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INTRODUCCION. 

GENERALIDADES DE Pseudomonas aerueinosa. 

Las Pseudomonas aerueinosa son bacterias gra111negati vas, 

patógenas oporttmistas, se .caracterizan por ser aerobias 

estrictas. su tama~o oscila entre 0.5-1 micras de ancho por 1.5-4 

micras de largo. Estas bacterias son lft6viles debido a la 

presencia de 1 a 3 flagelos polares.CStanier et al. , 1975; Sl!lith. 

19801. 

Pseudomonas aerueinosa EN LA NATURALEZA. 

Las Pseudomonas aerueinosa se encuentran extensamente 

distribuidas en agua dulce. marina y en la superficie de plantas. 

Exámenes directos por microscopios electrónico y óptico han 

mostrado que estos organismos crecen en forma de microcolonias 

cubiertas por moco. encontrándose en la superficie de aguas 

dulces. marinas y en los suelos. 

Se cree que el moco que presentan estas microcolonias las 

protege contra el ataque de bacteriófagos y amibas de vida 

libre encontradas en su habitat. CCosterton. 19791. 

Investigaciones realizadas han demostrado que P aerueinosa s• 

encuentra frecuentemente. y a al tas concentraciones. en suelos 

usados para macetas de plantas orna111entales. con una h~ad 

relativa cercana al 90~. pero aún no es claro si P. aeru~inosa se 

mantiene por si misma en los suelos o es introducida por el agua. 

plantas o heces fecales de animales. CRhame. 19791. 

Ta111bién se ha observado que las aguas de albercas tienen 

IHTRÚDUCCI DH.

G-EH`ER.Al.IDADES DE Pseudomonas aeruginosa.

Las Pseudomonas aeruginosa son bacterias grafliegativas,

patogenas oportunistas, se caracterizan por ser aerobias

estrictas, su tamaño oscila entre 0.5-1 micras de ancho por 1.5-4

micras de largo. Estas bacterias son moviles debido a la

presencia de 1 a 3 flagelos polares.[Stanier et af.. . 1975; Smith,

1980]. .

Pseudomonas aeruginosa EN LA NATURALEZA.

Las Pseudomonas aeruginosa se encuentran extensamente

distribuidas en agua dulce, marina jr en la superficie de plantas.

Exámenes directos por microscopios electronico y optico han

mostrado que estos organismos crecen en forma de nlcrocolonias

cubiertas por moco, encontrándose en la superficie de aguas

dulces, marinas gr en los suelos.

Se cree que el moco que presentan estas microcolonias las

protege contra el ataque de bacteriofagos y alnihas de vida

libre encontradas en su habitat. lüosterton, 19791.

Investigaciones realizadas han demostrado que P aeruginosa se

encuentra frecuentemente, y a altas concentraciones, en suelos

usados para macetas de plantas ornamentales, con una htxfldad

relativa cercana al 90%, pero aún no es claro si P. aeruginosa se

mantiene por si misma en los suelos o es introducida por el agua,

plantas o heces fecales de animales. Ilìhaae, iQ7'Q].

Tambien se ha observado que las aguas de albercas tienen
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regular111ente tm alto contenido de estas bacterias. 

Se ha de~strado que P. aerueinosa crece en agua destilada, 

tal vez utilizando coll'IO nut r illl9ntos a los gases disueltos en ella, 

obteniéndose 100 iaillones de bacterias en "8 horas a partir de tm 

inóculo de 100 bacterias. En agua ultradestilada las P. aer'U6inosa 

mueren. [Rha~. 19791. 

Pseudomanas aer'U6inosa EN HOSPITALES. 

P. aeruei nosa se caracteriza por su resistencia a tm gran 

nú111119ro de antibióticos en virtud de que la 111ayoria posee 

pl~snü.dos responsables de la resistencia. [Cervantes-Vega et 

al, 1986; Chakrabarty. 1976; Holloway. 1 974; Lowbury, 1974 1 •• 

Esta ventaja les permite prevalecer en alllbi entes 

hospitalarios. donde los antibióticos son ampliaJ11ente usados 

causando entra el 10 y el 20~ de las inf'ecciones de paciente s 

hospitalizados lBodey et al, 1Q83; Olson et al , 1Q8 4 

principal1119nte de aquéllos que sufren quellladuras 

Rabin et al, 19611, fibros is quistica lHoiby, 

[ Prui tt, 1974; 

19771. 

[Frei et al . , 19651 o que han sido tratados 

illlllunosupresoras [Reynolds et al, 19751. 

con 

leucelllli.a 

drogas 

Las fuentes de translllisión de estos mi.croorganisrEs son el 

personal del hospital y los pacientes hospitalizados, ya que estas 

bacterias est~n presentas en al tracto intestinal [Rha111e, 19791. 

Ta..t>ién incluyen las soluciones oftállllicas. soluciones 

antisépticas. jabón de hexaclorofenol, crema de .anos, loción para 

el cuerpo, aparatos de succión, ventiladores respiratorios, 

incubadoras, plantas ornaJ11entales, forceps , terlllÓlllBtros, navajas 

2 . 

regularmente un alto contenido de estas bacterias.

Se ha demostrado que P. aeruginosa crece en agua destilada,

tal vez utilizando como nutrimentos a los gases disueltos en ella,

obteniendose 100 millones de bacterias en 48 horas a partir de un

inoculo de 100 bacterias. En agua ultradestilada las P. aeruginosa

mueren. lkhame, IQTQI.

Pseudomonas aeruginosa EN HQSPITALES.

P. aeruginosa se caracteriza por su resistencia a un gran

numero de antibióticos en virtu de que la mayoria posee

plasmidos responsables de la resistencia. [Cervantes-Vega ei

ai, 1986; Chakrabarty, 1976; Holloway, 1974; Loubury, 1Q?4 I..

Esta ventaja les permdte prevalecer en ambientes

hospitalarios, donde los antibióticos son ampliamente usados

cauando entre el 10 y el BOX de las infecciones de pacientes

hospitalizados [Bodey ei ai, iüB3; Olsen ec al, 1934 l

principalmente de aquellos que sufren quemaduras IPruitt, 1Q?4;

Rabin et al, 1961], fibrosis quística lfloiby, 19771, leucemia

[Frei ei al., 1965] o que han sido tratados con drogas

inmuosupresoras [Reynolds ei ai, 19751.

Las fuentes de transmision de estos microorganismos son el

personal del hospital y los pacientes hospitalizados, ya que estas

bacterias estan presentes en el tracto intestinal Efihamm, 19791.

Tambien incluyen las soluciones oftalmicas, solucions

antisepticas, jabon de hexaclorofenol, crema de manos, locion para

el cuerpo, aparatos de succion, ventiladores respiratorios,

incubadoras, plantas ornamentales, forceps, termometros, navajas

2.



de rasurar, batas y a liment o s consumidos en el hospital 

[ Rha-. 1979! . 

El agua destilada contal1li nada constituye un grave peligro coJllO 

fuente de transmisión, ya que es utilizada para la preparación de 

múltiples soluciones, tales como detergentes, 

incluso .edicaMentos CSMith, 10901. 

des i nfectantes e 

DETERMINANTES DE VIRULENCIA DE Pseudom.onas aeru6i nosa. 

P. aeru6inosa produce varias substancias extracelulares que 

han sido relacionadas con su virulencia !Vaca et al, 19981; entre 

éstas se encuentran: La exotoxina A, que es un polipéptido con un 

peso IK>lecular de 66 Kd !Leppla, 19761 producido por un alto 

porcentaje de las cepas aisladas de pacientes CPollack et al, 

19771 y cuya acción es inhibir la sintesis de proteinas por 

ADP-ribosilación del factor de elongación 2 CEF- 2) requer i d o para 

el paso de translocación durante la sintesis proteica CPavlos kis 

et al, 19741. La exoenzima S, que es una proteina con actividad de 

ADP-ribosiltransferasa que contribuye a la virulencia de P. 

aerU6inosa, ya que se ha de1110strado que mutantes deficientes en la 

producción de esta enzima son significativa1111ente 111enos virulentas 

que su cepa progenitora tanto en el modelo de ratón que .. do 

(infección aguda), como en el modelo de infección crónica en rata 

CNikas, 19871. Una proteasa alcalina y una elastasa que han sido 

i111Plicadas en la producción de hemorragias en órganos internos, 

especial111ente en los pulmones y probablemente son las responsables 

de la destrucción del tejido cornea! en infecciones oculares 

producidas por este microorganislllO [Kawaharajo et al, 
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de rasurar, batas y alimentos consumidos en el hospital

Ikhame, 19791.

El agua destilada contaminada constituye un grave peligro como

fuente de transmision, ya que es utilizada para la preparacion de

multiples soluciones, tales como detergentes, desinfectantes e

incluo medicamentos (Smith, 10801.

DETERHIHANTES HE VIRULEHCIA DE Pseudomonas aeruginosa.

F. oerugtnoso produce varias substancias extracelulares que

han sido relacionadas con su virulencia [Vaca et dt, 19831; entre

estas se encuentran: La exotoxina a, que es un polipeptido con un

peso molecular de BB Kd [Leppla, IQTEI producido por u alto

porcentaje de las cepas aisladas de pacientes [Pollack et al,

iQ7?] y cuya accion es inhibir la sintesis de proteinas por

ADP-ribosilacion del factor de elongacion 2 CEF-2) requerido para

el paso de translocacion durante la sintesis proteica {Pavloskis

et ot, 19741. La exoenzima S, que es una proteina con actividad de

ADP-ribosiltransferasa quo contribuye a la virulencia de P.

oerugtnoso, ya que se ha demostrado que mutantes deficientes en la

produccion de esta enzima son significativamente menos virulentae

que su cepa progenitora tanto en el modelo de raton quemado

(infeccion aguda), como en el modelo de infeccion cronica en rata

lflikas, 1987]. Una proteasa alcalina v una elastasa que han sido

implicadas en la produccion de hemorragias en organos internos,

especialmente en los pulmones y probablemente son las responsables

de la destruccion del tejido corneal en infecciones oculares

producidas por este microorganismo [Kaeaharajo et ot. 1974,

3



Kawaharajo e t al., 19751. 

Aproximadamente el 85~ de l as c epas clinicas de P. aeru~ i n.osa 

producen elastasa CWretlind et al, 19731 la cual es una proteasa 

neutra que contiene zinc y e s sensible a quelantes de metales 

CWretlind et al, 19771 La elastasa purificada inactiva a los 

factores C1, C3, C5, C8 y CQ del co111ple1119nto in vitro, por lo que 

quizá inhibe el JnOvimiento de los leucocitos polimorfonucleares al 

sitio de infla1111ación y disminuye su actividad fagocitica CSchultz 

•t al, 1Q7•l La elastasa talllbi én inactiva a la proteí na ~-1, al 

principal inhibi dor de las serinproteasas endógenas CMorihara et 

al, 1Q7QI CP. ej. de leucocitos) cuya actividad aumentada podria 

causar da~o tisular. 

Olra substancia extracelular de P. es la 

leucocidina, una proteina de 27.5 Kd • termolábil y activable por 

tripsina, que destruye a los leucocitos, 

glóbulos rojos CSchar111an, 1Q76J. 

pero no a los 

Este microorganismo produce también dos hemolisinass un 

glicolipido ter1110estable y una fosfolipasa termolábil Cfosfolipasa 

C), la cual es una proteina de 78 Kd que cataliza la hidrólisis de 

la fosfatidilcolina Cel co111ponente principal del surfactante 

pul1ROnar> en fosforilcolina y diacilglicerol. Se ha demostrado que 

la fosfolipasa C es muy activa sobre los fosfolipidos presentes en 

células eucariónticas Cfosfatildicolina, lisofosfatilcilcolina y 

esfimgolllielina) y casi no tiene actividad sobre los fosfolipidos 

que for.an parte de las membranas de las células procariónticas 

Cfosfatidiletanolalllina, fosfatidilserina y · fosfatidilglicerol) 

CBerka et al, 19821. 

Olro deter.U.nante de patogenicidad es la substancia mucoide 
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Kaeaharajo et ol.. 1975].

Aproximadamente el 85% de las cepas clinicas de P. oerugtnoso

producen elastasa lflretlind et ot, 1Q?31 la cual es una proteasa

neutra que contiene zinc y es sensible a quelantes de metales

lflretlind et ot, 19771 La elastasa purificada inactiva a los

factores C1, C3, C5, CB y CD del complemento tn vitro, por lo que

quiza inhibe el movimiento de los leucocitos polinorfonucleares al

sitio de inflamacion y disminuye su actividad fagocitica [Schultz

et ot, 1Ú?4l La elastasa tambien inactiva a la proteina o-1, el

principal inhibidor de las serinproteasas endogenas [Horihara et

ol, 10701 (P. ej. de leucocitos) cuya actividad aumentada podria

cauar daño tisular.

Otra substancia extracelular de P. aeruginosa es la

leucocidina, ua proteina de 2?.5 Kd , termolabil y activable por

tripsina, que destruye a los leucocitos, pero no a los

giobulos rojos [Scharman, iüïfll.

Este microorganismo produce tambien dos hemolisinast u

glicolipido termoestable y una fosfolipasa termolabil (fosfolipasa

CJ, la cual es ua proteina de TH Kd que cataliza la hidrolisis de

la fosfatidilcolina Cel componente principal del surfactante

pulmonar) en fosforilcolina y diacilglicerol. Se ha demostrado que

la fosfolipasa C es muy activa sobre los fosfolipidos presentes en

cülulas eucarionticas ífosfatildicolina, lisofosfatilcilcolina y

esfimgomdelina) y casi no tiene actividad sobre los fosfolipidos

que forman parte de las membranas de las celulas procarionticas

ífosfatidiletanolamina, fosfatidilserina y ~ fosfatidilglicerol)

[Herka et ot, 1982].

