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INTRODUCCION

CARACTERISTICAS GENERALES DE Fseudomonas aeruginosa.

P. aeruginosa es un bacilo Gram—negativo, con un tamafio de
1-4 micras de longitud por 0.5-1 micras de diametro, es mdvil
debido a la presencia de un flagelo polar, no produce esporas, es
aerocbio y la temperatura éptima para su crecimiento es 37°c aunque

puede crecer tanto a 5°C como a 42°C (40).

P. aeruginosa es considerada como un patégeno oportunista,
causante de un 10 4 a un 20 % de las infecciones de pacientes
haospitalizados (4,38), principalmente aquellos que sufren
quemaduras (44,45), leucemia (12), fibrosis quistica (15) o que

han sido tratados con drogas inmunosupresoras (47).

El aumento de infecciones por P. aeruginosa se debe a que
estas bacterias presentan una gran capacidad de adaptarse a
diferentes ambientes debido a sus mi nimos requerimientos
nutricionales, a que pueden utilizar como fuente de carbono una
gran variedad de compuestos organicos (40), y a la capacidad de
resistir a un gran namero de antibidticos en virtud de que la
mayoria posee plasmidos responsables de la resistencia
(6£,8,18,30). Ademas, es frecuente que las cepas resistentes a
antibiéticos posean resistencia a metales, como el mercurio,

telurito, arsenato, cromato, cadmio (7,36,55).



Los habitats fundamentales de P. aeruginosa son el suelo, el
agua, las plantas y los animales (20,48), encontriéndose a menudo
en nameros pequefios en la flora intestinal norsal y en la piel del
ser humano (20). La fuente de infeccién es el ser humano enfermo
o portador (intestinal o cutineo) pudiendo transamitirse de persona
a persona o de tejido a tejido (358) y es frecuente descubrirla en
los ambientes hdmedos de los hospitales (20) encontrindose
contaminados los equipos médico quirdrgicos como catéteres,
sondas, respiradores, termémetros y las soluciones desinfectantes

y oftilmicas (58).
FACTORES DE VIRULENCIA

La virulencia de un microorganismo se debe a su capacidad
para asociarse, invadir y wsultiplicarse en un hospedero para
producirle una enfermedad local o sistémica (43).

-

La virulencia de P. asruginosa es muy compleja, ya que se
trata de un microorganiseo invasivo y toxigénico, capaz de causar
cuadros clinicos wmuy variados, predomsinando las infecciones
urinarias, oéticas, oculares, de heridas quirdargicas y de

quemaduras (58).

Dentro de los factores de virulencia de P. aeruginosa se
encuentran la toxicidad, resistencia a suero e invasividad, entre

otros.



A) TOXICIDAD (EXOPRODUCTOS SINTETIZADOS POR FP. aeruginosa)s

EXOTOXINA A: Causante de necrosis tisular (20), es un polipéptido
con un PM de 66 Kd (28) producido por un alto porcentaje de las
cepas aisladas de pacientes (42) y cuya accién es inhibir la
sintesis de proteinas por ADP-ribosilacién del factor de
elongacién 2 (EF-2) requerido para el paso de translocacién

durante la sintesis proteica (41).

EXOENZIMA S8: Una proteina con actividad de ADP-ribosiltransferasa
que contribuye a la virulencia de P. asruginosa, ya que se ha
demostrado que sutantes deficientes en la produccién de esta
enzima son senos virulentas que su cepa progenitora tanto en
el sodelo del ratén quemado (infeccién aguda), como en el modelo

de infeccién crénica en rata (37).

PROTEASA ALCALINA Y ELABTASA1 Han sido implicadas en la produccién
de hemorragias en &rganos internos (25), especialmente en los
pulsones Yy probablemsente son las responsables de la destruccidén
del tejido corneal en infecciones oculares producidas por este
microorganismo (24). La elastasa es una proteasa neutra que
contiene zinc, es producida como una proenzima inactiva asociada a
la pared celular y es activada por proteolisis limitada por otras
proteasas de P. aeruginosa o por la propia elastasa (21). La
elastasa purificada inactiva a los factores C1, C3, C5, C8 y C9
del complesento in vitro, por lo que quizd inhibe el movimiento de

los leucocitos polimorfonucleares al sitio de inflamacién vy



disminuye su actividad fagocitica (52). La elastasa también
i;activa a la protefina a-1, el principal inhibidor de las serin
proteasas enddgenas (33) (p. ej. de leucocitos) cuya actividad
aumentada podria causar dafio tisular. También se ha demostrado
que l;s proteasas de P. aerginosa rompen a la Igb (11) y a la
IgAl; generando, por accién sobre ésta dltima, dos fragmentos
cuyos pesos moleculares son similares a los de los fragmentos Fc

y Fab (58).

