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INTRODUCCI ON.

GEN'ERALIDADES DE Pseudomonas aeruginosda.

Las Pseudomonas aeruginosa son bacterias gramnegativas,
patségenas oportunistas, se caracterizan por ser aerobias
estrictas, su tamafic oscila entre 0.5-1 micras de ancho por 1.5-4
micras de largo. Estas bacterias son méviles debide a la
presencia de 1 a 3 flagelos polares.[Stanier et al., 1975; Smith,

19801.
Pseudomonas aeruginosa EN LA NATURALEZA.

Las Pseudomonas aeruginosa se encuentran extensame'nte
distribuidas en agua dulce, marina y en la superficie de plantas.
Exdmenes directos por microscopios electrdnice y d&éptice han
mostrado que estos organismos crecen en forma de microccolonias
cubiertas por wmoco, encontriandose en la superficie de aguas
dulces, marinas y en los suelos.

Se cree que el moco que presentan estas microcolonias las

protege contra el atagque de bacteridéfagos y amibas de vida
libre encontradas en su habitat. [Costerton, 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 humedad
relativa cercana al 90%, pero auin no es claro si P. aeruginosa se
mantiene por s{ misma en los suelos ‘o es introducida por el agua,
plantas o heces fecales de animales. [Rhame, 1979].

También se ha observado que las aguas de albercas tienen



regularmente un alto contenido de estas bacterias.

Se ha demostrado que P. asruginosa crece en agua destilada,
tal vez utilizando como nutrimentos a los gases disueltos en ella,
obteniéndose 100 millones de bacterias en 48 horas a partir de un
inéculo de 100 bacterias. En agua ultradestilada las P. aeruginosa

mueren. [Rhame, 1979].

Pseudomonas aeruginosa EN HOSPITALES.

P. aeruginosa se caracteriza por su resistencia a un gran
numero de antibiéticos en virtud de que 1la mayoria posee
plismidos responsables de la resistencia. [Cervantes-Vega et
al, 1986; Chakrabarty, 1976; Holloway, 1974; Lowbury, 1974 1..

Esta ventaja les permite prevalecer en ambientes
hospitalarios, donde 1los antibiéticos son ampliamente usados
causando entre el 10 y el 20X de las infeccicnes de pacientes
hospitalizados ([Bodey et al, 10983; Olson et al, 1084 1
principalmente de aquéllos que sufren quemaduras [Pruitt, 1974;
Rabin et al, 19611, fibrosis quistica [Hoiby, 1977], leucemia
[Frei et al., 1965] o que han sido tratados con drogas
inmunosupresoras [Reynolds et al, 1975].

Las fuentes de transmisién de estos microorganismos son el
personal del hospital y los pacientes hospitalizados, ya que estas
bacterias estdn presentes en el tracto intestinal [Rhame, 19791.

También incluyen las soluciones oftialmicas, soluciones
antisépticas, jabén de hexaclorofenol, crema de manos, locién para
el cuerpo, aparatos de succidn, ;ontilador.s respiratorios,

incubadoras, plantas ornamentales, forceps, termdmetros, navajas



de rasurar, batas y alimentos consumidos en el hospital
[ Rhame, 1979!.

El agua destilada contaminada constituye un grave peligro como
fuente de transmisidén, ya que es utilizada para la preparacidén de
miltiples soluciones, tales como detergentes, desinfectantes e

incluso medicamentos [Smith, 10801].

DETERMINANTES DE VIRULENCIA DE Pseudomonas aeruginosa.

FP. aeruginosa produce varias substancias extracelulares que
han sido relacionadas con su virulencia [VYaca et «al, 1988]; entre
éstas se encuentran: La exotoxina A, gque es un polipéptido con un
peso molecular de 66 Kd ([Leppla, 19761 producido por un alto
porcentaje de las cepas aisladas de pacientes [Pollack et al,
19771 y cuya accién es inhibir 1la sintesis de proteinas por
ADP-ribosilacién del factor de elongacién 2 (EF-2) requerido para
el paso de translocacién durante la sintesis proteica ([(Pavloskis
et al, 1974]1. La exocenzima S, que es una proteina con actividad de
ADP-ribosiltransferasa que contribuye a la wvirulencia de P.
aeruginosa, ya que se ha demostrado que mutantes deficientes en la
produccién de esta enzima son significativamente mencos virulentas
que su cepa progenitora tanto en el modelo de ratédén gquemado
Cinfeccién aguda), como en el modelo de infeccién crénica en rata
[Nikas, 1987]. Una proteasa alcalina y una elastasa que han sido
implicadas en la produccién de hemorragias en érganos internos,
especialmente en los pulmones y probablemente son las responsables
de la destruccidén del tejido corne#l en infecciones oculares

producidas por este microorganismo [Kawaharajo et al, 1974,



Kawaharajo et al., 19751.

Aproximadamente el 85X de las cepas clinicas de FP. acerugtinosa
producen elastasa [Wretlind et al, 1973] la cual es una proteasa
neutra que contiene zinc y es sensible a quelantes de metales
[Wretlind et al, 19771 La elastasa purificada inactiva a los
factores Ci, C3, C5, CB y (CO del complemento in vitro, por lo que
quizid inhibe el movimiento de los leucocitos polimorfonucleares al
sitio de inflamacidén y disminuye su actividad fagocitica ([Schultz
et al, 1074) La elastasa también inactiva a la proteina a-1, el
principal inhibidor de las serinproteasas enddégenas [Morihara et
al, 1979] (P. ej. de leucocitos) cuya actividad aumentada podria
causar dafio tisular.

Otra substancia extracelular de P aeruginosa es la
leucocidina, una proteina de 27.5 Kd , termolabil y activable por
tripsina, que destruye a los leucocitos, pero no a los
glébulos rojos [Scharman, 18761]1.

Este microorganismo produce también dos hemolisinas: un
glicolipido termoestable y una fosfolipasa termolabil (fosfolipasa
C), la cual es una proteina de 78 Kd que cataliza la hidrélisis de
la fosfatidilcolina (el componente principal del surfactante
pulmonar) en fosforilcolina y diacilglicerol. Se ha demostrado que
la fosfolipasa C es muy activa sobre los fosfolipidos presentes en
células eucaridénticas (fosfatildicolina, lisofosfatilcilcolina b4
esfimgomielina) y casl no tiene actividad sobre 1los fosfolipidos
que forman parte de las membranas de las células procariénticas
(fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina y - fosfatidilglicerol)
[Berka et al, 1982].

Otro determinante de patogenicidad es 1la substancia mucoide



que elaboran algunas cepas clinicas, particularmente las aisladas
de pacientes con fibrosis quistica [Zierdt et al, 19751. Esta
substancia se conoce como alginato y es un exopolisacarido
constituido principalmente por Acido manurdénico y acido gulurdnico
[Carlson et al, 1966]. El1 alginato inhibe las actividades
fagociticas de los leucocitos [Schwarzmann, 19711 y es capaz de
producir efectos similares a los producidos por la infeccidén de
ratones con bacterias viables ([Dimitracopoulos et «al, 19B0O;
Sensakovic et al, 1974]. El alginato también ha sido implicado en
la adhesién de P. aeruginosa a células de traquea de ratdn
[Ramphal et al, 1985].