Otro determinante de patogenicidad es la substancia mucoide

â



que elaboran alglll"las cepas clinicas, particularmente las aisladas 

de pacientes con fibrosis quistica [Zierdt et aL, 19751. Esta 

substancia se conoce como alginato y es un exopolisacárido 

constituido principalmente por ácido manurónico y ácido gulurónico 

CCarlson et aL, 19661. El alginato inhibe las actividades 

fagociticas de los leucocitos CSchwarzmann, 19711 y es capaz de 

producir efectos similares a los producidos por la infección de 

ratones con bacterias viables COimitracopoulos et aL, 1980; 

Sensakovic e t aL, 19741. El alginato también ha sido implicado en 

la adhesión de P. aeru6inosa a células de tráquea de ratón 

CRamphal et aL, 19851. 

otro determinante de patogenicidad de P. aerueinosa es la 

roovilidad, debida a l flagelo, que facilita la invasión del 

hospedero por la bacteria C Montie et ai, 19821. Por otro lado, 

el 100" de las cepas clinicas de P. aerueinosa son lisógenas y 

alglll"las de ellas son polilisógenas CHolloway et aL, 19741 . La 

adqusición, por bacteria, de nuevas caracteristicas 

fenotipicas debido a la presencia de un profago (conversión 

lisogénica) ha sido bien estudiada en varios géneros bacterianos 

CBarksdale et al, 19741. En P. aeru6inosa se ha repor tado que la 

lisogenización de la cepa PA01 (serotipo O: 2a, d) por el 

bacteriófago 03, causa conversión lisogénica mediante la 

introducción de un grupo acetilo en la posición 4 de la fucosamina 

y el cambio en el enlace entre las unidades repetidas de 

trisácaridos de a-1-4 a (1 - 1-4 CKuzio et aL, 19831. Este cambio 

superfici a l , a nivel del antigeno O, que le causa el profago 03 a 

la cepa PA01, le confiere resistencia a la fagocitosis por 

macrófagos peritoneales de ratón in vitro y resistencia a la 
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que elaboran algu:nas cepas clinicas, particularmente las aisladas

de pacientes con fibrosis quística [Zierdt et ot, 1975]. Esta

substancia se conoce como alginato y es un exopolisacárido

constituido principalmente por acido manuronico y acido guluronico

[Carlson et ot, 19661. El alginato inhibe las actividades

fagociticas de los leucocitos íSchearzmann, 19711 y es capaz de

producir efectos similares a los producidos por la infeccion de

ratones con bacterias viables [Dimitracopoulos et ot, 1980;

Sensakovic et ol, 1974.1. El alginato también ha sido implicado en

la adhesion de F. oerugtrtoso a celulas de traquea de raton

lflamphal et ot, 19551. _

Útro determinante de patogenicidad de P. oerugtnoso es la

movilidad, debida al flagelo, que facilita la invasion del

hospedero por la bacteria [Hontie et ot, 19821. Por otro lado,

el 10% de las cepas clinicas de P. oerugtnoso son lisogenas Y

algunas de ellas son polilisogenas [Holloway et ot, 1974]. La

adquicion, por una bacteria, de nuevas caracteristicas

fenotipicas debido a la presencia de un profago (conversion

lisogenica) ha sido bien estudiada en varios generos bacterianos

[Harltsdale et dt, 19741. En P. aeruginosa se ha reportado que la

lisogenizacion de la cepa Faüi tserotipo 0¦Ea,d) por el

bacteriofago DG, caua conversion. lisogenica mediante la

introduccion de un grupo acetilo en la posicion 4 de la fucosamina

jr el cambio en el enlace entre las unidades repetidas de

trisácaridos de oe-1-4 a fìf- 1-4 Illíuzio et ot, 1983]. Este cambio

superficial, a nivel del antígeno 0, que le causa el profago D3 a

la cepa PAOI, le confiere resistencia a la fagocitosis por

macrofagos peritoneales de raton tn uttro v resistencia a la

5



superinfección por el f a go 03, ésta últi111a debida a que D3 es 

incapaz de adsorberse a l a lisógena CHol loway et ai, 19e2l. 

Con el prop6si to de aver.iguar s i los bacteriófagos contr ibuyen 

a la virulencia de P. aeru6 inos a, Vaca S. y colaboradores aislaron 

210 bacteriófagos temperados a partir de cepas cl i nicas y 

construyeron las lisógenas correspondientes en l a cepa PA01 Clibre 

de fagos). S6la .. nte 80 fagos fueron capaces de f or111ar lis6genas 

estables y distinguieron 19 tipos diferentes cuando probaron la 

irununidad de las lisógenas a la superinfección por todos los fagos 

lMar t inez et at, 198•1. El i gieron para estudio a uno de los 1Q 

fagos debido a que su lisógena 1ROstr6 un incre111ento de • veces en 

el ti tulo de aglutinación con antisuero, obtenido en conejos, 

dirigi do contra la cepa PA01 muerta por calor, lo que sugirió que 

e l profago FIZ15 le causó un calllbio superficial a la lisógena a 

nivel de algún antigeno somático. Para determinar si el putativo 

calllbio superficial inducido por FIZ15 estaba relacionado c o n 

a l gunas propiedades de virulencia, compararon a la cepa PA01 c o n 

PIZ15 en cuanto as Adhesion a células bucoepiteliales hu..nas, 

sensibilidad al efecto bactericida del suero hUJRano nor111al y 

sensibilidad a la fagocitosis por 11Ulcr6fagos paritoneales de ratón 

in vitro. La lisógana .:>stró una adhesión 1.5 veces 111ayor que PA01 

a células bucoepiteliales hUJ11anas [Vaca et ai, 19861; una 

sobrevivencia 6 y 20 veces 111ayor al efecto bactericida del suero 

hu.ano a concentraciones de 75~ y 80~. respectivaM&nte, y una 

sobrevivencia 2 veces mayor a la fagocitosis por Macr6fagos de 

ratón [Vaca et al, 19851. 

Adicional111ente, la lisógena posee resistencia a estreptomicina 

C 20 µg/llll, concentración letal para la no lisógena), un fenotipo 
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superinfeccion por el fago D3, esta última debida a que DB es

incapaz de adsorberse a la lisogena [Holloway et at, 19621.

Con el proposito de averiguar si los bacteriofagos contribuyen

a la virulencia de P. aeruginosa, Vaca S. y colaboradores aislaron

210 bacteriofagos temperados a partir de cepas clinicas y

construyeron las lisogenas correspondientes en la cepa Paüi (libre

de fagos). Solamente 80 fagos fueron capaces de formar lisogenas

estables y distinguieron 19 tipos diferentes cuando probaron la

inmuidad de las lisogenas a la superinfeccion por todos los fagos

lflartinez et al, 10841. Eligieron para estudio a uno de los 10

fagos debido a que su lisogena mostro u incremento de 1 veces en

el titulo de aglutinacion con antisuero, obtenido en conejos,

dirigido contra la cepa PAUI muerta por calor, lo que sugirio que

el profago FIEHS le cauo un cambio superficial a la lisogena a

nivel de algún antígeno somatico. Para determinar si el putativo

cambio superficial inducido por FIZ15 estaba relacionado con

alguas propiedades de virulencia, compararon a la cepa Paüi con

PIZIB en cuanto al Adhesion a celulas bucoepiteliales humanas,

sensibilidad al efecto bactericida del suero humano normal y

sensibilidad a la fagocitosis por macrofagos peritoneales de raton

tn uttro. La lisogena mostro una adhesion 1.5 veces mayor que FAO!

a celulas bucoepiteliales humanas [Vaca et at, 1985]; ua

sobrevivencia B y 20 veces mayor al efecto bactericida del suero

humano a concentraciones de 752 y 908, respectivamente, y ua

sobrevivencia 2 veces mayor a la fagocitosis por macrofagos de

raton [vaca et at, 19851.

Adicionalmente, la lisogena posee resistencia a estreptomicina

C ED ugfml, concentracion letal para la no lisogenal, un fenotipo

6



que hasta ahora no han explicado, pero que resulta muy útil para 

dise~ar tm Método de selección de MUtantes fágicas que ya no 

causen conversión lisogénica. Ta.t>ién notaron que el fago FIZ15 es 

incapaz de formar placas en la cepa PA01 lisógena para el fago 03 

e, igualMente, que 03 es incapaz de crecer en PIZ15, demostrando 

posteriorlll9nte que los fagos utilizan el mislllO receptor y causan 

conversión lisogénica a nivel de éste. Para reforzar esta 

conclusión, aislaron una autante espontánea de PA01 resistente a 

FIZ15c, (cepa PA01/15), la cual no pernú.tió la adsorción de 03 ni 

de FIZ15. La lllUtante PA01/15 1110stró una resistencia 2 veces mayor 

que PA01 a la fagocitosis; tm au.anto a la resistencia de 10 y 30 

v.ces al efecto bactericida de suero huinano a concentrasciones de 

75" y 80"· y una adhesión a células 

bucoepiteliales ~ veces mayor que PA01 (Arce et aL, 1987; Cruz et 

aL, 1987; Vaca et aL, 1988; Vaca et aL, 19891. Adicional11118nte, una 

mutante espontánea de PA01 resistente al suero no permitió la 

adsorción de FIZ15 ni de 03 CCruz et aL, 1987; Vaca et aL, 19881. 

Los resultados anteriores lllU8stran que la resistencia a la 

fagocitosis y al efecto bactericida del suero, asi colllO el 

incre .. nto en la adhesión a células bucoepiteliales que muestra la 

lisógena PIZ15, se deben al ca.t>io superficial que el profago le 

causa a la lisógena a nivel del propio receptor para el fago, el 

cual parece residir en el antígeno O, toda vez que el fago 03 es 

antígeno O-especifico (Vaca et aL, 19871 y es incapaz de 

adsorberse a la lisógena PAOICFIZ15). Asi pues, el fago FIZ15 le 

confiere a su lisógena importantes factores de virulencia. 
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que hasta ahora no han explicado, pero qu resulta muy útil para

diseñar u metodo de seleccion de mutantes fágicas que ya no

cauen conversion lisogenica. Tambien notaron que el fago FIZ15 es

incapaz de formar placas en la cepa PAOI lisogena para el fago B3

e, igualmente, que D3 es incapaz de crecer en PIZIS, demostrando

posteriormente que los fagos utilizan el mismo receptor y causan

conversion lisogenica a nivel de este. Para reforzar esta

concluion, aislaron una mutante espontánea de Paüi resistente a

FI2d5c, (cepa PA01f15), la cual no permdtio la adsorcion de D3 ni

de FIZ15. La mutante PA01/15 mostro ua resistencia E veces mayor

que Paúl a la fagocitosis; un aumento a la resistencia de iO y 30

veces al efecto bactericida de suero human a concentrasciones de

?5I y B08, respectivamente y una adhesion a celulas

bucoepiteliales 4 veces mayor que Paüi [Arce et at, iQB?; Cruz et

al, IQBT; vaca et at, 1988; Vaca et ai, 1989]. Adicionalmente, una

llttmnte espontánea de PAD! resistente al suero no permitio la

adsorcion de FIZHB ni de D3 [Cruz et at, 1987; Vaca et al, 1931.

Los resultados anteriores muestran que la resistencia a la

fagocitosis y al efecto bactericida del suero, asi como el

incremento en la adhesion a celulas bucoepiteliales que muestra la

lisogena PI2d5, se deben al cambio superficial que el profago le

causa a la lisogena a nivel del propio receptor para el fago, el

cual parece residir en el antigeno O, toda vez que el fago DE es

antígeno O-especifico [Vaca et at, 1987] y es incapaz de

adsorberse a la lisogena PAÚICFIZIEJ. Asi pus, el fago FI215 le

confiere a su lisogena importantes factores de virulencia.

7



BACTERI OF AGOS. 

Los bacteriófagos son parásitos intracelulares obligados de 

bacterias. Su parastisnao es a nivel genético, ya que, dependen de 

la maquinaria biosintética celular para replicar y transcribir su 

DNA y para traducir los RNA mensajeros. 

ESTRUCTURA: 

Existen cerca de 2000 fagos que se han aislado y estudiado al 

microscópio electrónico, todos pueden 

siguientes • grupos segWl su forma: 

Gpo 1- fagos con cola 

Gpo 2-

Gpo 3-

Gpo •-

cúbicos o poliédricos 

filamentosos 

pleomórf icos. 

clasificarse en los 

La forma y el tamai"ío de los fagos vari an de Wl grupo a otro, 

pero al observarlos al mi croscopio electrónico todos presentan una 

estructura básica que puede 

cúbica. 

ser poliédrica, también llalllllda 

La forma predominante de estructura poliédrica es el icosaedro 

con 20 caras triangulares y 12 vértices CEspejo, 19801. 

Ta.t>ién la cola puede variar en c uanto a tamai"ío y forma. La 

cola de los fagos T par es Wla estructura de gran complejidad 

que se encuentra formada por 4 componentes distint os: una vaina, 

Wl núcleo, Wla placa basal y 6 fibras de la cola, éstas últillllls 

son órganos reales de adsorción, por medio de los cuales el fago 

8. 

BACTERIOFAGÚS.

Los bacteriofagos son parasitos intraceluiares obligados de

bacterias. Su parastismo es a nivel genético, ya que, dependen de

la maquinaria biosintetica celular para replicar y transcribir su

DNA y para traducir los RNA mensajeros.

ESTRUCTURA:

Existen cerca de E000 fagos que se han aislado y estudiado al

microscopio electronico, todos pueden clasificarse en los

siguientes 4 grupos segu su forma:

Gpo 1- fagos con cola

Gpo 2- " cúbicos o poliedricos

Gpo 3- " filamentosos

Gpo 4- " pleomorficos.

La forma y el tamaño de los fagos varian de un grupo a otro,

pero al ohservarlos al microscopio electronico todos presentan una

estructura basica que puede- ser poliedrica, también llamada

cúbica.

La forma predominante de estructua poliedrica es ei icosaedro

con E0 caras triangulares y 12 vertices [EspeJo, 1930].

Tambien la cola puede variar en cuanto a tamaño y forma. La

cola de los fagos 'T par es una estructura de gran complejidad

que se encuentra formada por 4 componentes distintos: una vaina,

un núcleo, una placa basal y 6 fibras de la cola, estas ultimas

son organos reales de adsorcion, por medio de los cuales el fago
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se ancla sobre la superficie de la célula huésped [Espejo, 

CFIGURA 1. > 

19801. 

Los fagos que no poseen cola suelen tener peque~as espiculas 

ubicadas en los vértices del icosaedro. Los fagos f ila118ntosos 

carecen de apéndices y parecen un cilindro, dentro del cual se 

encuentra el ácido nucleico en una cavidad helicoidal. 

Tanto la cabeza com> la cola de los fagos están for111adas de 

una o varias clases de proteinas, sintetizadas por los nli.s1110s 

fagos, y que repetidas varias veces lo for111an lEspejo, 1Q80J. 

COMPOSI CI ON QUI MI CAs 

Los fagos están co111puestos por un solo tipo de ácido nucleico, 

y nunca por amibos. Segun el ácido nucleico que contengan se l es 

denolld. na fagos de ADN o de ARN. 

El ácido nuclei co del fago contiene la inforaación necesaria 

para la reproducción de éste, y se encuentra alojado en la cabeza, 

protegido por proteinas . 

El ácido nucleico de los bacteriófagos ya sea ADN o ARN, 

puede ser .-:>noténico Cde una sola cadena> o biténico Cdoble 

cadena> . 

Algunos fagos presentan bases raras en vez de las encontradas 

coaún..nte, los fagos T par no presentan citosina, y en su lugar 

contienen al análogo de la citosina; 

lDavis, 10831. 

5 hidroximetilcitosina 

Los fagos ~X17•, 513 y M13 presentan · un ADN monoténico 

helicoidal, su peso molecular oscila alrededor de 1.7 millones de 

Dal tones y contienen alrededor de 5500 nucleótidos [Espejo, 1Q80J. 
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se ancla sobre la superficie de la célula huésped (Espejo, 19801.

(FIGURA 1.)

Los fagos que no poseen cola sulen tener pequeñas espiculas

ubicadas en los vertices del icosaedro. Los fagos filanentosos

carecen de apéndices y parecen un cilindro, dentro del cual se

ancuntra el acido nucleico en una cavidad helicoidal,

Tanto la cabeza como la cola de los fagos estan formadas de

una o varias clases de proteinas, sintetizadas por los uiseos

fagos, y que repetidas varias veces lo forman {Espejo, iüflúl.

CDHPÚSICIOH QUIMICA:

Los fagos están coapuestos por un solo tipo de acido nucleico,

y nunca por aabos. Segun el ácido nucleico que contengan se les

denomina fagos de ADN o de ARN.

El acido nucleico del fago contiene la informacion necesaria

para ia reproduccion de este, y se encuentra alojado en la cabeza,

protegido por proteinas.

El acido nucleico de los bacteriófagos ya sea ADN o ARN,

puede ser aonotenico (de una sola cadena) o bitenico (doble

cadena).