LEUCOCIDINA: Es una proteina de 27.5 Kd, termolabil y activable
por tripsina, que destruye a 1los leucocitos, pero no a los

glébulos rojos (50,51).

DOS HEMOLISINAS: Un glicolipido termoestable y una fosfolipasa
termolabil (Fosfolipasa C), la cual es‘una'protolna de 78 Kd que
cataliza 1la hidrélisis de 1la fosfatidilcolina (el componente
principal del surfactante pulmonar) en fosforilcolina vy
diacilglicerol. Se ha sugerido que la combinacién del glicolipido
hemolitico y la fosfolipasa C puede producir efectos citopaticos
considerables en los pulmones de pacientes con infecciones de
estos 4érganos (29). Aparentemente el glicolipido favorece la
actividad de 1la fosfolipasa actuando como detergente para
solubilizar a los fosfolipidos (26). Ambas hemolisinas son
producidas durante la fase estacionaria en medios de cultivo con
bajas concentraciones de fosfato pero son reprimidas en medios con

alto contenido de fosfato (14,23).



Se ha demostrado que la fosfolipasa C es muy activa sobre los
fosfolipidos presentes en células de eucariontes (fosfatidilcolina,
lisofosfatidilcolina y esfingomielina) y casi no tiene actividad
sobre los fosfolipidos que forman parte de las membranas de las
células de procariontes (fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina y

fosfatidilglicerol) (3).

Por dltimo el ALBGINATO es una substancia mucoide elaborada
por algunas cepas de origen clinico, particularmente las aisladas
de pacientes con fibrosis quistica (63). El alginato es un
exopolisacarido constituido principalmente por &cido manurénico vy
4cido gulurénico (5) que hace que las cepas presenten una
morfologia colonial muy mucoide. El alginato inhibe las
actividades fagociticas de los leucocitos (49,53) y es capaz de
producir efectos similares a los producidos por la infeccién de
ratones con bacterias viables (9,54). También ha sido implicado

en la adhesién de P. asruginosa a células de triaquea de ratén (46).

B) RESISTENCIA A SUERDO HUMANO.

El suero normal de animales presenta un efecto bactericida
sobre varias especies bacterianas como Escherichia coli,

Saleonella typhi y P. aeruginosa entre otros (33).



La resistencia bacteriana al suero consiste en la disminucidén
de la sensibilidad al efecto del mismo en ensayos que contienen

cantidades excesivas del sistema bactericida (56).

La actividad bactericida, cuyo principal componente es el
complemento, es considerada como una importante defensa del
hospedero contra infecciones bacterianas, por lo que la
resistencia a la muerte por suero es una propiedad de virulencia

importante para una bacteria invasiva (43,57).

P. aeruginosa produce una endotoxina llamada lipopolisacarido
(LPS) comun a las otras bacterias Gram—negativas, esta endotoxina
activa los sistemas de coagulacién, fibrinolitico, del complemento

y estimula la liberacién de péptidos vasoactivos (20,58).

Se ha considerado que el LPS es un factor importante para 1la
resistencia bacteriana al Suero Humano Normal (SHN) vy e sta
compuesto por tres regiones: (i) E1 lipido A, que estid formado de
glucosamina—fosfato y Acidos grasos, esta regién es responsable de
las propiedades endotéxicas del LPS. (ii) El “"core™, es un
oligosacarido, compuesto de 2-ceto 3—desoximannulosucténico, que
estd unido al lipido A vy, (iii) la regién del polisacarido O
especi fico (antigeno 0); éste consiste de unidades repetidas de
oligosacAridos, su composicién y estructura son la base quimica de
la especificidad serolédgica de las bacterias 6ram-negativas

(31,39,43).