Otro determinante de patogenicidad de FP. aeruginosa es la
movilidad, debida al flagelo, que facilita 1la invasidédn del
hospederoc por la bacteria [Montie et «l, 19821. Por otro lado,
el 100X de las cepas clinicas de P. aeruginosa son lisdgenas y
algunas de ellas son polilisédgenas [Holloway et al, 1874]. La
adqusicidn, por una bacteria, de nuevas caracteristicas
fenotipicas debidoc a 1la presencia de wun profago <{conversidén
lisogénica) ha sido bien estudiada en varios géneros bacterianos
[Barksdale et al, 1974]1. En P. aeruginosa se ha reportado que la
lisogenizacién de 1la cepa PAO1 Cserotipo 0:2a,d) por el
bacteridfago D3, causa conversién lisogénica mediante la
introduccidén de un grupo acetilo en la posicidén 4 de la fucosamina
y el cambio en el enlace entre las unidades repetidas de
trisacaridos de a-1-4 a (3= 1-4 [Kuzio =t al, 1983]. Este cambio
superficial, a nivel del antigeno 0, que le causa el profago D3 a
la cepa PAOi, le confiere resistencia a la fagocitosis por

macréfagos peritoneales de ratédn in witre y resistencia a la



superinfeccién por el fago D3, ésta Gltima debida a que D3 es
incapaz de adsorberse a la liségena [Holloway et al, 1962].

Con el propésito de averiguar si los bacteridéfagos contribuyen
a la virulencia de P. ceruginosa, Yaca S. y colaboradores aislaron
210 bacteriéfagos temperados a partir de cepas clinicas y
construyeron las liségenas correspondientes en la cepa PAO1 (libre
de fagos). Sélamente B0 fagos fueron capaces de formar lisdgenas
estables y distinguieron 19 tipos diferentes cuando probaron 1la
inmunidad de las liségenas a la superinfeccién por todos los fagos
[Martinez et al, 1984]. Eligieron para estudioc a uno de los 19
fagos debido a que su lisdgena mostré un incremento de 4 veces en
@l titulo de aglutinacién con antisuero, obtenido en conejos,
dirigido contra la cepa PAO1 muerta por calor, lo que sugirié que
el profago FIZi5 le causé un cambio superficial a la liségena a
nivel de algun antigeno somatico. Para determinar si el putativo
cambio superficial inducido por FIZ15 estaba relacionado con
algunas propiedades de virulencia, compararon a la cepa PAO1 con
PIZ15 en cuanto at Adhesion a células bucoepiteliales humanas,
sensibilidad al efecto bactericida del suero humano normal vy
sensibilidad a la fagocitosis por macréfagos peritoneales de ratén
in vitro. La liségena mostré una adhesién 1.5 veces mayor que PAO1
a células bucocepiteliales humanas ([VYaca et al, 1986]1; una
sobrevivencia 6 y 20 veces mayor al efecto bactericida del suero
humano a concentraciones de 75X y 80X, respectivamente, y una
sobrevivencia 2 veces mayor a la fagocitosis por macréfagos de
ratén [Vaca et al, 1985].

Adicionalmente, la lisdgena posne.resistentia a estreptomicina

C 20 pugsml, concentracién letal para la no lisdégena), un fenotipo



que hasta ahora no han explicado, pero que resulta muy Gtil para
disefar un método de seleccidén de mutantes fagicas que ya no
causen conversién lisogénica. También notaron que el fago FIZ15 es
incapaz de formar placas en la cepa PAO1 lisdégena para el fago D3
e, igualmente, que D3 es incapaz de crecer en PIZ15, demostrando
posteriormente que los fagos utilizan el mismo receptor y causan
conversion lisogénica a nivel de éste. Para reforzar esta
conclusidén, aislaron una mutante espontianea de PAO1 resistente a
FIZ15c, C(cepa PAO1-15), la cual no permitié la adsorcién de D3 ni
de FIZiS. La mutante PAO1-/15 mostré una resistencia 2 veces mayor
que PAO1 a la fagocitosis; un aumento a la resistencia de 10 y 30
veces al efecto bactericida de suero humano a concentrasciones de
5% y 80%, respectivamente y una adhesién a células
bucoepiteliales 4 veces mayor que PAO1 [Arce et al, 1987; Cruz et
al, 1987; Vaca et al, 1988; Vaca et al, 1989]. Adicionalmente, umna
mutante espontanea de PAO1 resistente al suero no permitié la
adsorcidén de FIZ1S ni de D3 [Cruz et al, 1987; Vaca et al, 18988].
Los resultados anteriores muestran que la resistencia a 1la
fagocitosis y al efecto bactericida del suero, asi como el
incremento en la adhesién a células bucoepiteliales que muestra la
liségena PIZ15, se deben al cambio superficial que el profago le
causa a la lisdégena a nivel del propio receptor para el fago, el
cual parece residir en el antigeno O, toda vez que el fago D3 es
antigeno O-especifico ([Vaca et al, 1987] y es incapaz de
adsorberse a la lisdégena PAOICFIZIS5). Asi pues, el fago FIZ1I5 1le

confiere a su liségena importantes factores de virulencia.



BACTERI OF AGOS.

Los bacteriéfagos son parasitos intracelulares obligados de
bacterias. Su parastismo 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
microscépio electrénico, todos pueden clasificarse en los
sigulentes 4 grupos segun su forma:

Gpo 1= fagos con cola

Gpo 2- " cubicos o poliédricos
Gpo 3= e filamentosos
Gpo 4- " pleomérficos.

La forma y el tamafio de los fagos varian de un grupo a otro,
pero al observarlos al microscopio electrénico todos presentan una
estructura basica que puede ser poliédrica, también llamada
cubica.

La forma predominante de estructura poliédrica es el icosaedro
con 20 caras triangulares y 12 vértices [Espejo, 19801.

También la cola puede variar en cuanto a tamafo 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 nicleo, una placa basal y 6 fibras de la cola, éstas ultimas

son érganos reales de adsorcidén, por medio de los cuales el fago



se ancla sobre la superficie de la célula huésped [Espejo, 1980].
CFIGURA 1.)

Los fagos que no poseen cola suelen tener pequefias espiculas
ubicadas en los vértices del icosaedro. Los fagos filamentosos
carecen de apéndices y parecen un cilindro, dentro del cual se
encuentra 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 mismos

fagos, y que repetidas varias veces lo forman [Espejo, 1980].
COMPOSICION QUIMICA:

Los fagos estian compuestos por un solo tipo de acido nucleico,
Yy nunca por ambos. Segun el idcido nucleico que contengan se les
denomina fagos de ADN o de ARN.

El acido nucleico del fago contiene 1la informacién necesaria
para la reproduccidén de éste, y se encuentra alojado en la cabeza,
protegido por proteinas.

El acido nucleico de los bacteriéfagos ya sea ADN o ARN,
puede ser monoténicco (de wuna sola cadena) o biténico C(doble
cadena).

Algunos fagos presentan bases raras en vez de las encontradas
cominmente, los fagos T par no presentan citosina, y en su lugar
contienen al anadlogo de la citosina; 5 hidroximetilcitosina
[Davis, 1983].