Algunos fagos presentan bases raras en vez de las encontradas

colúnlente, los fagos T par no presentan citosina, y en su lugar

contienen al análogo de la citosina; 5 hidroxinniilcìtosina

lïonvis, inem.

Los fagos ¢X1?4, 513 y N13 presentan' un ADN monotenico

helicoidal, su peso molecular oscila alrededor de 1.? millones de

Daltones y contienn alrededor de 5500 nucleotidos [Espejo, 1980].
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Dentro del grupo de ARN biténico se encuentra el fago 6 que 

infecta a Peudomonas pha.seolicola. contiene 3 nK>léculas de ARN con 

PM de •.e. 2.Q y 2.2 lftillones de Daltones •• Una de las proteinas 

que for111a la particula tiene actividad de ARN poli.erasa y es 

capaz de sintetizar ARN .:>noténico usando co.:> _,lde el ARN 

biténico viral [Espejo, 1Q80J. 

CICLO DE VI DA DE LOS BACTERI OF' AGOSs 

Se han detectado 2 tipos de fagos en referencia a su ciclo de 

vida1 los líticos y los te111p9rados o lisogénicos. FIGURA 2. 

El ciclo de vida litico puede dividirse en 5 pasos secuenciales: 

a) ADSORCION.- El fago se fija a la bacteria 

receptores especificos en la superfi cie bacteriana. 

reconociendo 

Los sitios receptores están situados en la capa má.s externa de 

la pared for.ada por lipoproteinas y lipopolisacáridos. 

También puede haber sitios receptores en los flagelos y en los 

pili F presentes solo en bacterias E. coli F+. 

El órgano de adsorción de los fagos está ubicado en la cola, 

los que no poseen cola presentan pequei"los apéndices llamados 

espiculas. 

La célula bacteriana no parece tomar parte activa en la 

adsorción ya que la 111ayoria de los fagos pueden adsorberse en 

presencia de KCN, que inhibe los procesos inet.abólicos celulares, 

o en ausencia de metabolitos esenciales para el crecimiento de 

las bacterias, y aún Jllá.s, son capaces de adsorberse a fragmentos 
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Dentro del grupo de ¿RH bitenico se encuentra el fago B que

infecta a Peudomonos phoseoltcolo, contiene 3 moleculas de ARN con

PH de 4.8, 2.9 y 2.2 millones de Daltones.. Una de las proteinas

que forma la partícula tiene actividad de ARN polimerasa y es

capaz de sintetizar ARN monotanico usando como molde el ARN

bitenico viral [Espejo, 10801,

CICLO DE VIDA DE LOS BACTERIDFAGÚSI

Se han detectado 2 tipos de fagos en referencia a su ciclo de

vida: los liticos y los temperados o lisogenicos. FIGURA 2.

El ciclo de vida litico puede dividirse en 5 pasos secuenciales

a) ADSÚRCIOH.- El fago se fija a la bacteria reconociendo

receptores especificos en la superficie bacteriana.

Los sitios receptores estan situados en la capa mas externa de

la pared formada por lipoproteinas y lipopolisacaridos.

Tambien puede haber sitios receptores en los flagelos y en los

pflzx F presenta; seis en b.¢t¢r±s= E. flsaa F*.
El organo de adsorcion de los fagos esta ubicado en la cola,

los que no poseen cola presentan pequeños apéndices llamados

espi culas.

La celula bacteriana no parece tomar parte activa en la

adsorción ya que la myoria de los fagos pueden adsorberse en

presencia de KCN, que inhibe los procesos metabólicos celulares,

o en ausencia de metabolitos esenciales para el crecimiento de

las bacterias, y aún mas, son capaces de adsorberse a fragmentos

11
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de la pared celular [Espejo, 19801. 

b) INYECCION. - Una vez adsor.bido el fago a la bacteria, introduce 

en ella el ADN Co ARNJ que contiene la información para la 

sintesis de su progenie. 

En los pri-ros f'agos que se estudió el -canis.:> de la 

inyección fué en los T2 y T4, que están provistos de cola. El ADN 

pasa desde la cabeza del f'ago a través de la cola penetrando a la 

bacteria. La cola posee además una capa externa o vaina f'or .. da de 

una proteína contráctil, la contracción de esta vaina acaso i111pela 

el ADN desde la cabeza del fago al interior de la célula a lo 

largo de la cola [Espejo, 19901. 

Durante el periodo en que el fago no es infeccioso se denoaina 

fago veget ativo, y el lapso durante el cual no se encuentran 

partículas infecciosas en el interior de la célula se denomina 

periodo de eclipse. 

e ) ECLIPSE.- Durante este periodo, poco después de la inyección, 

la síntesis de ácidos nucleicos y proteínas del huésped cesan 

CStent, 19731 y el ácido nucleico del f'ago induce la sintesis de 

nuevas proteinas en la bacteria, conduciendo a la sintesis de 

co111ponentes virales y su posterior ensalllblaje para f'or .. r los 

fagos infecciosos [Espejo, 19801. 

Casi todos los co111p<>nentes bacterianos de la 111aquinaria de 

sintesis proteica participan en la producción de 

virales. 

La biosintesis del ácido nucleico viral requiere una 

de energia as! coJnO precursores de bajo peso 

ribonucleótidos o desoxirribonucleótidos para 

1 3 

proteínas 

fu.nte 

~lecular, 

o ADN 

de la pared celular [EspeJo, 1980].

bl INYECCION.- Una vez adsorbido el fago a la bacteria, introduce

en ella el ADN to ARN) que contiene la información para la

sintesis de su progenie.

En los primeros fagos que se estudio el mecanismo de la

inyeccion fue en los T2 y T4, que estàn provistos de cola. El ADN

pasa desde la cabeza del fago a traves de la cola penetrando a la

bacteria. La cola posee ademas ua capa externa o vaina formada de

una proteina contractil, la contraccion de esta vaina acaso impela

el ADN desde la cabeza del fago al interior de la celula a lo

largo de la cola lEspejo, 1980].

Duante el periodo en que el fago no es infeccioso se denomina

fago vegetativo, y el lapso durante el cual n se encuentran

particulas infecciosas en el interior de la celula se denomina

periodo de eclipse.

c) ECLIPSE.- Duante este periodo, poco despues de la inyeccion,

la sintesis de acidos nucleicos y proteinas del huesped cesan

{Stent, 1973] y el acido nucleico del fago induce la sintesis de

nuevas proteinas en la bacteria, conducieno a la sintesis de

componentes virales v su posterior ensamblaje para formar los

fagos infecciosos [Espejo, 19801.

Casi todos los coflaonentes bacterianos de la maquinaria de

sintesis proteica participan en la produccion de proteinas

virales.

La biosintesis del acido nucleico viral requiere una fuente

de energia asi como precusores de bajo peso- molecular,

ribonucleotidos o desoxirribonucleotidos para ARN o ADN
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respectivaJ11ente. 

Varios experiJ11entos han establecido que los fagos dependen de 

la bacteria huésped en cuanto al suainistro de subunidades 

requeridas para la síntesis de polinucleótidos CEspejo, 19801. 

d) MADURACION • - Consiste en el ensalllblaje especifico de los 

diversos co111p<>r.ntes virales, para producir los fagos infecciosos. 

Estos co111p<>nentes estructurales se unen mediante enlaces no 

covalentes y en una secuencia ordenada CEspejo, 1Q801. 

e> LISIS.- Con la acción de enzimas líticas, presentes en los 

fagos, capaces de desintegrar la pared celular de las bacterias y 

provocando de esta 111anera la lisis, se liberan aproxi111adalll8nte 

100 nuevas particulas infecciosas CEspejo, 1QBO; Stent, 1Q73J. 

e1 ciclo de vida de un fago lisogénico o te111perado es similar 

al litico diferenciándose en que una vez inyectado su ácido 

nucleico puvde permanecer circularizado en el citoplas111a 

bacteriano o integrarse al cromosoaa bacteriano CStent, 1973. 1. 

reproduciéndose en sincronia con el croR:>so.a bacteriano, solo una 

vez por cada generación de la bacteria. 

En la lisogenia, fago y bacteria coexisten en arlftDnia debido 

a que después de la inyección del ADN viral se reprime la 

expresión de los genes estructurales y de lisis por la acción de 

una proteina represora codificada p~r un gen fágico. El ADN 

repri:N.do de algunos fagos se integra al genoma bacteriano y se 

replica pasivamente coJnO parte de éste, 

bacterias hijas CLwoff, 19501. 

siendo heredado a las 

El ADN viral reprimido se conoce como prof a6º• la bacteria 

portadora como lisó6ena, y el proceso que conduce a la formación 

respectivamente,

Varios experimentos han establecido que los fagos dependen de

la bacteria huesped en cuanto al suministro de subunidades

requeridas para la sintesis de polinucleotidos lflspejo, 19801.

d) HADURACIOH .- Consiste en el ensamblaje especifico de los

diversos componentes virales, para producir los fagos infecciosos.

Estos componentes estructurales se unen mediante enlaces no

covalentes y en ua secuencia ordenada [Espejo, 10801,

e) LISIS.- Con la accion de enzimas liticas, presentes en los

fagos, capaces de desintegrar la pared celular de las bacterias y

provocando de esta manera la lisis, se liberan aproximadamente

100 nuevas particulas infecciosas [Espejo, 1080; Stent, 10731.

El ciclo de vida de un fago lisogenico o tenperado es similar

al litico diferenciándose en que una vez inyectado su ácido

nuclelco puede permanecer circularizado en el citoplasma

bacteriano o integrarse al cromosoma bacteriano lStent, 1973.1.

reproduciendose en sincronia con el cromosoma bacteriano, solo ua

vez por cada generacion de la bacteria.

En la lisogenia, fago y bacteria coexisten en armonia debido

a que despues de la inyeccion del ADN viral se reprime la

expresion de los genes estructuales y de lisis por la accion de

una proteina represora codificada por un gen fagico. El ADN

reprimido de algunos fagos se integra al genoma bacteriano y se

replica pasivamente como parte de este, siendo heredado a las

bacterias hijas {Leoff, 19501. '

El ADN viral reprimido se conoce como profago, la bacteria

portadora como lisogena, y el proceso que conduce a la formacion

'id



de ésta co..-:> liso~enización. 

Las lisógenas son inmunes a la superinfección por otro fago 

de la ais- inmunidad, es decir otro fago que posea el Clos) aismK> 

Cs) operador Ces) • La inmunidad se debe a que en el interior de 

la lisógena hay sielllJ>re un exceso de proteina represora que se une 

al operador en el .ADN del fago superinfectante reprillllendo la 

transcripción de sus genes. 

La ini..midad conferida por un profago es especifica, ya que la 

proteina represora codificada por éste s6la.ente es capaz de 

reconocer una secuencia especifica de nucle6tidos (operador) 

exacta .. nte igual a la del profago. 

Una lisógena puede ser lisada dando origen a 

cuando falla la represión, denominándose a 

progenie viral 

este 

i nducción, ya que el profago es inducido al crecimiento litico. 

La inducción ocurre cuando la lisógena se expone a a gentes 

fisicos Cluz ultravioleta, p.ej.) o quimicos Cnú.tomicina C, p.ej. ) 

que da~an al ADN o interfieren con su replicaci ón. La inducción 

del profago for111a parte de una compleja serie de respuestas, 

conocida coJnO sistema SOS, que presentan las bacterias ante 

situaciones que co111pro.eten su sobrevivencia CLittle y Mount , 

1ga21. 

En una población de lisógenas la repres ión 

espontáneamente a una baja frecuencia (aproximada.ente 

CEchols 19791. Esta caracteristica se utiliza para confir111ar que 

una bacteria es lisógena; para ello se detectan los bacterióf agos 

liberados por la formación de placas de lisis sobre un tapiz de 

una cepa sensible. Adicional-nte se determi na la in...uúdad de la 

lisógena a la superinfección, prueba que por si sola seria no 

15 

de esta como ltsogentaocion.

Las lisogenas son inmunes a la superinfeccion por otro fago

de la misma inmunidad, es decir otro fago que posea el (los) mismo

Cs) operador (es) , La inmunidad se debe a que en el interior de

la lisogena hay siempre un exceso de proteina represora que se ue

al operador en el ADN del fago superinfectante reprimiendo la

transcripcion de sus genes.

La inmunidad conferida por un profago es especifico, ya que la

proteina represora codificada por este solamente es capaz de

reconocer una secuencia especifica de nucleotidos (operador)

exactamente igual a la del profago.

Una lisogena puede ser lisada dando origen a progenie viral

cuando falla la represion, denominándose a este fenomeno

induccion, ya que el profago es inducido al crecimiento litico.

La induccion ocurre cuando la lisogena se expone a agentes

fisicos (luz ultravioleta, p.ej.) o quimicos Cmitomicina C, p.ej.l

que dañan al ADN o interfieren con su replicacion. La induccion

del profago forma parte de una compleja serie de respuestas,

conocida como sistema SOS, que presentan las bacterias ante

situaciones que comprometen su sobrevivencia ¡Little y Mount,

10821.

En ua poblacion de lisogenas la represion falla

espontáneamente a ua baja frecuencia (aproximadamente iümfii

{Echols 19791. Esta caracteristica se utiliza para confirmar que

una bacteria es lisogena; para ello se detectan los bacteriofagos

liberados por la formacion de placas de lisis sobre un tapiz de

una cepa sensible. Adicionalmente se determina la inmunidad de la

lisogena a la superinfeccion, prueba qu por si sola seria no
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conclusiva debido a que el bacteriófago "superinfectante" podr ia 

no lisar a la bacteria por que ésta careciera de receptor y no por 

la presencia de un profago, en cuyo caso la bacteria no seria 

inmune sino r9sist9nt9. Desda luego, una cepa resistente no libera 

fagos. 

Un bacteriófago capaz de lisogenizar (t9mperado) puede perder 

esta capacidad por ..rt.ación en uno o varios genes: el gen que 

codifica al represor, uno o dos genes necesarios para activar la 

transcripc6n del gen que codifica al represor, la secuencia de ADN 

que constituye el operador [ Kaiser, 19571, el proMOtor a partir 

del cual se transcribe el represor. 

TITULACION DE UN "STOCK" DE FAGOS Y MORFOLOGI A DE LAS PLACAS 

La titulación as un procedimiento dise~ado en 1917 por 

D'Herelle que permi te contar e l nú-ro de "unidades formadoras de 

placa" Cu.f.p.) presentes en una suspensión; es decir, el número 

de fagos capaces de infectar productiva111Snte a una bacteria 

sensible causando, cada uno de ellos, la aparición de una placa de 

lisis sobre un cultivo bacteriano que ha sido inmovil i zado en 

agar. General-nte el número de u. f. p.- no es igual al número de 

particulas fágicas de la suspensión, debido a qua una fracción de 

estas últi.as es incapaz de infectar productivamente a causa de 

algún defecto estructural Cp. ej. carencia, por pérdida, de las 

fibras de la cola o ruptura de la cápside). 

Los bacteriófagos te111perados producen placas de lisis turbias 

debido a que aproxi111adamente la mitad de las bacterias infectadas 

son lisadas y el resto son lisogenizadas; éstas úl timas crecen en 
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conclusiva debido a que el bacteriofago "superinIectante“ podria

no lisar a la bacteria por que esta careciera de receptor y no por

la presencia de un profago, en cuyo caso la bacteria no seria

inmue sino resiszente. Desde luego, una cepa resistente no libera

fagos.