Los plAsmidos, aparte de conferir resistencia a antibidticos
como la estreptomicina, ampicilina y el cloranfenicol entre otros,
pueden producir efectos sobre 1la superficie de las células
bacterianas, trayendo consigo la aparicién de nuevos determinantes
antigénicos y cambios en la estructura del lipopolisacarido,
responsable de la resistencia al efecto bactericida del suero

humano (32).

Se ha demostrado también que la presencia de profagos en las
cepas puede modificar algunas propiedades de virulencia mediante
conversién lisogénica. La conversién lisogénica se produce cuando
uno o mis genes del profago introducido confieren nuevas

propiedades al hospedero (19).

En P. aeruginosa se ha reportado que la lisogenizacién de la
cepa FADOl1 (serotipo 0:2a,d) por el bacteriéfago D3, causa
conversién lisogénica mediante la introduccién de un grupo acetilo
en la posicién 4 de la fucosamina y el cambio en el enlace entre
las unidades repetidas de trisacaridos de a 1-4 a ? 1-4 (27). Este
cambio superficial a nivel del antigeno O que le causa el profago
D3 a la cepa PADLl, le confiere resistencia a la fagocitosis por
macréfagos peritoneales de ratén in vitro y resistencia a la
superinfeccidén por el fago D3, ésta dltima debida a que D3 es

incapaz de adsorberse a la lisdgena (17,27).



C) INVASIVIDAD

La movilidad de P. aeruginosa, debida al flagelo bollr,
facilita la invasién del hospedero por la bacteria. Se ha
demostrado que la inmunizacién activa con el antigeno flagelar

aislado protege a los ratones quemados infectados in vitro (58).

N Aparentemente esta proteccién se debe a la immovilizacién de

la bacteria, que en estas condiciones es capaz de colonizar 1la

piel pero no de penetrar ni de causar letalidad (14).

La evidencia mis sélida de que el flagelo contribuye
importantemente a la virulencia de P. alruqirm;a ha sido aportada
por Montie et al. (34), quienes obtuvieron por mutagénesis con
etilmetanosul fonato, una mutante Fla de la cepa virulenta M2 y a
partir de ésta, una revertante espontanea F1a+. Las tres cepas
fueron idénticas bioquimica y morfolégicamente (excepto por la
ausencia de flagelo en la mutante Fla ). En el modelo del ratén
quemado, la cepa M2 silvestre causd el 100X de mortalidad 3 dias
después de la infeccién con 100 UFC/ratén, en tanto que la
mutante M2 Fla_. a una dosis de 10° UFC/ratén :auné- la muerte
sélo de 40% de los ratones 3 dias postinfeccién y del BOZL 7 dias
después de la infeccidén. La revertante M2 Fla‘, mostré  un
comportamiento similar al de 1la cepa silvestre: 80-100 % de

mortalidad 3-4 dias después de la infeccién con 100 UFC/ ratén.



Uno de los factores primarios de virulencia bacteriana, es la
adhesién y colonizacién de bacterias a un sitio del hospedero,
comanmente a células epiteliales. Mediante la adhesién los
organismos pueden establecerse, mantenerse y reproducirse en los
tejidos, teniendo de este modo la posibilidad de invadirlos y de

resistir las defensas normales del hospedero (22).

La adhesién de P. aeruginosa a superficies epiteliales ha
sido registrado como el primer paso en el establecimiento de una
infeccién en el tracto respiratorio, causado por estos

bacilos (22).

La adhesién bacteriana es el resultado de la asociacién entre
moléculas especificas de las superficies bacterianas (adhesinas) y
receptores, que son componentes de la superficie mucosa de las
células del hospedero, que sirven como estructuras adhesivas

complementarias (1,2).

Las adhesinas son pili (Ffimbriae) de la superficie de las
bacterias Gram—negativas. Los pili son polimeros de proteinas,
compuestos de subunidades idénticas, unidas por puentes de
hidrégeno o por interacciones hidrofébicas. Las subunidades tienen
un PM de 8000 a 26000 Kd, estian formadas en un S0% por
aminoidcidos no polares y su punto isoeléctrico oscila entre 3.7 vy

S.6 (2).