Los fagos ¢X174, 513 y M12 presentan un ADN monoténico
helicoidal, su peso molecular oscila alrededor de 1.7 millones de

Daltones y contienen alrededor de 5500 nucledtidos [Espejo, 1980].
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Dentro del grupo de ARN biténico se encuentra el fago 6 que
infecta a Peudomonas phaseolicola, contiene 3 moléculas de ARN con
PM de 4.8, 2.9 y 2.2 millones de Daltones.. Una de las proteinas
que forma la particula tiene actividad de ARN polimerasa y es
capaz de sintetizar ARN monoténico wusando como molde el ARN

biténico viral [Espejo, 189801].

CICLO DE VIDA DE LOS BACTERIOFAGOS:

Se han detectado 2 tipos de fagos en referencia a su ciclo de
vida:t los liticos y los temperados o lisogénicos. FIGURA 2.

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

a) ADSORCION.~ El fago se fija a la bacteria reconociendo
receptores especificos en la superficie bacteriana.

Los sitios receptores estian situados en la capa mias externa de
la pared formada por lipoproteinas y lipopolisacaridos.

También puede haber sitios receptores en los flagelos y en los
ptli F presentes solo en bacterias E. colt F*.

El ¢rgano de adsorcién de los fagos esta ubicado en la cola,
los que no poseen cola presentan pequefios apéndices 1lamados
espiculas.

La célula bacteriana no parece tomar parte activa en 1la
adsorcién ya que la mayoria de los fagos pueden adsorberse en
presencia de KCN, que inhibe los procesos metabdélicos celulares,
o en ausencia de metabolitos esenciales para el crecimiento de

las bacterias, y aun mis, son capaces de adsorberse a fragmentos

14
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de la pared celular [Espejo, 1980].

b) INYECCION.- Una vez adsorbido el fago a la bacteria, introduce
en ella el ADN Co ARN) que contiene la informacién para la
sintesis de su progenie.

En los primeros fagos que se estudié el mecanismo de la
inyeccidén fué en los T2 y T4, que estin provistos de cola. El1 ADN
pasa desde la cabeza del fago a través de la cola penetrando a la
bacteria. La cola posee ademis una capa externa o vaina formada de
una proteina contractil, la contraccidén de esta vaina acaso impela
el ADN desde la cabeza del fago al interior de 1la célula a lo
largo de la ceola [Espejo, 1980].

Durante el perfiodo en que el fago no es infeccioso se denomina

fago vegetativo, y el lapso durante el cual no se encuentran
particulas infecciosas en el interior de la célula se denomina
periodo de eclipse.
c) ECLIPSE. - Durante este periodo, poco después de la inyeccidn,
la sintesis de acidos nucleicos y proteinas del huésped cesan
[Stent, 1973] y el Acido nucleico del fago induce la sintesis de
nuevas proteinas en la bacteria, conduciendo a la sintesis de
componentes virales y su posterior ensamblaje para formar los
fagos infecciosos [Espejo, 19801].

Casi todos los componentes bacterianos de la maquinaria de
sintesis proteica participan en la producciédn de proteinas
virales.

La biosintesis del 4cido nuclefico viral requiere una fuente
de energia asi como precursores c-le bajo peso molecular,

ribonucledtidos o desoxirribonucledtidos para ARN o ADN



respectivamente.

Yarios experimentos han establecido que los fagos dependen de
la bacteria huésped en cuanto al suministro de subunidades
requeridas para la sintesis de polinucledtidos [Espejo, 1980].

d) MADURACION .- 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 una secuencia ordenada [Espejo, 1080l.

@) LISIS.- Con la accién de enzimas 1liticas, presentes en los

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

provocando de esta manera la lisis, se liberan aproximadamente

100 nuevas particulas infecciosas [Espejo, 1880; Stent, 19873].

El ciclo de vida de un fago lisogénico o temperado es similar
al litico diferenciidndose en que wuna vez inyectado su A4cido
nucleico puede permanecer circularizado en el citoplasma
bacteriano o integrarse al cromosoma bacteriano [Stent, 1973.1.
reproduciéndose en sincronia con el cromosoma bacteriano, soclo una
vez por cada generacién de 1la bacteria.

En la lisogenia, fago y bacteria coexisten en armonia debido
a que después de la inyeccién del ADN viral se reprime la
expresién de los genes estructurales y de lisis por la accidén de
una proteina represora codificada por un gen fAgico. El1 ADN
reprimido de algunos fagos se integra al genoma bacteriano y se
replica pasivamente como parte de éste, siendo heredado a las
bacterias hi jas [Lwoff, 1950].

El ADN viral reprimido se conoce como profago, la bacteria

portadora como lisdgena, y el proceso que conduce a la formacidén



de ésta como lisogenizacidn.

Las lisdgenas son inmunes a la superinfeccién 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 liségena hay siempre un exceso de proteina represora que se une
al operador en el ADN del fago superinfectante reprimiendo 1la
transcripcién de sus genes.
La inmmidad conferida por un profago es especi(fica, ya que la
proteina represora codificada por éste sdélamente es capaz de
reconocer una secuencia especifica de nucleétidos C(operador)
exactamente igual a la del profago.

Una lisdégena puede ser lisada dando origen a progenie viral
cuando falla la represién, denominindose a este fendmeno
itnduccidn, ya que el profago es inducido al crecimiento litico.

La induccién ocurre cuando la liségena se expone a agentes
fisicos (luz ultravioleta, p.ej.) o quimicos (mitomicina C, p.=2j.>
que daffan al ADN o interfieren con su replicacién. La induccién
del profago forma parte de una compleja serie de respuestas,
conocida como sistema SO0S, que presentan las bacterias ante
situaciones que comprometen su sobrevivencia ([Little y Mount,
i19821.

En una poblacién de lisdgenas la represién falla
espontineamente a una baja frecuencia C(aproximadamente 10"‘)
[Echols 1979]. Esta caracteristica se utiliza para confirmar que
una bacteria es lisdgena; para ello se detectan los bacteridéfagos
liberados por la formacidén de placas de lisis sobre un tapiz de
una cepa sensible. Adicionalmente se aet.rmina la inmunidad de 1la

lisdgena a la superinfeccién, prueba que por si{ sola seria no



conclusiva debido a que el bacteriéfago ‘“superinfectante” podria
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 resistente. Desde luego, una cepa resistente no libera
fagos.

Un bacteriéfago capaz de lisogenizar (temperado) puede perder
esta capacidad por mutacién en uno o varios genes: el gen que
codifica al represor, uno o dos genes necesarios para activar 1la
transcripcén del gen que codifica al represor, la secuencia de ADN
que constituye el operador [(Kaiser, 1957], el promotor a partir

del cual se transcribe el represor.

TITULACION DE UN "STOCK" DE FAGOS Y MORFOLOGIA DE LAS PLACAS

La titulacién es un procedimiento diseffade en 1917 por
D'Herelle que permite contar el numeroc de "unidades formadoras de
placa" Cu.f.p.) presentes en una suspensién; es decir, el numero
de fagos capaces de infectar productivamente a wuna bacteria
sensible causando, cada uno de ellos, la aparicién de una placa de
lisis sobre un cultivo bacteriano que ha sido inmovilizado en
agar. Generalmente el numero de u.f.p. no es igual al numero de
particulas fagicas de la suspensién, debido a que una fraccién de
estas Ultimas es incapaz de infectar productivamente a causa de
algun defecto estructural (p. ej. carencia, por pérdida, de las
fibras de la cola o ruptura de la capside).