Un bacteriofago capaz de lisogenizar (temporada) puede perder

esta capacidad por mutación en uno o varios genes: el gen que

codifica al represor, uno o dos genes necesarios para activar la

transcripcon del gen que codifica al represor, la secuencia de ADN

que constituye el operador [Kaiser, 1057], el promotor a partir

del cual se trancribe el represor.

TITULACION DE UH "STDCK" DE FAGOS Y HDRFDLDGIA DE LAS PLACAS

La titulación es u procedimiento diseñado en 191? por

D'Herelle que permite contar el número de "uldades formadores de

placa" (u.f.p.) presentes en una supension; es decir, el número

de fagos capaces de infectar productivamente a ua bacteria

sensible causando, cada uno de ellos, la aparicion de una placa de

lisis sobre un cultivo bacteriano que ha sido inmovilizado en

agar. Generalmente el número de u.f.p. no es igual al número de

particulas fágicas de la suspensión, debido a que ua fracción de

estas últimas es incapaz de infectar productivamente a caua de

algún defecto estructural Cp. ej. carencia, por perdida, de las

fibras de la cola o ruptua de la cápside).

Los bacteriofagos teaperados producen placas de lisis turbias

debido a que aproximadamente la ndtad de las bacterias infectadas

son iisadas y el resto son lisogenizadas; estas últimas crecen en
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el centro de la placa Cson inmiunes) dándole el aspecto turbio. Los 

fagos líticos producen placas claras C no lisogenizan). 

Debido a que el fenotipo placa turbia depende de que 

represión de las funciones 11ticas y estructurales del 

ocurra 

fago, y 

para ello se requiere de la acción de varios genes virales, es 

posible obtener mutantes de placa clara, a partir de un fago 

te111p9rado, cuyas mutaciones residan en diferentes genes (tantos 

como participen en la represión) [Kaiser, 19571. Las mutantes 

afectadas en genes diferentes pueden dist i nguirse ·por 

comple .. ntación, la cual consiste en coinf'ectar bacterias con dos 

fagos mutantes obtenidos independientemente y averiguar si alllbos 

fagos son capaces de reprinúr las funciones líticas. Cuando se 

produce represión se dice que hubo complementación Cuno de los 

mutantes carece de la función A pero posee la 8 y el otro posee 

ésta pero carece de aqu~lla; en el interior de la bacteria 

coinf'ectada están presentes ambas funciones y ocurre represión) y 

que los autantes pertenecen a diferentes grupos de 

comple .. ntación. Si no hay represión, los mutantes pertenecen al 

lllismo grupo de comple1R&ntaci6n, es decir, la 111Utaci6n en cada uno 

de ellos afecta al lllismo gene Cuna excepción a esta afir ... ción la 

constituye la no comple..,ntación entre un mutante afectado en un 

gene estructural, p. ej. el del represor, y otro -.rt.ante cuya 

mutación resida en el promotor a partir del cual se transcribe el 

represor). 

MUT AGENESI S DE BACTERI OF AGOS 't BACTERIAS. 

Tanto las bacterias como los fagos al igual que todos los 
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el centro de la placa (son inmunes) dándole el aspecto turbio. Los

fagos liticos producen placas claras ( no lisogenizanâ.

Debido a que el fenotipo placa turbia depende de que ocurra

represion de las funcions liticas y estructurales del fago, y

para ello se requiere de la accion de varios genes virales, es

posible obtener mutantes de placa clara, a partir de u fago

temperado, cuyes mutaciones residan en diferentes genes (tantos

como participen en la represionü lKaiser, 19571. Las mutantes

afectadas en genes diferentes pueden distinguirse por

complementacion, la cual coniste en coinfectar bacterias con dos

fagos mutantes obtenidos independientemente y averiguar si ambos

fagos son capaces de repriedr las funcions liticas. Cuando se

produce represion se dice que hubo complementacion (uno de los

mutantes carece de la fucion A pero posee la B y el otro posee

esta pero carece de aquella; en el interior de la bacteria

coinfectada están presentes ambas fuciones y ocurre represion) y

que los mutantes pertenecen a diferentes grupos de

coeplementacion. Si no hay represion, los mutantes pertenecen al

mismo gruo de complementacion, es decir, la mutacion en cada uno

de ellos afecta al mismo gene Cuna excepcion a esta afirmmcion la

constituye la no coqalementacion entre un mutante afectado en u:n

gene estructural, p. ej. el del represor, y otro mutante cuya

mutacion resida en el promotor a partir del cual se transcribe el

represor).

HUTAGEHESIS DE BACTERIOFAGOS Y BACTERIAS.

Tanto las bacterias como los fagos al igual que todos los

17'



seres vivos, se caracterizan por su capacidad de transferir sus 

propiedades estructurales y funcionales a sus descendientes. 

Los ele .. ntos que 

caracteres hereditarios 

intervienen en la translllisión de los 

se denollli nan genes, que son parte 

especifica del ADN de células y de -..chos virus. 

Los genes se conservan nor .. 1 .. nte y se copian sin alteración, 

pero, pueden ocurrir cambios o ..rt.aciones en ellos •• 

Una inutación es \U\ cambio, heredable o potencialmente 

heredable, no progra-do que altera la clase, secuencia o número 

de nucle6tidos en el .. terial genético de una célula u o r g a nislllD. 

Las ..rt.aciones pueden originarse espontáneaJ11ente o , ser 

ácido nitroso, 

hidoxilalllina, etilmetanosulfonato etc,), de los cuales solo se 

explicarán 2: El ácido nitroso produce la desanú.nación por 

oxidación de las bases alllinosustituidas, convi r tiendo la adenina 

en hipoxantina q..- se parece a la guanina, 

citosina en lugar de hacerlo con la tilllina, 

apareándose con la 

y la citosina e s 

desaai.nada dando uracilo que se aparea con adenina en lugar de 

hacerlo con la guanina. FIGURA 3. 

Tambi•n el ácido nitroso puede producir enlaces cruzados, 

posible .. nte por la producción de grupos aldehído, l os cuales 

reaccionan con los grupos aaino de la cadena opuesta 1 Davis et al , 

10831. 

El etil .. tano sulfonato CEMS> es \U\ agente alquilante, dando 

también lugar a transiciones a través de la alquilación de la 

guanina en posición 7N, que se aparea con tinú.na en lugar de 

hacer1-o con citosina CDavis et al, 19831. FIGURA 4. 

seres vivo, se caracterizan por su capacidad de transferir sus

propiedades estructurales y funcionales a sus descendientes.

Los elementos que intervienen en la transmision de los

caracteres hereditarios se denominan gens, que son parte

especifica del ADN de celulas y de muchos viru.

Los genes se conservan normalmente y se copian sin alteracion,

pero, pueden ocurrir cambios o mutaciones en ellos..

Una mutacion es u cambio, heredable o potencialmente

heredable, no programado que altera la clase, secuencia o número

de nucleotidos en el material genetico de una celula u organismos

Las mutaciones pueden originarse espontáneamente o ,ser

inducidas por agentes mutagenicoe C rayos UV, acido nitroeo,

hidoxilamina, etilmetanosulfonato etc,), de los cuales solo se

esplicarán B: El ácido nitroso produe la desaminacion por

osidacion de las bases aminosutituidas, convirtiendo la adenina

en hiposantina que se parece e la guanina, apareándose con la

citosina en lugar de hacerlo con la timina, y la citosina es

desaminada dando uacilo que se aparea con adenina en lugar de

hacerlo con la guanina. FIGURA 3.

Tambien el ácido nitroso puede produir enlaces cruzados,

posiblemente por la produccion de grupos aldehido, los cuales

reaccionan con los grupos amdn de la cadena opuesta [Davis et dl,

1083].

El etilmetano sulfonato (EMD es un agente alquilante, dando

tambien lugar a transiciones a traves de la alquilacion de la

guanina en posicion TN, qu se aparea con timina en lugar de

hacerlo con citosina [Davis et al, 1983]. FIGURA t.
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FIGURA 3. DESAMINACI ON OXIDATIUA DEL DNA 
POR AC CION DEL ACIDO NITROSO. 
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FIGURA 3. DESRHINHCION OXIDHTIUR DEL DNFI
POR FICCION DEL QCIDO NITROSU.
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FIGURA 4. ALQU ILACION DEL DNA POR ACCION DEL 
ETIL-METANO-SULFONATO CEMS). 
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FIGURH 4. HLÚUILHCION DEL DNR POR QCCIUN DEL

“KG/

ETIL-HETHNO-SULFONHTO (EMS).
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ELABORACION DEL MAPA GENETICO 

Un mapa genético contiene la posi c ión, 6rden y distancias 

rel ativas de los genes en uh cromosoma CGoodenough, 19781. 

Para poder localizar las mutac iones en un cromosoma fágico es 

necesario obtener mutantes que posean algún marcador genético que 

permita distinguirlas del fago silvestre y entre si. No cualquier 

mutac i ón es útil como mar c ador genéti c o para usarse con fines de 

localización de 

requisitos: 

mutantes; sino que debe satisfacer varios 

1) El fenotipo mutante debe ser reproducible, 

2) El mutante debe tener una baja frecuencia de reversión, 

3) El fenotipo mutant e debe estar dado por una sóla mutación 

4 ) El mutante debe r eproducirse t an eficientemente como el 

s i lvestr e . 

CRUZAS LI TI CAS 

Una vez obtenidas las mutantes y diferenciadas por 

c omplementación, la elaboración del mapa genético puede realizarse 

mediante cruzas liticas, en las cuales se coinfectan las bacterias 

con los dos mutantes cuyas mutaciones se desean locali zar; después 

de permitir la adsorción de ambos fagos, se incuba el cultivo 

infectado para posteriormente lisar a las bacterias por adición de 

cloroformo permitiendo que se libere la progenie fágica. El lisado 

obtenido contiene a los fagos progenitores y a los recombinantes, 

que se titulan sobre una bacteria sensible y su proporción 

relativa se utiliza para estimar el · por ciento de recombinación, 

que es una medida de la distancia entre los marcadores 

CGoodenough, 19781. 
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ELABoRaCIüH DEL HAPA GEHETICÚ

Un mapa genético contiene la posicion, orden y distancias

relativas de los genes en u cromosoma lüoodenough, IQTBI.

Para poder localizar las mutaciones en u cromosoma fagico es

necesario obtener mutantes que posean algún marcador genético que

permita distinguirlas del fago silvestre y entre si. No cualquier

mutacion es útil como marcador genético para usarse con fines de

localizacion de mutantes; sino que debe satisfacer varios

requisitos:

1) El fenotipo mutante debe ser reproducible,

2) El mutante debe tener ua baja frecuencia de reversion,

3) El fenotipo mutante debe estar dado por una sola mutacion

4) El mutante debe reproducirse tan eficientemente como el

silvestre.

CRUZAS LITICAS

Una. vez obtenidas las mutantes y' diferenciadas por

complementación, la elaboracion del mapa genético puede realizarse

mediante cruzas liticas, en las cuales se coinfectan las bacterias

con los dos mutantes cuyas mutaciones se desean localizar; despues

de permitir la adsorcion de ambos fagos, se incuba el cultivo

infectado para posteriormente lisar a las bacterias por edicion de

cloroforlno permitiendo que se libere la progenie fágica. El lisado

obtenido contiene a los fagos progenitores y a los recombinantes,

que se titulan sobre una bacteria sensible y' su proporcion

relativa se utiliza para estimar el -porciento de recombinacion,

que es una medida de la distancia entre los marcadores

[ Goodenough, 1 9781 .
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Asi por ejemplo, en la cruza 1 

a + 

+ b 

Los progenitores son el JMJtante a y el .utante b y los 

recolllbinanes son el fago silvestre + + y el doble mutante a b. 

El ~ de recolllbinación esi 
~de Rec.• No. de recomb. X 100 

fagos totales 

Entre mas alejados se encuentren los marcadores Mayor será su 

- de recolllbi naci6n y viceversa. 

Las cruzas líticas pueden ser de uno dos y tres factores , 

dependiendo del número de marcadores genéticos implicados en 

ellas. P. ej. la cruza ejemplificada es de dos factores , 

partici pan los 1111arcadores a y b. 
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Asi por ojolplo, cn la crua 1

C1 -I-

-Z'-----2- . . . . . . . . . . a . . . . . . . a . . L L ¡ . . . a . L ¡ .La

¡ - ¿ ¡ ¡ ¡ ¡ ¡ ¡ ¡ ¡ ¡ ¡ , ¡ ¡ ¡ ¡ ¡ 1 ¡ ' ¡ , , ¡ ¡ ¡ ¡ ¡ --2-2--2-:-2

' Él

+ b

Los progenitores son cl mutante d y ol lutantc b y los

rocolbinlnos son ol fago silvestre + + y el dohlo mutante d b.

E1 I do roconbinación os:
x de Rut.- No. do rocomb. K 100

fagos totalos

Entro mas alojados so oncuontron los narcadoros mayor sora su

H do roconhinaciún y vicovorsa.

Las cruzas líticas puedan ser de uo dos y tros factores,

dopalfliorflo del núfiro de marcadores gonúticos iqzrlicados on

ollas. P. oj. la cruza cjcnplificada cs dc dos factoros,

participan Los larcadoros d y b.
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OBJETIVO: 

El objetivo de este tra bajo fue iniciar la caracterización 

genética del bacter i ó fago temperado FIZ15 de Pseudomonas 

aeru6inosa a través de: 

1. - Obtención de mutantes deficientes en la represión de las 

fW\ciones líticas (mutantes FIZ15c), 

2. - Complementación de las mutantes FIZ15c, 

3. - Localización de las mutaciones e mediante cruzas 11 ticas de 

dos factores, y 

.f... - Obtención de mutantes deficientes en la promoción de la 

conversión lisogénica. 
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ÚH.IETIVÚ¦

El objetivo de este trabajo fue iniciar la caracterìzacion

genetica del bacteri ofago Lellperado FI 21 5' de Pseudomonos

aeruginosa a traves de:

1.- Úhtenciéwn de mtantes deficientes en la represion. de .las

funciones llticas (mutantes FIZ15c),

2.- Conplenentacion de las mutantes FI2.`15c,

3.- Localización de las mutaciones c me-diante cruzas liticas de

dos factores, y

4.- Dbtencion de mutantes deficientes en la promocion de la

conversion iisogénica.
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Para c ubrir los o bjetivos anteriores se mutagenizó al fago FIZ15 

de Pseudomonas aeruetnosa con ácido nitroso y se obtuvieron 

mutantes de placa clara, las cuales se distinguieron por 

complementa ción y posteriormente se localizaron las mutaciones 

mediante cruzas liticas de dos factores. 

Las mutantes deficientes en la promoción de la 

conversión lisogénica se obt uvieron mutagenizando a la lisógena 

PIZ15 (resistente a estreptomicina) con etilmetanosulfonato CEMS). 