En cuanto a los receptores celulares para las bacterias
patégenas, éstos contienen en su mayoria carbohidratos, a veces es
un solo residuo el responsable de la adhesién vy otras veces son
cidenas de oligosaciAridos.

Actualeente se conocen tanto las adhesinas como los
receptores de algunas bacterias; E. coli, por ejesplo, tiene una
adhesina identificada como fFisbriae tipo I, aientras que el
receptor implicado es el carbohidrato DMancsa (2). Para P.
asruginosa se sabe que dos componantes superficiales intervienan
en la adhesién de estas bacterias a células epiteliales husanas
el .alginato y una adhesina del tipo fisbriae (pili), sientras que
se desconoce la naturaleza del receptor. La adhesion ssdiada por
los pili de P. aeruginosa a estas células ocurre por un msecanisao
independiente de energia y @s inhibida por pili purificados o por
la adicién de anticuerpos a células epiteliales contra los pili de
la célula bacteriana antes de la prueba de adhesién (2,62).

Existen evidencias que desuestran la preferencia de las
bacterias para adherirse especificamsnte a ciertos tipos de
tejidos, se cree que este tropismoc esti deterainado en gran
medida por la distribucién de las adhesinas de la superficie

bacteriana y los receptores en los diferentes tejidos. (13).

Adeais, la presencia de fagos en cepas de P. aeruginosa

produce cambios que contribuyen a la virulencia de la asissa.
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Vaca et al., (59,60), aislaron el bacteriéfago FIZ1S de una
cepa clinica de P. aeruginosa vy construyeron la liségena PIZ1S en
la cepa PAD1 (libre de fagos) y observaron que el fago FIZIS le
confiere a su lisdgena un incremento significativo en la adhesién
a células bucospiteliales husanas (CBH) wmediante un secanisso
que requiere energia; le confiere una resistencia de &6 y 20 veces
sayor al efecto bactericida del suero humano a concentraciones
de 735X y 080X, respectivasente, y una sobrevivencia 2 veces
msayor a la fagocitosis por macrofagos de ratén (todo esto con
respecto a la cepa control PAD1, libre de fagos).

Observaron taasbién que el fago FIZ15 es incapaz de formar
placas en la cepa PAOL liségena para el fago DI y que D3 es
incapaz de crecer en PIZ15. La incapacidad de estos fagos para
crecer en las lisdgenas se debe a que no pueden adsorberse, lo
que desuestra que los fagos utilizan el mismo receptor y causan

conversién lisogénica a nivel de éste.

Posteriorsente aislaron una mutante espontinea de PADL
resistente a FIZ1S (PAD/15), la cual no permitié la adsorcién de
D3 ni de FIZ1S, esta mutante mostrd una resistencia 2 veces msayor
que PAD1 a la fagocitosis, una sobrevivencia de 10 y 30 veces
mayor al efecto bactericida del suero humano a concentraciones de
75% y 80%, respectivasente, y wuna adhesién a células

bucoepiteliales 4 veces mayor que PARD1 (39,61).

11



Todo 1lo anterior demuestra que la resistencia a la
fagocitosis, al efecto bactericida del suero y el incremento en la
adhesiéon a células bucoepiteliales que muestra la lisédgena PIZ1S,
se debe a un cambio superficial que el profago le causa a la
lisédgena, a nivel del propio receptor para el fago, el cual parece
residir en el antigeno 0; por lo tanto, el fago FIZ15 le confiere

a su lisdgena importantes factores de virulencia (10).

Ademas, la adhesién de la cepa PAO1 a CBH estia mediada por
los pili y ocurre mediante un mecanismo que no requiere energia,
ya que las bacterias muertas por irradiacidén con luz UY o vivas
pero incapaces de sintetizar ATP por la adicién de un desacoplante
de la fosforilacién oxidativa (p. ej. 2,4-D) muestran valores de
adhesion idénticos a los de la cepa no tratada (61, &2). Ademas,
el ién potasio incrementa grandemente la adhesién de P. aeruginosa
a CBH, pero el efecto estimulatorio es inhibido por la adicién de

un desacoplante de la fosforilacién oxidativa (&60).