Los bacteridéfagos temperados producen pl;cas de lisis turbias
debido a que aproximadamente la mitad de las bacterias infectadas

son lisadas y el resto son lisogenizadas; éstas ultimas crecen en



el centro de la placa (son inmunes) diandole el aspecto turbio. Los
fagos liticos producen placas claras ( no lisogenizan).

Debido a que el fenotipo placa turbia depende de que ocurra
represién de las funciones liticas y estructurales del fago, ¥y
para ello se requiere de la accidén de varios genes virales, es
posible obtener mutantes de placa clara, a partir de un fago
temperado, cuyas mutaciones residan en diferentes genes (tantos
como participen en la represién) [Kaiser, 1957]. Las mutantes
afectadas en genes diferentes pueden distinguirse por
complementacién, la cual consiste en coinfectar bacterias con dos
fagos mutantes obtenidos independientemente y averiguar si ambos
fagos son capaces de reprimir las funciones liticas. Cuando se
produce represién se dice que hubo complementacién (uno de los
mutantes carece de la funcidén A pero posee la By el otro posee
ésta pero carece de aquélla; en el interior de la bacteria
coinfectada estin presentes ambas funciones y ocurre represion) vy
que los mutantes pertenecen a diferentes grupos de
complementacién. Si no hay represién, los mutantes pertenecen al
mismo grupo de complementacidén, es decir, la mutacién en cada uno
de ellos afecta al mismo gene (una excepcidén a esta afirmacién la
constituye la no complementacién entre un mutante afectado en un
gene estructural, p. ej. el del represor, y otro mutante cuya
mutacién resida en el promotor a partir del cual se transcribe el

represord.
MUTAGENESIS DE BACTERIOFAGOS Y BACTERIAS.

Tanto las bacterias como los fagos al igual gque todos 1los



seres vivos, se caracterizan por su capacidad de transferir sus
propiedades estructurales y funcionales a sus descendientes.

Los elementos que intervienen en la transmisién de los
caracteres hereditarios se denominan genes, que son parte
especifica del ADN de células y de muchos virus.

Los genes se conservan normalmente y se copian sin alteracién,
pero, pueden ocurrir cambios o mutaciones en ellos..

Una mutaciédn es un cambio, heredable o potencialmente
heredable, no programado que altera la clase, secuencia o nUumero
de nucledtidos en el material genético de una célula u organismo.

Las mutaciones pueden originarse espontineamente o » S@r
inducidas por agentes mutagénicos C rayos UV, 4cide nitroso,
hidoxilamina, etilmetanosulfonato etc,), de los cuales solo se
explicaran 2: El 4cido nitroso produce 1la desaminacién por
oxidacién de las bases aminosustituidas, convirtiendo 1a adenina
en hipoxantina que se parece a la guanina, apareandose con la
citosina en lugar de hacerlo con la ¢timina, y la citosina es
desaminada dando uracilo que se aparea con adenina en lugar de
hacerlo con la guanina. FIGURA 3.

También el Acido nitroso puede producir enlaces cruzados,
posiblemente por la produccién de grupos aldehido, los cuales
reaccionan con los grupos amino de la cadena opuesta [Davis et al,
1083].

El etilmetano sulfonato C(EMS) es un agente alquilante, dando
también lugar a transiciones a través de 1la alquilacidén de 1la
guanina en posicidén 7N, que se aparea con timina en lugar de

hacerlo con citosina [Davis et al, 1983]1. FIGURA 4.
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FIGURA 3. DESAMINACION OXIDATIVA DEL DNA
POR ACCION DEL ACIDO NITROSO.
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FIGURA 4. ALQUILACION DEL DNA POR ACCION DEL
ETIL-METANO-SULFONATO (EMS).
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ELABORACION DEL MAPA GENETICO

Un mapa genético contiene la posicién, orden y distancias
relativas de los genes en un cromosoma [Goodenough, 19781].

Para poder localizar las mutaciones en un cromosoma fagico es
necesario obtener mutantes gque posean algun marcador genético que
permita distinguirlas del fago silvestre y entre si. No cualquier
mutacién es Gtil como marcador genético para usarse con fines de
localizacién de mutantes; sino que debe satisfacer varios
requisitos:

1) El fenotipo mutante debe ser reproducible,

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

3) El fenotipo mutante debe estar dado por una séla mutacién

4) El mutante debe reproducirse tan eficientemente como el

silvestre.

CRUZAS LITICAS

Una vez obtenidas las mut antes Y diferenciadas por
complementacidén, la elaboracidén del mapa genético puede realizarse
mediante cruzas liticas, en las cuales se coinfectan las bacterias
con los dos mutantes cuyas mutaciones se desean localizar; después
de permitir la adsorcién de ambos fagos, se incuba el cultivo
infectado para posteriormente lisar a las bacterias por adicién de
cloroformo permitiendoc que se libere la progenie fagica. El lisado
obtenido contiene a los fagos progenitores y a los recombinantes,
que se titulan sobre una bacteria sensible y su proporcién
relativa se utiliza para estimar el -porciento de recombinacién,
que es wuna medida de la distancia entre los marcadores

[ Goodenough, 19781.
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Asi por ejemplo, en la cruza ¢

a +

+ b
Los progenitores son el mutante ac y el mutante b y los

recombinanes son el fago silvestre + 4 y el doble mutante a b&.

El X% de recombinacidén es:

% de i i No. de recomb. X 100

fagos totales

Entre mas alejados se encuentren los marcadores mayor seri su
% de recombinacién y viceversa.

Las cruzas liticas pueden ser de uno dos ¥y tres factores,
dependiendo del numero de marcadores genéticos implicados en
ellas. P. ej. la cruza ejemplificada es de dos factores,

participan los marcadores a y b.
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OBJETIVO:

El objetivo de este trabajo fue iniciar la caracterizacion

genética del  Dbacteridfago temperado FIZ1S de FPseudomonas

aeruginosa a través de:

i.- Obtencién de mutantes deficientes en la represién de las

funciones liticas (mutantes FIZ15c),

2. = Complementacidén de las mutantes FIZ1S5c,

3. = Localizacidén de las mutaciones ¢ mediante cruzas liticas de

dos factores, y

4.~ Obtencién de mutantes deficlentes en la promocidn de la

conversién lisogénica.

23



Para cubrir los objetivos anteriores se mutagenizé al fago FIZ1IS
de PFPseudomonas aerugincesa con acide nitrose y se obtuvieron
mutantes de placa clara, las cuales se distinguieron por
complementacién y posteriormente se localizaron las mutaciones

mediante cruzas liticas de dos factores.