Entre las sobrevivientes al tratami ento mutagénico se eligie ron a 

las sensibles a estreptümic ina (candidata s a poseer un p rofago 

incapaz de c ausar la conversión), se confiroo que continuaban 

siendo lisógenas por su capacidad de liberar fagos sobre un tapiz 

de la cepa PA01. Se obtuvo el fago de c ada una de las candidatas y 

se lisogenizó nuevamente a la cepa PA01, se determinó si l a nueva 

lisógena poseia uno de los fenotipos conferidos por el 

fago silvestre (incremento en la adhesi ón a c élul as 

bucoepi tel i al es humanas). Desde luego, el fago mutante incapaz de 

causar conversión li s ogénica ya no conferirá dicho f enotipo. 
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Para cubrir los objetivos anteriores se mutagenizo al fago FIZIS

de Pseudomonas oerugtnoso con ácido nitroso y se obtuvieron

mutantes de placa clara, las cuales se distinguieron por

colqalementacion )f posteriormente se localizaron las mutaciones

mediante cruzas llticas de dos factores.

Las mutantes deficientes en la promocion de la

conversion lisogenica se obtuvieron mutagenizando a la lisogena

PIEfl5 (resistente a estreptomicina) con etilmetanosulfonato (EMS)

Entre las sobrevivientes al tratamiento mtrtagé-nico se eligieron a

las sensibles a estreptomicina (candidatas a poseer un profago

incapaz de causar la conversion), se cornfirmo que continuaban

siendo lisógenas por su capacidad de liberar fagos sobre un tapiz

de la cepa PAO1. Se obtuvo el fago de cada una de las candidatas y

se lisogenizo nuevamente a la cepa PAÚ1, se determinó si la nueva

lisogena poseía lau: de los fenotipos conferidos por ei

fago silvestre (incremento en la adhesion a celulas

bucoepiteliales huanas). Desde luego, el fago mutante incapaz de

causar conversion lisogenica ya no conferira dicho fenotipo.
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MAT ERIAL. 

1 . - CEPAS: 

La s c e pas de Pseudom.on.as aeruein.osa que se emplearon par a la 

rea liza ción d e e ste trabaj o fue r on: 

NOMBRE 

PA01 

PIZ15 

PAOI/1 5 

CARACTERISfICAS 

P. aer uei n.o sa 
protó trofa. 
libre d e f agos. 

PA01 lisó gena 
para e l fago FIZ15 

Mutante espontánea 
de PA01 resistente 
al fago FIZ15 

ORIGEN 

Dr B. W. Holloway 
Monash Uni ver si ty, 
Aust r alia. 

Lab. de Genética 
E. N. E. P. I. 

Lab. de Genética 
E. N. E. P. I. 

El bac ter iofago que se utilizó en e ste trabajo fue el FIZ15 que 

c ausa c onversión lisogénica a PA01. 

2 . - SOLUCIONES Y MEDIOS DE CULTIVO: 

Para la realización de este trabajo se emplearon l os 

siguientes medios de cultivo y soluciones: 

a) Caldo Nutritivo CC.N.).- a gr/ litro de C.N. Se esterilizó 

b) Agar Nutritivo CA.N.).- 10 gr/litro de agar bacteriológico y 

8gr/lt de caldo nutritivo. Se esterilizó 

c) Agar Suave CA.S.).- 8gr/lt de caldo nutritivo y 6gr/lt de agar 

bacteriológico. Se esterilizó. 
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MATERIAL.

1.- CEPAS¦

Las cepas de Pseudomonas aerugnnosa que se emplearon para la

realizacion de este trabajo fueron:

HÚHBRE CARACTERISTICAS ORIGEN

Paúl P. aeruginosa Dr B. W. Holloway
prototrofa. Honash University,
libre de fagos. Australia.

PIZ15 PA01 lisogena Lab. de Genetica
para el fago FI215 E. N. E. P. I.

Påülfifi Hutante espontánea Lab. de Genetica
de PA01 resistente E. H. E. P. I.
al fago FIZ15

El bacteriofago que se utilizo en este trabajo fue el FIZHE que

causa conversion lisogenica a PAD1.

E.- SÚLUCIDNES Y HEDIÚ DE CULTIVO:

Para la realizacion de este trabajo se emplearon los

siguientes medios de cultivo y soluciones:

a) Caldo Hutritivo (C.H.).- B gr! litro de C.H. Se esterilizo

bl ¿gar Hutritiwo (A.H.).- 10 gr/litro de agar bacteriologico v

Bgrflt de caldo nutritivo. Se esterilizo

cì agar Suave (A.S.).- Bgr/lt de caldo nutritivo y Ggr/lt de agar

bacteriologico. Se esterilizo.
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d) A.N. con Estreptomicina.- A. N. adicionado de estreptomicina a 

una concentración final d e 20 µg / ml. El 4ntibiótico se disuelve en 

agua destilada est éril y la solución se e steriliza por filtración 

a~adiéndose al medio es t ér il cuando éste se encuentra a una 

temperatura aproximada de 60° C. 

e) Medio Minimo CM. M.) .- Mezclar KH2P04 4 .5 gr /lt, K2HP04 10.5 

gr / lt, CNH4)2S04 1 gr /lt, citrato de sodio 0 . 5 gr /lt. Esterilizar 

y agregar 1 ml de MgS04 1 M y 1 O ml de g l ucosa al 20X. 

f) S . M .. - Disolver 0.5gr de gelati na ·en 480.5 ml de agua 

des til ada, agregar 5,85 gr de NaCl. Ajustar el pH= 7.4.Este rilizar 

y agregar 5ml de TRIS lM pH= _7. 4 y 2. 5ml de MgS04 1M. 

g) Soluci on Amortiguadora Acida . - Mezcl ar 40 mM de MgS04 con 0.25M 

de acetato de sodio. Ajustar el pH= 4.25 . Esterilizar . 

h) TRIS.- TRIS 1M pH= 7.4 

TRIS 0.2M pH= 7.5 . Esteri lizarlos . 

i) PBS. - Pesar 2. 55 gr de KH2P04, aforar a 125 ml, 20. 1 gr 

Na2HP04 , aforar a 500 ml, 4 .25 de NaCl, aforar a 500 ml . 

Tomar 60 ml, 380 nil y 440 ml respectivamente de las 

soluciones ant er i ores . Ajustar e l pH= 7.2 . Esterilizar. 

NOTA: Tocias las soluciones y medios de cultivo se esterilizaron a 

una presi ó n de 15 libras por pulgada cuadrada a 121° C. 
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CD A.N. con Estreptomicina.- LH. adicionado de estreptomicina a

una concentracion final de 20 pg/md. El antibiotico se disuelve en

agua destilada esteril y la solucion se esteriliza por filtracion

añadiendose al medio esteril cuando este se encuentra a una

temperatura aproximada de 50° C.

e) Medio Minimo CH.1~!I.I>.- Mezclar KHEPO4 4.5 gr.-"lt, KBHPO4 10.5

gr/lt, CNH4)3504 1 grflt. citrato de sodio 0.5 grflt. Esterilizar

y agregar iml de Hgãüa 1H y 10 ml de glucosa al EUR.

F) S.M..- Disolver 0.5gr de gelatina 'en 480.5 md de agua

destilada. agregar 5,85 gr de NaCl. Ajustar el pH= 7.4.Esterilizar

y agregar Sml de TRIS IM pH= ?.4 y 3.Sm1 de MgSü4 IH.

gl Solucion Amortiguadora Acida.- Mezclar 40 mH de HQSO4 con 0.25H

de acetato de sodio. ajustar el pH= 4.25. Esterilizar.

h) TRIS.- TEIS iH pH= 7.4

TRIS CLEH pH= 7.5. Esterilizarlos.

i) PBS. - Pesar E. 55 gr de KHZPO4. aforar a 125 ml , 20. 1 gr

Ha2HPO4.. aforar a EÚÚ ml. 4.85 de NaCl, aforar a 500 md.

Tomar BO mi , 380 mi y 440 ml respectivamente de 1 as

soluciones anteriores. ajustar el pH= 7.2. Esterilizar.

NOTA; Todas las soluciones y medios de cultivo se esterilizaron a

una presion de 15 libras por pulgada cuadrada a 131° C.
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METOOOS: 

1.- Obtencion de Wl Stock de Fagos FIZ15 y Titulación: 

Se mezcló 0.5llll. de bacteria PA01 crecida toda la noche en C.N. 

ms una placa de f' agos en 10 lWl de C. N •• Se incubó a 37°C con 

agitación hasta lisis C4.-5 hrs.). Se agregó 0.5 lWl de clorof'ormo 

para co111pletar la lisis, se volvió a incubar a 37° C c on agitación 

durante 15 Rdn. Se centrif'ugó a 15, 000 rp111 durante 10 min. Se 

vació el sobrenadante a un.a jeringa estéril de 10 llal, previamente 

preparada con un f'iltro Millipore. 

Para la titulación del stock se diluyó en S.M., de cada 

dilución se to-6 0.1 llll. y se ~zcló con 0.2 ml de PA01 crecida 

toda la noche, se perllÚ.tió la adsorción durante 10 ndn. 

Se agregó a cada tubo 3 ml de A.S. y se vació a cajas petri 

con A. N. Se incubó a 37° C durante 24. hrs. Se contaron las 

unidades f'or111adoras de placas CUFP) de cada caja. Y se apl icó la 

siguiente f'óraula para obtener el nU111ero aproxi111ado de f'agos 

presentes en el stocks 

Título• UFP 
Dilución X Vol~n Cllll • UFP/lftl 

2.- Mutagénesis con Acido Nitroso CHN0
2

) para la obtención de 

..rt.antes de placa clara y purif'icación de las ·mismas: 

En un tubo estéril se mezcló en el siguiente órden 1.8 ml de 

solución a11110rtiguadora ~cida, 0.2 llll. del stock del f'ago FIZ15 y 
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HETÚDÚSI

1.* flbtencion de un Stüük de Fagos FIZHÚ Y TitUl3CíÓn¦

Se mezclo 0.511 de bacteria PA01 crecida toda la noche en C.H.

na; una p1a¢a de rage; en 10 al de c. H.. se ¿meno a 37°c wn
agitacion hasta lisis (4-5 hrs.). Se agrego 0.5 el de cloroformo

para colpletar la lisis, se volvio a incubar a 37° C con agitación

durante 15 min. Se centrifugo a 15,000 rpm durante 10 min. Se

vacio el sobrenadante a ua jeringa estéril de 10 ll, previamente

preparada con u filtro Hillipore.

Para la titulacion del stock se diluyo en S.H., de cada

dilucion se tono 0.1 ll Jr se fizclo con 0.2 ml de PAÚ1 crecida

toda la noch, se perldtio la adsorcion duante 10 min.

Se agrego a cada tubo 3 mi de A.S. y se vacio a cajas petri

con a.H. Se incubo a 37° C durante 34 hrs. Se contaron las

uidades formadoras de placas (UFP) de cada caja. Y se aplico la

siguiente formula para obtener el nunero aproximado de fagos

presentes en el stock:

ur?
T“"*1°"' 011-.sien x veia-un cai ' "FP""'“

2.- Hutagenesis con Acido Hitroso Cflüa) para la obtencion de

:mutantes de placa clara y puificacion de 1as'mismast

En un tubo esteril se nezclo en el siguiente orden 1.8 md de

solucion amortiguadora acida, 0.3 mi del stock del fago FIZ15 y
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0. 2 al de nitrito de sodio C35 111g/nll en agua estérilJ , se agitó 

inmtdiata-nte, se incubó a temperatura a mbiente, se lolllÓ de la 

sol ución -.rt.agénica 0. 1 ial a los 10, 20, 30, y -'<> nli.nut.os , 

deteniendo la reacción a cada tiempo agr egando 0.9 lftl de S.M. mas 

TRIS 0.1M. 

Se t i tuló por duplicado, s e incubó a -'0° C durante 24. hrs. 

Para purificar l a s placas claras, se picaron c on pal illos 

es t eri les, se r ayó la caja pe tri con A.N y se le agregó 0. 2 lll1. de 

bacte ria PA01 mas 3 lll1. d e A. S. movi endo l a caja s uave-nt e . Se 

purificaron l as placas tres vec e s. 

3.- Coniplementación de mutantes de Placa Clara: 

En una caja petri c on A. N. se a gregó una gota de 10 microlilros 

d e tm s t ock d e JllUtante cl a r a con tm titulo de 107 u.f.p. /m.a., 

se dejó secar y se agregó sobre esa misma gola otra gota de 10 

microlitros de otra rautante c on el nli.smo titulo que la anter ior . 

Se incubó a -'0°C durante 24. hrs. Si en la tmión de las 2 golas 

aparec en lisógenas (mancha turbia), los fagos lftUt.antes pertenecen 

a diferentes grupos de co111ple"'9ntación, de lo contrario c .. ncha 

clara) , los fagos pertenecen al mislllO grupo de coinple-ntación. 

•·- Metodo de Recolllbinación de Fagos Mutantes de placa claras 

De la bacteria PA01 crecida toda la noche se toJllé 0.2 lll1. y se 

agregó a 10 ml de C.N. se i ncubó a 37° C con agitación, hasta que 
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0.2 mi de nitrito de soio (35 mg/ml en agua estéril), se agito

inmediatamente, se incubo a temperatura ambiente, se tomo de la

solucion mutagenica 0.1 md a los 10, 20, 30, y 40 minutos,

deteniendo la reaccion a cada tiempo agregando 0.9 mi de S. Ill. mas

THIS 0.1H.

se titula per duplicada, se incune a to” c durante es hrs.
Para purificar las placas claras, se picaron con palillos

esteriles, se rayo la caja petri con A.H y se le agrego 0.2 ml de

bacteria Paúl mas 3 md de A.S. moviendo la caja suavemente. Se

purificaron las placas tres veces.

3.- Complementacion de mtantes de Placa Clara:

En una caja petri con A.N. se agrego una gota de 10 mdcrolitrus

de un stock de mutante clara con u titulo de 10? u.f.p.fm",

se dejo secar y se agrego sobre esa misma gota otra gota de 10

ndcrolitros de otra mutante con el mismo titulo que la anterior.

Se incubo a ¿UDC durante 84 hrs. Si en la union de las 2 gotas

aparecen lisogenas (mancha turbia), los fagos mutantes pertenecen

a diferentes grupos de complementación, de lo contrario [mancha

clara), los fagos pertenecen al mismo grupo de complementacion.

4.- Metodo de Recombinacion de Fagos Hutantes de placa clara:

De la bacteria PA01 crecida toda la noche se tomo 0.2 mi y se

agrego a 10 md de C.H. se incubo a 37° C con agitacion, hasta que
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creció a una D. O. • O. 3, a 590na C crecí mi en to exponencial J. 

Aparte en Wl tubo corex de 1511ll se colocar on 200 millones de 

fagos/al da una -.rt.ante cl ara, mas otros 200 .tllones de fagos/llll. 

de otra ..rt.ante distinta de la priJRera, se agregó al tubo con los 

fagos 0.2 1111. de cultivo de bacteria ya crecida a fase exponencial, 

se esperaron 20 .tn. para per.ttir la adsorción a te111peratura 

alllbiente, se agregaron 5 al de C.N. y se centrifugó a 10,000 rpm 

durante 10 .tn. a •º C, se resuspendió la pastilla en 10 ml de 

C.N •• se incubó con agitación a 37° C durante 90 min. Se agregaron 

unas gotas de cl oroformo, y se incubó nuevamente a 37° C durante 

15 ndn., se diluyó e n S.M.y se plaqueó en PA01 por duplicado, Se 

incubó a 37° e durante 2• hrs. Se contaron e l número de p l acas 

totales y e l nú,.,ro de placas recolllbinantes y se obtuvo e l 

porcentaje de racolllbinación. 

