecto 

de que mod o el p ota s i o participe en la 

adhes1on de ?.aerugin osa a celulas J:)llcoep tella les humanas. 

De estas pcsibilidades. la segunda ser la mas acertada ya que

en nuestrc labcratcric se ha demostrado que el pctasic favcrece

significativamente la adhesicn de las cepas FAO1. Pläiã 5*

Paülƒle, en tantc que ni el .scdic ni el fcsfatc tienen efectc

iii. Queda por aclarar de que mcdc el pctasic participe en la

adhesicn de E.-aerugigcsa a celulas buccepteliales humanas.
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