Las mutantes deficientes en la promocidén de la
conversién lisogénica se obtuvieron mutagenizando a la lisdégena
PIZ1S (resistente a estreptomicina) con etilmetanosulfonato C(EMS).
Entre las sobrevivientes al tratamiento mutagénico se eligieron a
las sensibles a estreptumicina (candidatas a poseer un profago
incapaz de causar la conversidén), se confirmé que continuaban
siendo liségenas por su capacidad de liberar fagos sobre un tapiz
de la cepa PAOl. Se obtuvo el fago de cada una de las candidatas y
se lisogenizé nuevamente a la cepa PAO1, se determind si la nueva
liségena poseia wuno de los fenotipos conferidos por el
fago silvestre Cincremento en la adhesién a células
bucoepiteliales humanas). Desde luego, el fago mutante incapaz de

causar conversién lisogénica ya no conferirid dicho fenotipo.
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MATERI AL.

1. - CEPAS:
Las cepas de PFseudomonas aeruginosa gque se emplearon para la

realizacién de este trabajo fueron:

NOMBRE CARACTERISTICAS ORIGEN
PAOL P. aeruginosa Dr B. W. Holloway
protétrofa. Monash University,
libre de fagos. Australia.
PI1Z15 PAO1 lisdégena Lab. de Genética
para el fago FIZiS E. N. E. P. I.
PAOI~-15 Mutante espontanea Lab. de Genética
de PAO1 resistente E. N. E. P. I.

al fago FIZ15

El bacteriofago que se utilizé en este trabajo fue el FIZ15S que

causa conversidén lisogénica a PAO1L.

2. - SOLUCIONES Y MEDIOS DE CULTIVO:

Para la realizacién de este trabajo se emplearon los

siguientes medios de cultivo y soluciones:

a) Caldo Nutritivo CC.N.).=- 8 gr~ litro de C.N. Se esterilizd

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

8gr-slt de caldo nutritivo. Se esterilizd

c) Agar Suave (A.S.).- 8grs/lt de caldo nutritivo y 6Ggr-slt de agar

bacterioldgico. Se esterilizd.
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d) A.N. con Estreptomicina.- A.N. adicionadc de estreptomicina a
una concentracién final de 20 ug-ml. El antibiédtico se disuelve en
agué destilada estéril y la solucién se esteriliza por filtracidn

affadiéndose al medioc estéril cuando éste se encuentra a una

temperatura aproximada de 80° C.

@) Medioc Minimo (M.M.>.- Mezclar KHZ2PO4 4.5 gr-1lt, K2HPO4 10.8
gr-l1t, C(NH4>2S04 1 gr-1lt, citrato de sodio 0.5 gr-lt. Esterilizar

y agregar iml de MgSO4 1M y 10 ml de glucosa al 20%.

f) S.M..- Disolver 0.Sgr de gelatina en 480.5 ml de agua
destilada, agregar 5,85 gr de NaCl. Ajustar el pH= 7.4.Esterilizar

y agregar Sml de TRIS 1M pH= 7.4 y 2.5ml de MgS04 1M.

g) Sclucion Amortiguadora Acida.- Mezclar 40 mM de MgS0O4 con 0. 25M

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

h> TRIS.- TRIS 1M pH= 7.4

TRIS O.2M pH= 7.5. Esterilizarlos.

i3 PBS. - Pesar 2.55 gr de KH2PO4, aforar a 125 ml, 20.1 gr
Na&HPO%I. aforar a 500 ml, 4.25 de NaCl, aforar a SO0 ml.
Tomar 80 ml, 380 mlL y 440 ml respectivamente de las

sclucicnes anteriores. Ajustar el pH= 7.2. Esterilizar.

NOTA: Todas las socluciones y medios de cultivo se esterilizaron a

una presién de 15 libras por pulgada cuadrada a 121° C.
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METODOS:

1.~ Obtencion de un Stock de Fagos FIZ15 y Titulacidn:

Se mezcld 0.5ml de bacteria PAO1 crecida toda la noche en C.N.
mis una placa de fagos en 10 ml de C.N.. Se incubé a 37°C con
agitacién hasta lisis (4-5 hrs.). Se agregé 0.5 ml de cloroformo
para completar la lisis, se volvidé a incubar a 37° C con agitacién
durante 15 min. Se centrifugé a 15,000 rpm durante 10 min. Se
vacid el sobrenadante a una jeringa estéril de 10 ml, previamente
preparada con un filtro Millipore.

Para la titulacién del stock se diluyd en S.M., de cada
dilucién se tomd 0.1 ml y se mezcld con 0.2 ml de PAO1l crecida
toda la noche, se permitié la adsorcidn durante 10 min.

Se agregd a cada tubo 3 ml de A.S. y se vacidé a cajas petri

L=]

con A.N. Se incubd a 37 C durante 24 hrs. Se contaron las
unidades formadoras de placas (UFP) de cada caja. Y se aplicd 1la
siguiente férmula para obtener el numero aproximado de fagos

presentes en el stock:

UFP
Ti{tulo® —piyocTan X Volumen Cal = UFP/ml

2. - Mutagénesis con Acido Nitroso (I-IHOa) para la obtencién de
mutantes de placa clara y purificacién de las mismas:
En un tubo estéril se mezclé en el siguiente érden 1.8 ml de

solucién amortiguadora acida, 0.2 ml del stock del fago FIZ15 vy
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0.2 ml de nitrito de sodio (35 mgs/ml en agua estéril), se agité
inmediatamente, se incubé a temperatura ambiente, se tom& de la
solucién mutagénica 0.1 ml a los 10, 20, 30, y 40 minutos,
deteniendo la reaccién a cada tiempo agregando 0.9 ml de S.M. mas
TRIS O.1M.

Se titulé por duplicado, se incubSd a 40° C durante 24 hrs.

Para purificar las placas claras, se picaron con palillos
esteriles, se rayd la caja petri con A.N y se le agregd 0.2 ml de
bacteria PAO1 mas 3 ml de A.S. moviendo la caja suavemente. Se

purificaron las placas tres veces.

3. - Complementacién de mutantes de Placa Clara:

En una caja petri con A.N. se agregd una gota de 10 microlitros
de un stock de mutante clara con un titulo de 107 u. f.p. /m,
se dejé secar y se agregd sobre esa misma gota otra gota de 10
microlitros de otra mutante con el mismo titulo que la anterior.
Se incubé a 40°C durante 24 hrs. Si en la unién de las 2 gotas
aparecen lisdgenas (mancha turbia), los fagos mutantes pertenecen
a diferentes grupos de complementacién, de lo contrario C(mancha

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

4. - Metodo de Recombinacidén de Fagos Mutantes de placa clarat

De la bacteria PAO1 crecida toda la noche se tomd 0.2 ml y se

agregé a 10 ml de C.N. se incubdé a 37° C con agitacidn, hasta que
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creci® a una D.O.= 0.3, a 590nm (crecimiento exponencial).

Aparte en un tubo corex de 15Sml se colocaron 200 millones de
fagos/ml de una mutante clara, mas otros 200 millones de fagos/ml
de otra mutante distinta de la primera, se agreg® al tubo con los
fagos 0.2 ml de cultivo de bacteria ya crecida a fase exponencial,
se esperaron 20 min. para permitir 1la adsorcién a temperatura
ambiente, se agregaron 5 ml de C.N. y se centrifugé a 10,000 rpm
durante 10 min. a 4° C, se resuspendi¢ la pastilla en 10 ml de
C.N., se incubé con agitacidén a 37° C durante 90 min. Se agregaron
unas gotas de cloroformo, y se incubd nuevamente a 37° C durante
15 min., se diluys$ en S.M.y se plagques en PAO1 por duplicado, Se
incubé a 37° C durante 24 hrs. Se contaron el namero de placas
totales y el numero de placas recombinantes y se obtuvo el

porcentaje de recombinacién.