5.- Mutagénasis con Etil19etano SuConato CEMSJ CMiller, H.J. , 19771 

En 1 O llL1. de M. M. se agregó una alicuota de 0.2 ml de PIZ15 

crecida toda la noche en M.M. se incubó a 37° C con agitación hasta 

que creciera a fase exponencial •• 

Se centrifugó a 5000 rpm durante 10 min. se resuspendió la 

pastilla en• llll de TRIS 0.2M pH• 7.5, se tiró el sobrenadante y 

se lavó la pastilla nuevaJRente con• nll. de TRIS C3 veces). En un 

tubo con 2 al de TRIS con la bacteria ya lavada se agregó 0.3 ml 

de EMS y se JRezcló bien. Se incubó a 37° C con agitación durante 2 

horas, se centrifugó y se resuspendió la pastilla en 2 ml de TRIS 

C2 veces). Se tomó 1 ml de la bacteria mutagenizada y se 
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crecio a ua D.0.I 0.3, a 590nm (crecimiento exponencial).

Aparte en un tubo corex de 15m1 se colocaron 200 múllones de

fagosfml de ua mutante clara, mas otros 200 millones de fagosimd

de otra mutante distinta de la primera, se agrego al tubo con los

fagos 0.2 ml de cultivo de bacteria ya crecida a fase exponencial,

se esperaron 20 min. para permdtir la adsorcion a temperatua

ambiente, se agregaron 5 ml de C.H. y se centrifugo a 10,000 rpm

durante ic nin. 1 4° c, se rasa-.pemie La pastiiia en 10 mi de
C.H., se incubo con agitacion a 37° C durante 90 min. Se agregaron

unas gotas de cloroformo, y se inubo nuevamente a 37° C durante

15 min., se diluïo en S.H.y se plaqueo en PAO1 por duplicado, Se

incubo a 37° C duante 24 hrs. Se contaron el número de placas

totales y el numero de placas recombinantes y se obtuvo el

porcentaje de recombinacion.

5.- Hutagenesis con Etilmetano Suonato (EH) (Miller, H.J., 19771 1

En 10 ml de H.H. se agrego una alícuota de 0.2 ml de PIEHB

crecida toda la noche en I.H. se incubo a 37° C con agitacion hasta

qu creciera a fase exponencial..

Se centrifugo a 5000 rpm durante 10 min. se resuspendio la

pastilla en 4 ml de TRIS 0.2H pH- 7.5, se tiro el sobrenadante v

se lavo la pastilla nuevamente con 4 ml de THIS (3 veces). En un

tubo con E md de THIS con la bacteria ya lavada se agrego 0.3 ml

de ENE y se mezclo bien. Se incubo a 37° C con agitacion durante 2

horas, se centrifugo y se resuspendio la pastilla en E ml de TRIS

(2 veces). Se tomo 1 mi de la bacteria mutagenizada y se
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agregaron 9 .i de C.M. , se incubó a 37° C con agitación durante 

toda la noche. Se diluyó con S.M. y se espatularon las diluciones 

en cajas petri con A.M. y se incubaron a 37° C durante 2• horas. 

De las colonias aisladas crecidas en A.M. se picaron con 

palillos estériles en cajas con A.M y 

incubó a 37° e durante 2• horas, para 

sensibles a estreptolllicina. 

A.M.+ estreptomicina, se 

averiguar cuáles f'ueron 

Las bacterias sensibles a estreptolllicina se crecieron toda la 

noche en C.M. y se obtuvieron, por centrif'ugación, los fagos 

liberados espontárwa .. nte. Estos f'agos se gotearon en PA01 y se 

obtuvieron sus lisógenas picando el centro de la placa con un 

palillo est6ril y se sembraron en A.N. 

6.- Medida de la adhesión bacteriana a células bucoepitelales 

humanas. 

a) Obtención de bacterias. 

Se cultivaron las bacterias en agar de soya y tripticasa 

a 37°C durante la noche. Se cosecharon las bacterias de una caja 

de Petri en• -.l. de Tris 0.1M pH 7.0, se lavaron 3 veces con Tris 

y la suspensión se diluyó hasta obtener una D. O. de O. 25 a 5QO ru-. 

b> Obtención de las células bucoepiteliales. 

Las células bucoepiteliales humanas se obtuvieron de 

voluntarios (adultos sanos) por raspado del carrillo con isopos 

estériles, suspendiendolas en• 11'1. de Tris 0.1M pH 7. S. lavaron 3 

veces por centrif'ugación con Tris 

concentración de 2-5 X 10• células 

y 

por 

se ajustaron a una 

lllililitro desp..-s de 

contarlas en una cá111ara de Mewbauer. La suspensión de c•lulas se 

trató con tripsina C2.5 µg/ml) por 10 mina 37° para elilll.i.nar la 
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agregaron Q al de C.H. , se incubo a 37° C con agitación durante

toda la noche. Se diluye con S.H. y se espatularon las diluciones

en cajas petri con ¿.H. y se incubaron a 37° C durante 24 horas.

De las colonias aisladas crecidas en a.H. se picaron con

palillos esteriles en cajas con A.H y A.H.+ estreptomicina, se

incubo a 37° C durante E4 horas, para averiguar cuáles fueron

sensibles a estreptoeicina.

Las bacterias sensibles a estreptomicina se crecieron toda la

noche en C.H. y se obtuvieron, por centrifuacion, los fagos

liberados espontaneaeente. Estos fagos se gotearon en Paúl y se

obtuvieron su lisogenas picando el centro de la placa con un

palillo esteril y se sembraron en A.H.

B.- Medida de la adhesion bacteriana a celulas bucoepitelales

huanas.

a) Obtención de bacterias.

Se cultivaron las bacterias en agar de soya y tripticasa

a 37°C duante la noche. Se cosecharon las bacterias de una caja

de Petri en 4 el de Tris D.iH pH 7.0, se lavaron 3 veces con Tris

y la supension se diluye hasta obtener una D.ü. de 0.25 e BHD nl-

bì Obtención de las celulas buoepiteliales.

Las celulas bucoepiteliales humanas se obtuvieron de

voluntarios (adultos sanos) por raspado del carrillo con isopos

estériles, supendiendolas en 4 sd de Tris 0.1H pH T. Se lavaron 3

veces por centrifugacion con Tris y se ajustaron a una

concentración de 2-5 I 104 celulas por eililitro despues de

contarles en una caeara de Heebauer. La suspensión de celulas se

trato con tripsina (2.5 pgfml) por 10 min a STÚ para eliadnar la
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fibronectina CWoods y Straus. 19811. La tripsina se eliminó 

por lavados sucesivos con Tris 0 .1 M pH 7. y el paquete celular se 

resuspendió en Tris. 

c) Adhesión in vitro . 

Se ... zclaron 2 X 106 bacterias con 5 X 10
4 

células 

bucoepiteliales e n 1 al de Tris 0.1M pH 7 y se incubaron a 37°C y 

20 rpa durante 2 h. La mezcla se l a vó por centrifugación con Tris 

5 veces para elilllinar las bacterias no adheridas. 

lavado se a~adieron 2 gotas de eritrocina B. 

En el segundo 

La mezcla se 

resuspendió en 1 al de Tris y se to!É> una gota para hacer un 

frotis que se fijó con calor para posterior1Ntnte te~irlo con azul 

de ... tileno durante 2 lllin. Se elilllinó el exceso de colorante por 

lavado con agua destilada y las prepa raciones se secaron al aire; 

fi nal mente se observaron al llli croscopio a 40 X y 100 X. Se contó 

el nú111ero de bacterias adheridas a 30 células bucoepiteliales 

viables. Se incluyó un control de células, so111etidas al lllisJllO 

procedillliento, a las que no se les agregaron bacterias, para 

deterlllinar las bacterias indigenas presentes en l a muestra de 

c6lulas. 
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fibronectina lloods y Strau. 19811, La tripsina se elimine

por lavados sucesivos con Tris O.1H pH 7. v el paquete celular se

resupendio en Tris.

c) adhesion tn vitro.

Se aezclaron E X 105 bacterias con 5 I 104 celulas

bufiuapu.-lisis; an 1 -1 en Tris 0.111 pu 7 y su ±n¢ubm-un a :a'r°c y
20 rpl durante 2 h. La Iezcla se lavo por centrifugación con Tris

5 veces para elieinar las bacterias no adheridas. En el segudo

lavado se añadieron 2 gotas de eritrocina B. La mezcla se

resuspendió en 1 el de Tris y se tono una gota para hacer u

frotis que se fijo con calor para posterioreente teñirlo con azul

de eetileno durante E ein. Se elieinó el exceso de colorante por

lavado cen agua destilada y las preparacions se secaron al aire;

finaleente se observaron al adcroscopio a 40 K y 100 I. Se conto

el nülero de bacterias adheridas a 30 celulas bucoepiteliales

viables. Se incluyo un control de celulas, sometidas al niseo

procedimiento, a las que no se les agregaron bacterias, para

deteradnar las bacterias indigenas presentes en la muestra de

celulas.
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RESULTADOS 

O:JTEHCION DE MUTANTES DEFICIENTES EN LA REPRESION DE LAS 

FUNCIONES LI TI CAS. 

Se niutagenizó al fago FIZ15 con ácido nitroso para obtener 

nartantes con fenotipo de p~aca clara. La tabla 1 muestra la 

frecuenc ia de aparición de m.rlantes de placa clara a diferentes 

tiellpOs. La frecu.tncia máxima se a lcanza a los 20 lllinutos dv 

trataaiento y disainuye a ti e111pos 111ayores, decl inando a los <&O 

minutos. La frecuencia de aparición de lllUtantes espontáneas fue 

TABLA 1 

FRECUENCIA DE APARICION DE MUTANTES DE PLACA CLARA DEL 

BACTERIOFAGO FIZ15 POR TRATAMIENTO CON ACIDO NITROSO 

T CMINJ $/So FREC. DE CLARAS 

o 1.0 <10-6 

10 0.82 <6.1X10--4. 

20 0.30 1. 3X10- 3 

30 0.18 1.1x10-3 

"° 0.15 4.0x10-• 

Se pt.D"'ificaron tres veces nueve de las mutantes obtenidas; para 

ello se picó cada placa clara con un palillo estéril y se cruzó 

dia11Btral11Bnte una caja de petri conteniendo agar nutritivo, 

posteriormente se adicionó 0.2 ml de cultivo de PA01 con ayuda de 

3 al de agar suave, el cual se extendió cuidadosa.ante por toda la 

caja con el propósito de obtener placas aisladas despl»s de 

incubar a 37°C toda la noche. 

Una vez pt.D"'ificadas las placas de los fagos lllUtantes se hizo un 
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RESULTADD

OBTENCION DE HUTAHTES DEFICIEHTES EN La REPRESIDH DE LAS

FUNCIONES LITICLS.

Se etagenizo al fago FIZIB con acido nitroso para obtenr

mutantes con fenotipo de placa _clara. La tabla 1 lustra la

frecuncia de aparicion de ¡tantes de placa clara a diferentes

tieqwos. Lafrecuencia :na:-:lea se alcanza a los 20 einutos de

trataadento y diseinuve a tiempos eayores, declinando a los 40

minutos. La frecuencia de aparición de mutantes espontáneas fue

(10-5.

TABLA 1

FRECUENCIA DE aPARICIÚH DE HUTANTES DE PLåCA CLARA DEL

BACTERIOFAGO FIZ15 POR TRATAHIEHTD CON ¿C100 HITRDSO

T (MIN) SISD FREE. DE CLARAS

0 1 . o <1o"`5
1o 0. sa <c. 11:1 0'*
ao 0. ao 1 . 31:1 c-'3
ao 0.19 1.1x1o"'3
-no o. 15 4. en 0'*

.____ _| I ri-ì_ _  

Se purificaron tres veces nueve de las mutantes obtenidas; para

ello se pico cada placa clara con un palillo esteril y se cruzo

diaeetraleente una caja de petri conteniendo agar nutritivo,

posteriormente se adiciono 0.2 el de cultivo de Paúl con ayuda de

3 el de agar suave, el cual se extendió cuidadosaeente por toda la

caja con el proposito de obtener placas aisladas despues de

incubar a 370€ toda la noche, '

Una vez purificadas las placas de los fagos lutantes se hizo u
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stock de cada uno de ellos, obteniendo titulos de 10
9

-10
1º 

u. f. p. /llll.. 

COMPLEMENTACION DE LAS MlITANTES DE PLACA CLARA 

Para averiguar si las mutantes pertenececian a l mismo o a 

diferentes grupos de complementación, se realizaron coinfecciones 

por pares de JM.rt.antes, como se describe en Material y mótodos , 

observando si COJIPlementaba n para represión (fenotipo de placa 

turbia). Las mutantes pueden agruparse en tres grupos de 

co.iJ>le.antación: el, c2 y c7. Asi tene..,s que en e l grupo el sólo 

se obtuvo esa mutante; en el grupo c2 se obtuvieron, además de 

ésta, las mutantes c3, c4, c5 y c6 y en el grupo e7 se obtuvieron 

ade~s c8 y c9. Estos resultados nos perllliten concluir que el 

bacteriófago FIZ15 posee al menos tres genes necesarios para la 

represión de sus funciones liticas. 

MORFOLOGIA DE PLACA DE LOS 3 FAGOS MlITANTES. 

La JllUtante el tiene una morfologia de placa completamente 

clara en tanto que la mutante c2 posee un peque~o punto turbio en 

el centro y la -.rtante c7 presenta un dilllinuto punto turbio 

central. 

MAPEO DE LAS MlITACIONES el, c2 Y c7 POR RECOMBINACION CCRUZAS DE 

DOS FACTORES) • 

Para deterlllinar las distancias relativas entre las mutaciones 

e se realizaron cruzas de dos factores. Para ello se coinfectó a 

la cepa PA01 con los pares de 111utantes, como se describe en 

Material y Métodos y se cuantificó la frecuencia de recombinación 

entre los 111arcadores. Co11K> se muestra en la Tabla 2, y en la 

figura 5 los marcadores mas lejanos son el y c7 (separados por una 
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stock de cada uo de ellos, obteniendo titulos de 109-1010

u,f.p.fml.

CDHLEHEHTACIOH DE LAS HUTAHTES DE PLACA CLARA

Para averiguar si las fiitantes pertenececian al mismo o a

diferentes grupos de complementacion, se realizaron coinfecciones

por pares de mutantes, como-se describe en material y metodos,

observando si complementaban para represion (fenotipo de placa

turbiaJ. Las mutantes pueden agruparse en tres grupos de

complementacions ci, câ y c?. Asi tenemos que en el grupo cl solo

se obtuvo esa mutante; en el grupo c2 se obtuvieron, ademas de

esta, las mutantes c3, ci, c5 y C6 y en el grupo c? se obtuvieron

ademas cB y cfl. Estos resultados nos permiten concluir que el

bacteriofago FI215 posee al menos tres genes necesarios para la

represion de su fuciones llticas.

HORFOLOGIA DE PLACA DE LDS 3 PAGOS HUTAHTES.

La mutante ci tiene una morfología de placa completamente

clara en tanto qu la mutante c2 posee un pequño puto turbio en

el centro y la mutante c? presenta un diminuto punto turbio

central.

HAPEO DE LAS HUTACIDHES C1, C2 Y C7 POR RECOHBIHACIOH (CRUZAS DE

DUB FACTORESD.