En nuestro laboratorio estamos interesados en caracterizar al
fago FIZ15. Uno de los enfoques empleado para este propésito fue
aislar mutantes estreptomicina sensibles (sa®) por mutagénesis con
Etilmetanosulfonato (EMS) de la cepa PIZ15. Estas mutantes
fueron denominadas con. Se aisld el bacteridfago de cada una de
las mutantes con y se relisogenizé a la cepa PAOl; estas udltimas

lisdgenas se denominaron cond.

12



OBJETIVOS

1.- Caracterizar el efecto del KCl sobre la adhesion de las cepas
con y cond en presencia y ausencia de 2,4— Dinitrofenol.

2.- Determinar el efecto bactericida del suero humano normal sobre

las cepas con y cond.

3.— Determinar si persiste la alteracidén superficial inducida por
el fago FIZ15S en las cepas con y cond, midiendo la capacidad

de adsorcién del fago FIZ15.
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MATERIAL Y METODOS

1.- CEPAS BACTERIANAS

NOMBRE

PAD1

PIZ1S

conl

con2

conld

con2d

CARACTERISTICAS

P.aeruginosa
protétrofa.
libre de fagos.

PADO1 lisdgena par
el fago FIZ15, Sm .

Mutante Sm® obtenida de
PIZ15 por mutagénesis
caon EMS.

Mutante Sm" obtenida de
PIZ15 por mutagénesis
con EMS.

PAD1 lisogenizada con
el fago aislado de la
cepa conl.

PAO1 lisogenizada con
el fago aislado de la
cepa con2.

14
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2.- MEDIOS DE CULTIVD Y SOLUCIONES.

—-AGAR NUTRITIVO (AN): Pesar 23 gramos de AN (Dibico), disolver en

1000 ml de agua destilada y esterilizar.

—AGAR SUAVE (AS): Pesar 10 gramos de Peptona de Caseina, & gramos
de Agar Bacteriolégico, 2.5 gramos de Cloruro de Sodio, disolver

en 1000 ml de agua destilada y esterilizar.
—AGAR DE SOYA Y TRIPTICASA (AST):Pesar 30 gramos de CST, 15 gramos
de Agar Bacterioldégico, disolver en 1000 ml de agua destilada vy

esterilizar.

—CALDO NUTRITIVO (CN): Pesar 8 gramos de CN (Bioxon), disolver en

1000 ml de agua destilada y esterilizar.
-CALDO DE SOYA Y TRIPTICASA (CST): Pesar 30 gramos de Caldo de
Soya y Tripticasa (Bioxon), disolver en 1000 ml de agua destilada

y esterilizar.

—AZUL DE METILENO (0.4%): Pesar 0.4 gramos de Azul de Metileno vy

disolver en 100 ml de agua destilada.
—CLORURD DE POTASIO: KC1 S0 mM.

-2,4-Dinitrofencl: 2,4-D a 75 ug/ml.

15



—ERITROCINA B (0.4%): Pesar 0.4 gramos de Eritrocina B y disolver

en 100 ml de agua destilada.

-PBS (SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATODS): Pesar 2.55 gramos de
KHzPOs, aforar a 125 ml, 20.1 gramsos de NazHPOs«, aforar a 500 ml,
4.25 gramos de NaCl, aforar a 500 ml, tomar &0, 380 y 440 ml
respectivamente de las soluciones anteriores, ajustar el pH a 7.2

y esterilizar.
-TRIS 0.1 M (SOLUCION AMORTIGUADORA ): Pesar 12.11 gramos de TRIS
(MERCK), disolver en 1000 ml de agua destilada, se ajusta el pH a

7.2 v esterilizar.

-TRIPSINA ( 2.5 ug/ml): Pesar 0.0025 gramos de Tripsina y disolver

er 1 ml ce FBS, de ahi tomsar 0.1 ml y disolver en 1 ml de PBS.

16



3. -METODOS.

PRUEBA DE ADHESION A CELULAS BUCOEPITELIALES HUMANAS (CBH)

1. OBTENCION DE CELULAS: Las células se obtuvieron por raspado de
la mucosa epitelial con un hisopo estéril, de donadores adultos
saludables. Las células obtenidas se lavaron 3 veces con TRIS 0.1
M por centrifugacién a 1200 rpm durante 10 minutos, se les
agregé 2.5 pug/ml de Tripsina por 10 minutos a 37°C, se lavaron
y ajustaron a 2.5 x 10* cel/ml por conteo en un hemocitémetro de
Neubauer.