5. - Mutagénesis con Etilmetano Sufonato (EMS) [Miller, H.J., 19771 :

En 10 ml de M.M. se agregdé una alicuota de 0.2 ml de PIZI5
crecida toda la noche en M. M. se incubé a 37° C con agitacidén hasta
que creciera a fase exponencial..

Se centrifugé a 5000 rpm durante 10 min. se resuspendidé la
pastilla en 4 ml de TRIS 0.2M pH= 7.5, se tird el sobrenadante y
se lavé la pastilla nuevamente con 4 ml de TRIS (3 veces). En un
tubo con 2 ml de TRIS con la bacteria ya lavada se agregé 0.3 ml
de EMS y se mezcl® bien. Se incubé a 37° C con agitacién durante 2
horas, se centrifugd y se resuspendié la pastilla en 2 ml de TRIS

(2 veces). Se tom® 1 ml de 1la bacteria mutagenizada Yy se
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agregaron 9 ml de C.N. , se incubd a 37° C con agitacién durante
toda la noche. Se diluy® con S.M. y se espatularon las diluciones
en cajas petri con A.N. y se incubaron a 37° C durante 24 horas.

De las colonias aisladas crecidas en A.N. se picaron con
palillos estériles en cajas con A.N y A.N.+ estreptomicina, se
incubé a 37° C durante 24 horas, para averiguar cuiles fueron
sensibles a estreptomicina.

Las bacterias sensibles a estreptomicina se crecieron toda la
noche en C.N. ¥y se obtuvieron, por centrifugacién, los fagos
liberados espontianeamente. Estos fagos se gotearon en PAO1 y se
obtuvieron sus lisdgenas picando el centro de la placa con un

palillo estéril y se sembraron en A.M.

6. - Medida de la adhesidén bacteriana a células bucoepitelales
humanas.
a) Obtencidén 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 4 ml de Tris 0.1M pH 7.0, se lavaron 3 veces con Tris
y la suspensién se diluyé hasta obtener una D.0O. de 0.28 a 500 nm.

b) Obtencién de las células bucoepiteliales.

Las células buccepiteliales humanas se obtuvieron de
voluntarios Cadultos sanos) por raspado del carrilleo con isopos
estériles, suspendiendolas en 4 ml de Tris 0.1M pH 7. Se lavaron 3
veces por centrifugacién con Tris y se ajustaron a una
concentracién de 2-5 X 104 células por mililitro después de
contarlas en una cimara de Newbauer. La suspensién de células se

tratd con tripsina (2.5 ugs/7ml) por 10 min a 37o para eliminar 1la



fibronectina [Woods y Straus. 19811. La tripsina se elimino
por lavados sucesivos con Tris 0.1M pH 7. y el paquete celular se
resuspendié en Tris.

c) Adhesidén in vitro.

Se mezclaron 2 X 106 bacterias con 5 X 104 células
bucoepiteliales en 1 ml de Tris O.1M pH 7 y se incubaron a 37°C y
20 rpm durante 2 h. La mezcla se lavé por centrifugacién con Tris
5 veces para eliminar las bacterias no adheridas. En el segundo
lavado se afadieron 2 gotas de eritrocina B. La mezcla se
resuspendid en 1 ml de Tris y se tom& una gota para hacer un
frotis que se fijé con calor para posteriormente tefiirlo con azul
de metileno durante 2 min. Se eliminé el exceso de colorante por
lavado con agua destilada y las preparaciones se secaron al aire;
finalmente se observaron al microscopio a 40 X y 100 X. Se contd
el numero de bacterias adheridas a 30 células bucoepiteliales
viables. Se incluyd un control de células, sometidas al mismo
procedimiento, a las que no se les agregaron bacterias, para
determinar las bacterias indigenas presentes en la muestra de

células.
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RESULTADOS
O3BTENCION DE MUTANTES DEFICIENTES EN LA REPRESION DE LAS
FUNCIONES LITICAS.
Se mutagenizé al fago FIZ1IS con 4acido nitrosoc para obtener
mutantes con fenotipo de placa clara. La tabla 1 muestra la
frecuencia de aparicion de mutantes de placa clara a diferentes
tiempos. La frecuencia mixima se alcanza a los 20 minutos de
tratamiento y disminuye a tiempos mayores, declinando a los 40
minutos. La frecuencia de aparicién de mutantes espontaneas fue

(10-5.

TABLA 1
FRECUENCIA DE APARICION DE MUTANTES DE PLACA CLARA DEL
BACTERIOFAGO FIZ15 POR TRATAMIENTO CON ACIDO NITROSO

T (MIND SrSo FREC. DE CLARAS
(o) 1.0 <107%
10 0.82 <B.1x10™*
20 0.30 1.3x10°2
30 0.18 1.1x1072
40 0.15 4.8x10”*

Se purificaron tres veces nueve de las mutantes obtenidas; para
ello se picd cada placa clara con un palillo estéril y se cruzdé
diametralmente una caja de petri conteniendo agar nutritivo,
posteriormente se adicioné 0.2 ml de cultivo de PAO1 con ayuda de
32 ml de agar suave, el cual se extendié cuidadosamente por toda la
caja con el propésito de obtener placas aisladas después de
incubar a 37°C toda la noche.

Una vez purificadas las placas de los fagos mutantes se hizo un
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stock de cada uno de ellos, obteniendo titulos de 109—-1010
u. f.p. 7ml.
COMPLEMENTACION DE LAS MUTANTES DE PLACA CLARA

Para averiguar si las mutantes pertenececian al mismo o a
diferentes grupos de complementacién, se realizaron coinfecciones
por pares de mutantes, como se describe en material y métodos,
observando si complementaban para represién ((fenotipo de placa
turbia). Las mutantes pueden agruparse en tres grupos de
complementacién: ci1, c2 y ¢c7. Asi tenemos que en el grupo cl sdélo
se obtuvo esa mutante; en el grupo ¢2 se obtuvieron, ademas de
ésta, las mutantes c3, c4, ¢c5 y c6 y en el grupo ¢c7 se obtuvieron
ademas cB y ¢8. Estos resultados nos permiten concluir que el
bacteridfago FIZ1i5 posee al menos tres genes necesarios para la

represién de sus funciones liticas.

MORFOLOGIA DE PLACA DE LOS 3 FAGOS MUTANTES.

La mutante c1 tiene una morfologia de placa completamente
clara en tanto que la mutante c2 posee un pequefic punto turbioc en
el centro y la mutante <¢7 presenta un diminuto punto turbio

central.

MAPEO DE LAS MUTACIONES c1, c2 Y c7 POR RECOMBINACION (CRUZAS DE
DOS FACTORESD.

Para determinar las distancias relativas entre las mutaciones
c se realizaron cruzas de dos factores. Para ello se coinfecté a
la cepa PAO1 con los pares de mutantes, como se describe en
Material y Métodos y se cuantificéd la frecuem'.:ia de recombinacidén
entre los marcadores. Como se muestra en la Tabla 2, y en la

figura 5 los marcadores mas lejanos son cl1 y ¢7 (separados por una
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distancia de 0.1 unidades de recombinacién), en tanto que c2 y c7
son los mas cercanos (0.037 unidades de recombinacién) y la

distancia entre c1 y c2 es de 0.076 unidades de recombinacidn.