Para determinar las distancias relativas entre las mutaciones

c se realizaron cruzas de dos factores. Para ello se coinfecto a

la cepa PAOi con los pares de mutantes, como se describe en

Material y Metodos y se cuantifico la frecuencia de recombinacion

entre los marcadores, Como se muestra en la Tabla E, y en la

figura '3 los marcadores mas lejanos son ci gr .-.-:T (separados por una
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distancia de 0.1 unidades de recolllbinaciónJ, en tanto que c2 y c7 

son los -s cercanos CO. 037 unidades de recolllbinaciónJ y la 

distancia entre el y e2 es d.e o. 076 unidades de recolllbinación. 

TABLA 2. 

RECOMBINACION ENTRE LAS MUTANTES et, e2 't e7 DEL FAGO FIZ15 

CRUZA 

el X e2 

el X e7 

c2 X e7 

No. DE EXP. 

2 

2 

3 

~ DE RECOMBINACION 

0.076 

0.1 

0.037 

PA01 crecida hasta fase exponencial se infectó a mdi•lO con cada 

uno de los fagos progenitores en la cruza, se perllli.tió la 

adsorción a t e111peratura ambiente, se eliminaron l os fagos no 

adsorbidos por centrifugación, se agregó C.N., se incubó 90 llÚ.n a 

37°C y la progenie de la cruza se plaque6 en PA01 para finalmente 

cuantificar los fagos progenitores <placas 

recolllbinantes de placa turbia. 

FIGURA 5 

claras) y los 

DISTANCIAS RELATIVAS DE LOS MARCADORES e l, e2 't e7 DEL FAGO FIZ15 

el 0.076 eZ 0.037 e 7 
-1~~~~~~~~~~~-1~~~~~-1~ 

1-------~. 1------1 

OBTENCION DE MUTANTES DEFICIENTES EN LA PROMOCION DE LA CONVERSIOH 

LI SOGENI CA. 

Con el propósito de obtener lllUt.antes fágicas deficientes en 

la pro1110ción de la conversión lisogénica, mutagenizalllOs a la cepa 
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distancia de 0.1 unidades de recofliinacion), en tanto que cã y cT

son los ms cercanos (0. 037 unidades de recofliinacionì jr la

distancia entre ci yr -:E es de 0.0715 unidades de recoflzdnacion.

Tinti 2.
nsccnruicrcn ENTRE pis ggïisïss 5;, gg v gg gsL_r¿cc fxgiç __

CRUZA Ho. DE EXP. ll DE RECOHBIHACIÉHII

cl X c2 2 0.076

ci X c? 2 0.1

1:2 K c? 3 D- O37

__ _ __ __ ._ _ _ L ¡_ í_ ' '_|__ í '_' ' 'É "Z_

PAOi crecida hasta fase exponencial se infecto a liilllü con cada

uno de los fagos progenitores en la cruza, se permitio la

adsorcion a teqaferatura ambiente, se eliminaron los fagos no

adsorbidos por centrifugacion, se agrego CJ-I., se incubo 90 min a

37°C y la progenie de la cruza se plaqueo en PACI1 para finalmente
cuantificar los fagos progenitores (placas claras) y los

recoflainantes de placa turbia.

FIGURA 5

DISTANCIAS RELATIYAS DE LOS HARCADORES cl, GE 'f c? DEL FAGO FIZ15

*Wi o.o?c ía o.oar Í?

|1 0,1 ›|

OBTENCION DE HIITAHTES DEFICIEHTES EN LA PROHDCIDH DE LA CONVERSION

LISDGEHICA.

Con el proposito de obtener mutantes fagicas deficientes en

la prox:-cion de la conversion lisogenica, mutagenizaleas a la cepa

34,



PIZ15 (resistente a estreptomicina) con eti l ret anosul fonato y 

elejiS>s. entre las bacterias sobr evivientes al tratamiento 

nart.agénico. a aquellas sensibles a estreptolllicina. Corú'irMaJnOS que 

estas c andidatas poseian todavia a l p rofago FIZ15 por su capacidad 

de liberarlo sobre un tapi z de la c epa PA01 . A estas lisógenas l as 

denoainanM:>s con.1 , c o n2 , con3, c on4 y con5 . Debido a que la 

resistenci a a estrept oai.cina es un fenoti po c orú'erido por e l 

p r o f ago. la ~rdida del lllis nM:> sugeri a q ue e l gen vira l r esponsable 

de la c o nversión lisogénica habia sufrido una muta ción. Por esta 

razón a l as mutantes con se l e s mi dió la adhesión a células 

bucoepiteliales hU111anas. La tabla 3 -.aestra los r e sultados de los 

experi .. n t o s d e a dhesión. 

T ABLA 3 

ADHESI ON DE LAS CEPAS PA01. PI Z15 Y DE LAS MUTANTES con DE 

Ps•v.domon.a.s asr "\J8ir\Osa A CELULAS BUCOEPITELIALES HUMANAS 

CEPA 

PA01 

PIZ15 

con.1 

con2 

con3 

con4 

con!5 

BACTERIAS POR 

1.18 

19.5 

29.1 

18.4 

57.0 

17.6 

15. 3 

19.1 

• Media ± Desviación estandar de dos experimentos . 

CELULA• 

± 0.62 

± 1. 3 

± 0.12 

± o • .(. 

± 0.65 

± 0.15 

± 0.05 

± 0 . 48 

Co.:> puede observarse. las mutantes con se agrupan en dos 

categorías. las que ~stran un.a adhesión similar a la de la cepa 
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PI215 (resistente a estreptomicina) con etilmetanosuifonato y

elejimos, entre las bacterias sobrevivientes al tratamiento

mutagenico, a aquellas sensibles a estreptomicina. Confirmamos que

estas canidatas poseian todavia al profago FI215 por su capacidad

de liberarlo sobre un tapiz de la cepa PAD1. A estas lisogenas las

denominamos coni, con2, con3. cone y con5. Debido a que la

resistencia a estreptomicina es u fenotipo conferido por el

profago, la perdida del mismo sugeria que el gen viral responsable

de la conversion lisogenica habia sufrido una mutacion. Por esta

razon a las mutantes con se les addio ia adhesion a celulas

bucoepiteliales humanas. La tabla 3 muestra los resultados de los

experimentos de adhesion.

TABLA 3
ADHESIDN DE LAS CEPAS PA01, PIZ15 Y DE LAS IIUTAI~ITE2S con DE

Pseudomonas aeruginosa A CELULAS BUCDEPITELIALES 1-IUHANAS
 1 à _ Y I

CEPA BACTERIAS POR CELULA*

-- 1.18 ± 0.62

PAD1 19,5 ± 1,3

PIZIB 29.1 ± 0.12

coní 18,4 ± 0.4

conã 57.0 ± 0.65

conã 17.6 ± 0,15

cone 15.3 ± 0.05

confl 19.1 ± 0.18

* Hedia ± Desviacion estandar de dos experimentos.

Coma puede observarse, las Iitantes con se agrupan en dos

categorias, las que muestran una adhesion similar a la de la cepa
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PA01 e con!, con3, con<& y con.5) y la con2, cuya adhesión se 

incre.,nta grande.,nte. 

Para averiguar si la lllUtación con se localizaba en el genoma 

viral, se aisló el fago de cada una de las mutantes con, se 

hicieron loa liaadoa cor reapondien~ea y ae liaogeniz6 a la c•p• 

PA01. A estas nuevas lisógenas se les denominó Gen. La tabla <& 

-...stra los resultados de adhesión de las lisógenas Gen a c•lulas 

bucoepiteliales humanas. 

CEPA 

PA01 

PIZ15 

G6>n1 

G6>n2 

G6>n3 

Ge n4 

Gen5 

TABLA 4 

ADHESI ON DE LAS CEPAS PA01, PI 21 5 Y. Gen DE 

Pseudom.on.as a.eru~inosa A CELULAS BUCOEPI TELIALES HUMANAS 

BACTERIAS POR CELULA* 

0.64 ± 0. 39 

20.2 ± 1. 1 

29.1 ± 0.16 

19."' ± 1. 03 

38.2 ± 1.58 

18. 7 ± 0.9 

17.Q ± 0.7 

19. 8 ± 0.2 

•Media± Desviación ·estandar de dos experimentos. 

Co.:> puede observarse, las mutantes vuelven a formar dos 

grupos& Gen!, Gen3, G6>n<& y Gen.5 que lllUestran valores de adhesión 

similares a los de PA01 y Gen2, cuya adhesión es siailar a la de 

PIZ15. 

36 

PAD! (cool, con3, cone v confi) v la conâ, cuya adhesion se

incrementa grandemente.

Para averiguar si la mutacion con se localizaba en el genna

viral, se aislo el fago de cada una de las mutantes con, se

hicieron loe lieedoe correepondiantee y aa lieogeniao e le cepa

PAD1. A estas nuevas lisogenas se les denmino Gen. La tabla 4

muestra los resultados de adhesion de las lisogenas Gen a celulas

bucoepiteiiales humanas.

TABLA 4

ADHESIDN DE LAS CEPAS PAD1, PIZ15 T Gen DE

Pseudomonas aeruginosa A CELULAS BUCOEPITELIALES HUMANAS

csm. Bicrcnlis Pon CELULA*
____ __'__l 1 _ _

PA01

PIZ15

Beni

Gen2

Gen3

Gene

Genfi

0.64

20.2

29.1

19.4

33,2

13.7

1?.D

13,3

±

±

±

±

±

±

±

±

0.38

1.1

0.18

1.03

1.58

0.9

0.7

0.2
_l_l-í -

* Media ± Desviacion estandar de dos experimentos.

Como puede observarse, las mutantes vuelven a formar dos

grupos: Geni. Gen3. Gene y Genfl que muestran valores de adhesion

similares a los de PAD1 y Genfl, cuya adhesion es sieilar a la de

PI2ä5.
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DISCUSION 

Mutantes de placa clara del bacteriófago FIZ15. 

Durante el desarrollo de este trabajo se obtuvi eron tres 

nart.antes diferentes del bacteriófago FIZ15 de Pse'U.domol'\<19 

aer'Ut!'inosa que le i111piden repriai.r las. ft.mciones líticas, 

confiriendole por ello fenotipo de placa clara. La 111as clara de 

ellas es la Mutante et por lo que se puede suponer que esta 

nart.aci ó n afecta al gen que codifica para el represor del fago, en 

tanto que las autaciones e2 y e7 probable1119nte afectan a genes 

cuyos productos son necesarios para la transcripción del gen que 

codifica al represor, ya que ambas aut.antes e2 y e7 si 

claras, presentan t.m peque~o pt.mto turbio en el 

correspondiente a crecillli ento de bacterias lisógenas, 

bien son 

centro, 

lo que 

i111plica que a baja frecuencia son capaces de producir represor y, 

en consecuencia, el gen que lo codifica no se encuentra Mutado. 

El fago te111perado mas estudiado es A de Eseheriehia eoLi. Las 

mutaciones de A que le confieren deficiencia en represión se 

localizan en los genes el, que codifica el represor, eII y eIII, 

que codifican prot eínas necesarias para que se transcriba eI y, 

final,..nte las mutaciones en cy, que afectan al promotor para el 

establecillliento de la represión [Kaiser, 1957; Echols y Green 

19711. Las lllUtantes eI de A producen placas completamente claras, 

nú.entras que las lllUtantes cII y cIII producen placas claras con 

escaso crecimento de lisógenas en el centro e.Kaiser, 19571. As!. 

para que el bacteriófago A pueda lisogenizar a Escherichia coLi, 

se requiere que ocurra el establecimiento de la represión por 
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DISCUSION

Hutantes de placa clara del bacteriofago FIZ15.

Duante el desarrollo de este trabajo se obtuvieron tres

mutantes diferentes del becteriofago FI215 de Pseudomonas

aeruginosa que le impiden reprimir las fuciones liticas,

confiriendole por ello fenotipo de placa clara. La mas clara de

ellas es la mutante ci por lo que se puede suponer que esta

mutación afecta al gen que codifica para el represor del fago, en

tanto que las mutaciones c2 y c7 probablemente afectan a genes

cuyos productos son necesarios para la transcripcion del gen que

codifica al represor, ya que ambas mutantes c2 y c? si bien son

claras, presentan un pequeño punto turbio en el centro,

correspondiente a crecimiento de bacterias lisogenas, lo que

implica que a baja frecuencia son capaces de produir represor y,

en consecuencia, el gen que lo codifica n se encuentra matado.

El fago tevqaerado mas estudiado es A de Escherichia coli. Las

mutaciones de A que le confieren deficiencia en represion se

localizan en los genes cl, que codifica el represor, cII y cIII,

que codifican proteinas necesarias para que se transcribe cl y,

finalmente las mutaciones en cy, que afectan al promotor para el

estableciadento de la represion lKaiser, 1957; Echols y Green

19711. Las mutantes cl de A producen placas completamente claras,

ndentras que las mutantes cII y cIII producen placas claras con

escaso creciedento de lisogenas en el centro Lïaiser, 1957]. Asi.

para que el bacteriofago A pueda lisogenizar a Escherichia coli,

se requiere que ocurra el establecimiento de la represión por
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transcripción del gen el a partir del pronDtor Pre, situado en la 

región c y, para lo cual es necesaria l a activación por las 

protei nas cII y cIII; una vez qua se es t ablece la represión, el 

-nteniiaiento de la Mis- se debe a la transcripción de el a 

partir del promotor Pr-. el c ual no r equiere acti vación por 

cII/cIII. El r epresor de A se une a l o s operadores OL y Oa, 

CPtashne y Hopkins , 19681 bloqueando e l acceso de la RNA 

poli.arasa a los pro1110tores PL y Pa y de este inodo i l!lpide la 

transcripción de los genes estructurales y de lisis CPtas~. 

10711. Para qua las lisógenas de A sean estables se requiere, 

ade-'-s de la r epresión, que e l prof ago se i n t egre a l ero.oso .. 

bact.er i ano. 

Los procesos de establecimiento y -ntenillli.ent o de la represión 

por un fago te111P9rado parecen ser siiailares para fagos diferentes. 

Asi, en e l bacteriófago 03 de Pseudomona.s aer'l.16inosa el 

establecillliento y -ntenindento de la lisogenia depende de la 

expresión de tres genes : et, c2 y c3 CEgan y Holloway, 10611; de 

éstos c 1 codifica al represor y c2 y c3 se requieren solo para el 

establecillliento de la represión. 

Los fagos 03 y A tienen var i as c aracteristicas comunes: alllbos son 

tel!lperados y se integran en un sitio especi fico del ero.oso.. de 

P . aer'l.16inosa y E. cot i , respectiva111ente y 

especializados CCavenagh y Miller, 10861 . Sin 

son transductores 

embargo, ut.ilizan 

diferentes receptores y 03 no puede infectar a E. coti ni A 

infecta a P . tal!lpOCO sus DNAs 111Uestran homologia 

(ensayada por hibridizaciónJ y tienen IRllpas de 

diferentes CArber, 1983; Miller, et al ., 10741. 

restricción 

A pesar de estas diferencias, ciertos procesos parecen ser 
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transcripcion del gen -:I a partir del pronntor Pre, situado en la

region cy, para lo cual es necesaria la activación por las

proteinas cII y cIII; una vez que se establece la represión, el

mantenimiento de la misaa se debe a la transcripcion de cI a

partir del promotor Prm, el cual no requiere activación por

CII/cIII. E1 represor de A. se une a los operadores OL 1 Os,

[Ptashne y Hopkins, 19GB] bloqueando el acceso de la RNA

poiimerasa a los promotores PL y Pl 1 de este modo impide la

transcripcion de los genes estructurales y de lisis lPt-ashne,

1071]. Para que las lisogenas de R sean estables se requiere,

ademas de la represión, que el profago se integre al cromosoma

bacteriana.

Los procesos de establecimiento jr mantenimiento de la represion

por un fago teçerado parecen ser similares para fagos diferentes.

Asi, en el bacteriofago D3 de Pseudomonas aeruginosa el

estabiecimdento ƒ mantenimiento de ia lisogenia depende de la

expresion de tres genes: ci, c2 y c3 [Egan y Holloway, 1051]; de

estos ci codifica al represor y a2 y c3 se requieren solo para el

establecimiento de la represion.

Los fagos U3 y P, tienen varias caracteristicas coflinesz alúnvos son

teqierados y se integran en un sitio especifico del cromasoma de

F. aeruginosa yr E. coli, respectivaiwnte jr son transdiaztorea

especializados lflavenagh y Hiiier, IDBBI. Sin embargo, utilizan

diferentes receptores y DB no puede infectar a E. coli ni A

infecta a P. aeruginosa, talqaoco sus DNA: muestran homoiogia

Censayada por hibridizacion) y tienen mapas de restricción

diferentes [Arber, 1933; Miller, et al., 1074].

A pesar de estas diferencias, ciertos procesos parecen ser
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comunes; uno de ellos pudiera ser la represión, como queda 

ej9111plificado al co111parar A con 03. Mas aún, se ha sugerido que A 

y D3 probable .. nte evolucionaron a partir de un ancestro co.:in, ya 

que el gen el de 03 Cque codifica a l repr esor) 

plás.t.do inhibe la ..il. t iplicación de 03 e n 

clonado en un 

las bacter i as 

portadoras del plás.t.do que contiene a el y la i nducción de las 

l isógenas par a 03 con luz ultravi oleta; amibas inhibiciones son 

especificas puesto que el plás.t.do-cl no afecta la Multiplicación 

ni la inducción con luz UV del fago F116L, talllbién de P. 

aer'\J6inosa pero de distinta i nm.uú.dad que 03 [Millar y Kokjohn, 

10971. El hecho de que el gen el clonado de D3 inhiba estos 

procesos del fago D3 e s l o esperado; lo sorprendente es que tanto 

la lllultiplicación de A en una cepa de E. cot i que contiene c1 

clonado en el plás.t.do pBR322, co.o la inducción del profago A por 

luz UV en una lisógena portadora de pBR322-c1 sean inhibidas 

talllbién de .:>do especifico Cla inhibición no ocurre para Ai.....&a•. 

un fago lalllbdoide de distinta irumun.idadJ lMiller y Kokjohn, 1Q97J. 

Estos - resultados han sido interpretados por Miller y Kokjohn collllO 

sugestivos de que A y D3 evolucionaron a partir de un ancestro 

co.:in y que si bien han divergido en 111UChos aspectos, conservan 

las si.t.litudes funcionales de sus represores debido a que es 

ventajoso para estos fagos te111p9rados capitalizar el potencial de 

la evolutiva .. nte conservada proteína bacteriana RecA para 

MDnitorear el nivel de da~o sufrido por el geno11111 bacteriano 

[Millar y Kokjohn, 19971 co.o consecuencia de la exposición a 

agentes fisicos o quind.cos. De este .:>do, cuando una población de 

lisógenas está expuesta a agentes fisicos o quimí.cos que da~an a l 

DNA o interfieren con su replicación, se dispara la respuesta SOS 
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comunes; uno de ellos pudiera ser la represión, cono queda

ejeqalificado al cofliarar A con D3. Has aún, se ha sugerido que 1.

yr B3 probablemente evolucionaron a partir de un ancestro comín, ya

que el gen ci de D3 (que codifica al represor) clonado en un

plasmido inhibe la multiplicación de D3 en las bacterias

portadoras del plasmido que contiene a cl y la inducción de las

lisógenas para DG con luz ultravioleta; ambas inhibiciones son

especiïicas puesto que el plasmido-ci no afecta la multiplicación

ni la inducción con luz UV del fago F11fiL, tambien de P.

aeruginosa pero de distinta inmunidad que D3 [Hiller y Kokjohn,

IDHTI. El hech de que el gen ci clonado de D3 inhiba estos

procesos del fago DB es lo esperado; lo sorprendente es que tanto

la lultiplicacion de A en una cepa de E. coli que contiene cl

clonado en el plasmido pBR322, como la inducción del profago R por

lu U? en una lisogena portadora de pBR322-ci sean inhibidas

tambien de modo especifico (la inhibición no ocurre para iii,-Ifã-If,

u fago lambdoide de distinta inmunidad) [Miller y Kokjohn, IDBTI.

Estos resultados han sido interpretados por Hiller y Kokjohn como

suqestivos de que R y DG evolucionaron a partir de u ancestro

común jr que si bien han divergido en ¡muchos aspectos, conservan

las siadlitudes funcionales de sus represores debido a que es

ventajoso para estos fagos teqierados capitalizar el potencial de

la evolutivamente conervada proteina bacteriana Reca para

monitorear el nivel de daño sufrido por el genma bacteriano

Hliller jr Kokjohn, 19871 como consecuencia de la exposición a

agentes fisicos o quimicos. De este modo, cuando una población de

lisógenas esta expuesta a agentes fisicos o quimicos que dañan al

DNA o interfieren con su replicación, se dispara la respusta SOS
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CLittle y Motmt. 19821. mediante la cual tma supuesta se~al Cquizá 

un oligonucleótido generado por los mecanisMOs bacterianos de 

reparación) activa a la prot.eina RecA Cque talllbién participa en 

r e colllbinación) transfor..andola en tma proteasa activa. capaz de 

degradar al represor LexA para que de este IN)do se transcriban los 

genes bacterianos for-n par t. e de la resp~st.a 

SOS, y cuya expresión está controlada por LexA. dando origen a los 

fenotipos asociados con ella Cincrelftent.o en la capacidad de 

reparación, increM&nto en la JllUt.agénesis. inhibición de la 

septación, inhi bi ción de la respiraci ón. incremento en la 

concentración celular de ATP ••• ). En estas condiciones, la 

prot.easa RecA degrada lalllbi~n al represor del fago, 

de este Nado al crecimiento litico. 

induciendolo 

Es probable que la regulación de la represión en el fago FIZ15 sea 

siailar a la de A y 03. En est.e trabajo se obtuvieron 3 mutantes 

diferentes de fenotipo placa clara, probablemente e sta s son 

análogas a las correspondientes en A y 03. Incluso, el fago FIZ15 

aparent.e111ent.e utiliza el mis!N) receptor que D3 CVaca et. al., 

19881 y ambos. 03 y FIZ15 disminuyen la sensibilidad de sus 

respectivas lisógenas a la fagocitosis por macrófagos peritoneales 

de ratón in vitro CHolloway y Cooper, 1962; Vaca et. al •• 1Q88J. No 

se sabe si 03 y FIZ15 son variantes del mis-.> fago aislados en 

diferentes lugares Cel primero en Australia y el segundo en 

Izt.acala) pero difieren al 1119nos en tma caract.erist.icaa 

cuando se encuentran conK> profagos. incrementan la adhesión de la 

cepa PA01 a células bucoepit.eliales hUJ111oanas, pero solo FIZ15 lo 

hace mediante tm mecanis!N) dependiente de energia [Arce et. al •• 

1987; Vaca et. al., 19891. 
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[Little y Hout, 1921, mediante ia cual una supusta señal (quizá

u oligonucieótido generado por los mecanismos bacterianos de

reparación) activa a la proteina Reca (que también participa en

recombinaciónJ transformandola en una proteasa activa, capaz de

degradar al represor Lena para que de este modo se transcriban los

genes bacterianos que forman parte de la respuesta

S05, v cuya expresión esta controlada por Lena, dando origen a los

fenotipos asociados con ella (incremento en la capacidad de

reparación, incremento en la mutagenesis, inhibición de la

septación, inhibición de la respiración, incremento en la

concentración celular de ATP,..). En estas condiciones, la

proteaea Reca degrada tambien al represor del fago, induciendolo

de este modo al crecimiento litico.

Es probable que la regulación de la represión en el fago FIZJE sea

similar a la de Ä y D3. En este trabajo se obtuvieron 3 mutantes

diferentes de fenotipo placa clara, probablemente estas son

análogas a las correspondientes en K y D3. Incluso, el fago FIZIE

aparentemente utiliza el mismo receptor que D3 [Vaca et al.,

1988] y ambos, DG y FIZIS disminuyen la sensibilidad de sus

respectivas lisógenas a la fagocitosis por macrófagos peritoneales

de ratón in vitro [Holloway y Cooper, 1962; Vaca et al., IDBBI. Ho

se sabe si DE v FIZ15 son variantes del mismo fago aislados en

diferentes lugares (el primero en Australia y el segundo en

Iztacalal pero difieren al menos en ua caracteristica: ambos,

cuando se encuentran como profagos, incrementan la adhesión de la

cepa Paül a celulas bucoepiteliales humanas, pero solo FIZ15 lo

hace mediante u mecanismo dependiente de energia [Arce et al.,

1987; ïaca et al., 19891.
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Mutantes de FIZ15 que ya no aUJMntan la adhesión de su lisógena. 

Co.o se mencionó en la introducción, el bacteriófago FIZ15 al 

lisogenizar a la cepa PA01 de P. aer1J8inosa increiMtnta su adhesión 

a células bucoepitelilaes hwnanas, confiriéndole también 

resistencia a estreptomicina. Con el propósito de obtener mutantes 

f~gicas que ya no confieran este fenotipo de adhesión a la 

lisógena, se IM.ltagenizó a la cepa PIZ15 y se eligieron mutantes 

sensibles a estreptolllicina C.rtantes con), para posterior11Rente 

,..dirles su adhesión a células bucoepiteliales hUJNanas <Tabla 3). 

Las mutantes con se agruparon en dos categorias, las que mostraron 

una adhesión silllilar a la de la cepa PA01 Ccon1, con3, con• y 

con5) y la con2, cuya adhesión se incre1Renta grandemente (Tabla 

3). 

Para averigüar si las niut.aciones con se localizaban en el 

cromoso111a viral o en el bacteriano, se obtuvieron los f agos de las 

lisógenas con y con ellos se lisogenizó a la cepa PAO, obteniendo 

las lisógenas G•n, a las cuales ta.t>ién se les midió la adhesión a 

c•lulas bucoepiteliales hUJ11anas CTabla •>. 
Los resultados obtenidos sugieren fuertemente que para el primer 

grupo Ccon1, con3, con• y con5) la autación respunsable del 

fenotipo con se localiza en el geno.a del fago FIZ15. La mutac i ó n 

con2 parece residir en el cromosoiRa bacteriano y aparentemente 

tiene un efecto sinérgico con el (los) gene(s) fágico (s) 

responsable Cs) del fenotipo de adhesión aumentada. 

Para confir111ar esta conclusión es necesario complementar las 

na.rtaciones con. Esto puede lograrse obteniendo. en primer término, 

dobles .utantes con cts por la siguiente recombinació n: 
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Hutantes de FIZ15 que va no aumentan la adhesión de su lisogena.

Como se mencionó en la introducción, el bacteriófago FI2äB al

lisogenizar a la cepa PAD1 de P. aeruginosa incrementa su adhesión

a celulas bucoepitelilaes humanas, confiriendole también

resistencia a estreptomicina. Con el propósito de obtener mutantes

fagicas que ya no confieren este fenotipo de adhesión a la

lisogena, se mutagenizó a la cepa PI215 y se eligieron mutantes

sensibles a estreptomicina (mutantes con), para posteriormente

mmdirles su adhesión a celulas bucoepiteliales huanas (Tabla 3).

Las mutantes con se agruparon en dos categorias, las que mostraron

ua adhesión siadlar a la de la cepa Paüi Cconi. con3, cone y

con5) y la conã, cuya adhesión se incrementa grandemente (Tabla

3).

Para averigüar si las mutaciones con se localizaban en el

cromosoma viral o en el bacteriano, se obtuvieron los fagos de las

lisógenas con y con ellos se lisogenizó a la cepa Faü, obteniendo

las lisógenas Gen, a las cuales tambien se les midió la adhesión a

cúlulas bucoepiteliales buenas (Tabla 4).

Los resultados obtenidos sugieren fuertemente que para el primer

grupo Cconi, con3, cone y con5J la mutación responsable del

fenotipo con se localiza en el genoma del fago FIEHE. La mutación

confi parece residir en el cromosoma bacteriana y aparentemente

tiene un efecto sinergico con el Clos) geneâsì fagico Cs)

responsable Cs) del fenotipo de adhesión auentada.

Para confirmar esta concluión es necesario complementar las

mutaciones con. Esto puede lograrse obteniendo, en primer término,

dobles mutantes con cts por la siguiente recombinación:
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con + 

+ cts 

Seleccionando placas claras sobre PA01 a 40°c. picándolas sobre 

PA01 a 30°C y eligiendo a aquéllas que no confieran resistencia a 

estreptonú.c~na a las lisógenas del centro de la placa; o bien, 

seleccionando placas turbias a 30°C que confieran resistencia a 

estreptomicina y conf iriaando después que foriaan placa clara a 

'°ºc. 
Una vez obtenidas las dobles ...tantes con cts, será posible 

coinfectar a PA01 util izando pares de fagos con1 cts ~ con3, por 

ejemplo, para obtener dobles lisógenas, confirmando que son tales 

por el hecho de que deberán liberar ambos tipos de fagos Cuno 

de placa clara y otro de placa turbia a 40°C, ninguno de los 

cuales, cuando turbios, deberá conferir 

estreptolllicina). De este miodo, s i la 

posee resistencia a estr eptoiaicina y ..uestra 

adhesión a células bucoepiteliales hmnanas, 

resistencia a 

doble l isógena 

incre111ento en la 

alllbos lllUtantes se 

co111ple111entan. En caso contrario, no complementan. 

TaJllbién seria necesario 111apear las lllUlaciones con con respecto a 

las llllUtantes claras y con respecto a si mismas. 

Igual1118nte, 

c onjugación. 

seria necesario mapear 
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la llllUtación con2 por 

con __ +

+ cts

Seleccionando placas claras sobre PA01 a 40°C, picandolas sobre

Pau! a 30°C v eligiendo a aquellas que no confieren resistencia a

estreptomicina a las lisógenas del centro de la placa; o bien,

seleccionando placas turbias a 30°C que confieran resistencia a

estreptomicina y confirmando despus que forman placa clara a

4.o“c.
Una vez obtenidas las dobles mutantes con cts, sera posible

coinfectar a PAÚ1 utilizando pares de fagos conl cts 3 conã, por

ejemplo, para obtener dobles lisógenas, confirmando qu son tales

por el hecho de que deberán liberar ambos tipos de fagos (uno

de placa clara y otro de placa turbia a 40°C, ninguo de los

cuales, cuando turbios, debera conferir resistencia a

estreptomicina). De este modo, si la doble lisógena

posee resistencia a estreptomdcina y muestra incremento en la

adhesión a celulas bucoepiteliales huanas, ambos mutantes se

complementan. En caso contrario, no complementan.

Tambien seria necesario mapear las mutaciones con con respecto a

las mutantes claras y con respecto a si mdsmas.

Igualmente, seria necesario mapear la mutación conã por

conjugación.
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