TABLA 2.

RECOMBINACION ENTRE LAS MUTANTES ci, c2 Y ¢7 DEL FAGO FIZ215
CRUZA No. DE EXP. X DE RECOMBINACION
cl X c2 2 0.076
ci X 7 2 0.1
c2 X <7 3 0. 037

PAOL crecida hasta fase exponencial se infectd a mdi=10 con cada
unc de los fagos progenitores en la cruza, se permitié la
adsorcidén a temperatura ambiente, se eliminaron los fagos no
adsorbidos por centrifugacidén, se agregdé C.N., se incubd 90 min a
37°% y la progenie de la cruza se plagqued en PAO1 para finalmente
cuantificar los fagos progenitores (placas claras) Y los

recombinantes de placa turbia.

FIGURA 5
DISTANCIAS RELATIVAS DE LOS MARCADORES cl1, c2 Y c¢7 DEL FAGO FIZ15

ce c7

A 0. 076 ' 0.037

| < 0.1 » |

OBTENCION DE MUTANTES DEFICIENTES EN LA PROMOCION DE LA CONVERSION
LISOGENICA.

Con el propdsito de obtener mutantes fagicas deficientes en

la promocién de la conversién lisogénica, mutagenizamos a la cepa
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PIZ1S (resistente a estreptomicina) con etilmetanosulfonato vy
elejimos, entre las bacterias sobrevivientes al tratamiento
mutagénico, a aquellas sensibles a estreptomicina. Confirmamos que
estas candidatas poseian todavia al profago FIZi5 por su capacidad
de liberarlo sobre un tapiz de la cepa PAOl. A estas lisdgenas las
denominamos conl, con2, con3, con4 y conS. Debido a que la
resistencia a estreptomicina es un fenotipo conferido por el
profagc, la pérdida del mismo sugeria que el gen viral responsable
de la conversidn lisogénica habia sufrido una mutacién. Por esta
razén a las mulantes con se les midié 1la adhesién a células
bucoepiteliales humanas. La tabla 3 muestra los resultados de los

experimentos de adhesion.

TABLA 3
ADHESION DE LAS CEPAS PAO1, PIZIS Y DE LAS MUTANTES con DE
Pseudomonas aeruginosa A CELULAS BUCOEPITELIALES HUMANAS

CEPA BACTERIAS POR CELULA™
- 1.18 + 0.62
PAO1 19.5 + 1.3
PIZ1S 29.1 + 0.12
cond 18.4 + 0.4
con2 57.0 * 0.65
con3 17.6 + 0.15
cond 15.3 + 0.05
conS 19.1 + 0.48

. Media * Desviacidn estandar de dos experimentos.

Como puede observarse, las mutantes con se agrupan en dos

categorias, las que muestran una adhesién similar a la de la cepa
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PAO1 C(conl, con3, cond y conS) y la con2, cuya adhesién se

incrementa grandemente.

Para averiguar si la mutacién con se localizaba en el genoma

viral, se aisld el fago de cada wuna de las mutantes con, se

hicieron los lisados correspondientes y e¢ liscogenizé a la cepa
PAOl1. A estas nuevas lisdgenas se les denominé Gen. La tabla 4
muestra los resultados de adhesidén de las lisdgenas Gen a células

buccepiteliales humanas.

TABLA 4

ADHESION DE LAS CEFPAS PAO1, PIZ15 Y Gen DE
Pseudomonas aeruginosa A CELULAS BUCOEPITELIALES HUMANAS

CEPA BACTERIAS POR CELULA™

= 0.64 * 0.38

PAO1 20.2 * 1.1
PIZ15 29.1 * 0.16
Geni 19.4 * 1.03
Genz 38.2 * 1.58
Gen3 18.7 * 0.9
Gend 17.9 £ 0.7
GenS i8.8 * 0.2

. Media * Desviacidén estandar de dos experimentos.

Como puede observarse, las mutantes vuelven a formar dos
grupos: Genl, Gen3, Gend4d y GenS5 que muestran valores de adhesién
similares a los de PAO1 y Gen2, cuya adhesidén es similar a la de

PIZiS.

36



DI SCUSION

Mutantes de placa clara del bacteridéfago FIZ15.

Durante el desarrollo de este trabajo se obtuvieron tres
mutantes diferentes del bacteridfago FIZ1S de Pseudomonas
aeruginosa que le impiden reprimir las funciones 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
mutacidén afecta al gen que codifica para el represor del fago, en
tanto que las mutaciones c2 y <7 probablgmnte afectan a genes
cuyos productos son necesarios para la transcripcién del gen que
codifica al represor, ya que ambas mutantes c2 y ¢7 si bien son
claras, presentan un pequefic punto turbio en el centro,
correspondiente a crecimiento de bacterias lisdgenas, lo que
implica que a baja frecuencia son capaces de producir represor Yy,
en consecuencia, el gen que lo codifica no se encuentra mutadoc.

El fago temperado mas estudiado es A de Escherichia coli. Las
mutaciones de A que le confieren deficiencia en represién se
localizan en los genes cI, que codifica el represor, cII y cIII,
que codifican proteinas necesarias para que se transcriba <I vy,
finalmente las mutaciones en cy, que afectan al promotor para el
establecimiento de la represién [Kaiser, 1957; Echols y Green
19711. Las mutantes ¢I de A producen placas completamente claras,
mientras que las mutantes cII y <III producen placas claras con
escaso crecimiento de lisdégenas en el centro [Kaiser, 19571. Asf.
para que el bacteriéfago A pueda lisogenizar a Escherichia coli,

se requiere que ocurra el establecimiento de 1la represién por
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transcripcién del gen cI a partir del promotor Pre, situado en la
regién cy, para lo cual es necesaria la activacién por las
proteinas cIlI y cIII; una vez que se establece la represién, el
mantenimiento de la misma se debe a 1la transcripcien de cI a

partir del promotor Prm, el cual no requiere activacién por
cII/cIII. El represor de A se une a los operadores OL y On,
[Ptashne y Hopkins, 19688] blogqueando el acceso de 1la RNA
polimerasa a los promotores PuL y PR y de este modo impide la
transcripcién de los genes estructurales y de 1lisis [Ptashne,
1971]1. Para que las lisdgenas de A\ sean estables se requiere,
ademés de la represidén, que el profago se integre al cromosoma
bacteriano.

Los procesos de establecimiento y mantenimiento de la represidén
por un fago temperado parecen ser similares para fagos diferentes.
Asi, en el bacteridéfagoe D3 de Pseudomonas aeruginosa el
establecimiento y mantenimiento de la lisogenia depende de 1la
expresién de tres genes: ci, c2 y ¢33 [Egan y Holloway, 196i]l; de
éstos c1 codifica al represor y c2 y ¢3 se requieren solo para el
establecimiento de la represidén.

Los fagos D3 y A tienen varias caracteristicas comunes: ambos son
temperados y se integran en un sitio especifico del cromosoma de
F. aeruginosa y E. coli, respectivamente y son transductores
especializados [Cavenagh y Miller, 1986]1. Sin embargo, wutilizan
diferentes receptores y D3 no puede infectar a £E£. colit ni A
infecta a P. aeruginosa, tampoco sus DNAs muestran homologia
Censayada por hibridizacién) y tienen mapas de restriccidén
diferentes [Arber, 1983; Miller, et ai., 19741.

A pesar de estas diferencias, ciertos procesos parecen ser
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comunes; unoc de ellos pudiera ser 1la represién, como queda
ejemplificado al comparar A con D3. Mas adun, se ha sugerido que X\
y D3 probablemente evolucionaron a partir de un ancestro comin, ya
que el gen ¢l de D3 (que codifica al represor) clonado en un
plasmide inhibe la wmultiplicacién de D3 en las bacterias
portadoras del plasmido que contiene a c1 y la induccién de las
liségenas para D3 con luz wultravioleta; ambas inhibiciones son
especificas puesto que el plasmido-cl no afecta la multiplicacidn
ni la induccién con luz UV del fago F116L, también de P.
aeruginosa pero de distinta inmunidad que D3 ([(Miller y Kokjohn,
1987]1. El hecho de que 1 gen <ci clonado de D3 inhiba estos
procesos del fago D3 es lo esperado; lo sorprendente es que tanto
la multiplicacién de A en una cepa de £. coli que contiene ci
clonado en el plasmido pBR322, como la induccidén del profago A por
luz UY en una lisdégena portadora de pBR322-ci sean inhibidas
también de modo especifico (la inhibicién no ocurre para Aimmi34,
un fago lambdoide de distinta inmunidad) [Miller y Kok john, 19871.
Estos resultados han sido interpretados por Miller y Kok john como
sugestivos de que A y D3 evolucionaron a partir de un ancestro
comin y que si bien han divergido en muchos aspectos, conservan
las similitudes funcionales de sus represores debido a que es
ventajoso para estos fagos temperados capitalizar el potencial de
la evolutivamente conservada proteina bacteriana RecA para
monitorear el nivel de daffio sufrido por el genoma bacteriano
[Miller y Kok john, 1987] como consecuencia de la exposicién a
agentes fisicos o quimicos. De este modo, cuando una poblacién de
lisédgenas estia expuesta a agentes fisicos o quimicos que dafian al

DNA o interfieren con su replicacidén, se dispara la respuesta SOS
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{Little y Mount, 19821, mediante la cual una supuesta seffal C(quiza
un oligonucleétido generado por los mecanismos bacterianos de
reparacién) activa a la proteina RecA (que también participa en
recombinacién) transformandola en una proteasa activa, capaz de
degradar al represor LexA para que de este modo se transcriban los
genes bacterianos que forman parte de la respuesta
S0S, y cuya expresidén esta controlada por LexA, dandc origen a los
fenotipos asociados con ella Cincremento en la capacidad de
reparacién, incremento en la wmutagénesis, inhibicién de la
septacidn, inhibicién de 1la respiracidn, incremento en la
concentracién celular de ATP,..DJ. En westas condiciones, la
proteasa RecA degrada tambidén al represor del fago, induciendolo
de este modo al crecimiento litico.

Es probable que la regulacién de la represién en el fago FIZ1S5 sea
similar a la de A y D3. En este trabajo se obtuvieron 3 mutantes
diferentes de fenotipoc placa clara, probablemente estas son
andlogas a las correspondientes en A y D3. Incluso, el fage FIZ1IS5
aparentemente utiliza el mismo receptor que D3 ([Vaca et al.,
19881 y ambos, D3 y FIZ15 disminuyen la sensibilidad de sus
respectivas liségenas a la fagocitosis por macréfagos peritoneales
de ratén in vitro [Holloway y Cooper, 1962; Vaca et al., 1988]. No
se sabe si D3 y FIZ15 son variantes del mismo fago aislados en
diferentes lugares (el primero en Australia y el segundo en
Iztacala) pero difieren al menos en una caracteristica: ambos,
cuando se encuentran como profagos, incrementan la adhesidén de la
cepa PAO1 a células bucoepiteliales humanas, pero solo FIZiS 1lo
hace mediante un mecanismo dopendia-nt.nla de energia [Arce et al.,

1987; Vaca et al., 1989].
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Mutantes de FIZ15 que ya no aumentan la adhesidén de su lisdgena.
Como se menciondé en la introduccién, el bacteriéfago FIZIS al
lisogenizar a la cepa PAO1l de P. aeruginosa incrementa su adhesidén
a células bucoepitelilaes humanas, confiriéndole también
resistencia a estreptomicina. Con el propésito de obtener mutantes
fagicas que ya no confieran este fenotipo de adhesién a 1la
liségena, se mutagenizé a la cepa PIZIS y se eligieron mutantes
sensibles a estreptomicina (mutantes con), para posteriormente
medirles su adhesién a células bucoepiteliales humanas CTabla 3D.
Las mutantes con se agruparon en dos categorias, las que mostraron
una adhesidén similar a la de la cepa PAOi. Cconl, con3, cond y
conB) y la con2, cuya adhesidén se incrementa grandemente (Tabla
.

Para averigiiar si las mutaciones con se localizaban en el
cromosoma viral o en el bacteriano, se obtuvieron los fagos de las
liségenas con y con ellos se lisogenizé a la cepa PAO, obteniendo
las lisdgenas Gen, a las cuales también se les midid la adhesidén a
células bucoepiteliales humanas (Tabla 4.

Los resultados obtenidos sugieren fuertemente que para el primer
grupo Cconl, con3, cond y conS5> la mutacidn respunsable del
fenotipo con se localiza en el genoma del fago FIZ15. La mutacidén
con2 parece residir en el cromosoma bacteriano y aparentemente
tiene un efecto sinérgico con el (los) gene(s) fAgico C(s)
responsable (s) del fenotipo de adhesidén aumentada.

Para confirmar esta conclusién es necesario complementar las
mutaciones con. Esto puede lograrse obteniendo, en primer términoc,

dobles mutantes con cts por la siguiente recombinacién:
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con +

1

+ cts

Seleccionando placas claras sobre PAO1 a 4ODC, picaAndolas sobre
PAO1 a 30°C y eligiendo a aquéllas que no confieran resistencia a
astraptouic;na a las lisdgenas del centro de la placa; o bien,
seleccionando placas turbias a 30°C que confieran resistencia a
estreptomicina y confirmando después que forman placa clara a
40°c.

Una vez obtenidas las dobles mutantes con c¢ts, serid posible
coinfectar a PAO1 utilizando pares de fagos conl cts y con3, por

ejemplo, para obtener dobles lisdégenas, confirmando que son tales
por el hecho de que deberan liberar ambos tipos de fagos Cuno

de placa clara y otro de placa turbia a 40°C, ninguno de los

cuales, cuando turbios, debera conferir resistencia a
estreptomicinad. De este modo, si la doble liségena
posee resistencia a estreptomicina y muestra incremento en la

adhesién a células bucoepiteliales humanas, ambos mutantes se
complementan. En caso contrario, no complementan.

También seria necesario mapear las mutaciones con con respecto a
las mutantes claras y con respecto a si mismas.

Igualmente, seria necesario mapear la mutacidn con2 por

conjugacidén.
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