2. OBTENCION DE BACTERIAS: Se crecid la bacteria durante 12 hs. a
37° C en CST y se resembréd en AST durante 24 hs. a 37°C, se
colecté vy lavé 3 veces con TRIS 0.1 My se hicieron diluciones
hasta obtener una absorbancia de 0.2-0.3 a 590 nm.

La prueba de adhesién se realizd mezclando 1 ml de células
epiteliales con 0.2 ml de bacterias, se incubd 2 hs a 37°C en un
bafo de agitacién a 20 rpm. Posteriormente se lavé 3 veces con
TRIS 0.1 M para liberar las bacterias que no se unieron, después
del primer lavado se les agregaron 2 gotas de Eritrocina B al
0.4 %, se hicieron frotis tefiidos con Azul de Metileno al 0.4 %L vy
se lavaron con agua destilada.

Se conté el nimero de bacterias adheridas a cada una de 40
células epiteliales en un microscopio de luz.

En cada experimento se incluyé un tratamiento con KCl1 S0
mM, un tratamiento con KCl1 50 mM mas 2,4-D 75 ug/ml Y un
control al cual no se le agregaron bacterias para evaluar el

niamero de bacilos autéctonos adheridos.
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PRUEBA DE RESISTENCIA A SUERO HUMANO NORMAL (SHN)

1. OBTENCION DE SUERO HUMANO: Se colecté sangre de donadores
humanos saludables y se incubd a 37°C durante 1 h. Se separdé el
coadgulo y se centrifugé a 3000 rpm durante 10 minutos,

posteriormente se separd el suero con una pipeta Pasteur.

2. ENSAYOD DE RESISTENCIA A SUERO: Se crecid¢ la bacteria en 10 ml
de CST hasta fase exponencial, se centrifugé a 5000 rpm durante
10 minutos, dos veces. En matraces de 125 ml se hicieron
mezclas de suero, bacteria y TRIS y se incubd a 37°C en agitacidén
durante 3 hs. Se hicieron diluciones seriadas, se espatularon en

cajas de AN y se incubaron a 37°C durante 12 hs.

A partir de las colonias sobrevivientes se determind el
porcentaje de sobrevivencia, usando como control las bacterias que

no fueron expuestas al suero:

S/So = UFC/ml con suero

UFC/ml sin suero X 100
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PRUEBA DE ADSORCION DEL FAGO FIZ13

1. OBTENCION DE UN LISADO DE ALTO TITULO: Se tomd wun indculo de
FIZ15 vy se trazé una linea superficial de un extremo a otro de
una caja de AN, se vacidé 0.2 ml de PADL mas 3 ml de AS, se incubd

a 37°C durante 12 hs.

Para obtener el lisado del fago se tomd una placa aislada vy
se mezclé con 0.3 ml de PAOL y 5 ml de CN, se incubd a 37°C en
agitacién de 3 a 5 hs. (hasta lisis), se agregaron 35 gotas de
cloroformo y se incubd 15 minutos a 37°C para completar la lisis
de las bacterias. Posteriormente se centrifugé 5 minutos a 10,000
rpm y se decantd a un tubo estéril que contenia wuna gota de

cloroformo. Se almacens a 4°C.

2. TITULACION DEL STOCK: Se hicieron diluciones seriadas del fago
FIZ15 en CN, se plaquearon con 0.2 ml de PAOl mas 3 ml de AS, en

cajas de Petri con AN, y se incubaron a 37° C durante 12 hs.

Se conté el niamero de placas por caja vy se calculdé el

namero de unidades formadoras de placa por mililitro:z

No. de placas

ufp/ml = T dilucidn) (dilucidm
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La prueba de adsorcién se realizé mezclando 2 x 10’ bacterias
de fase exponencial en CN con 10° fagos (multiplicidad de
infeccién = 0.05) en un volumen total de 0.5 ml. Se tomaron
alicuotas de 50 4l (a 0, 6 y 12 min.) y se mezclé con 0.45 ml de

CN y 0.1 ml de cloroformo para lisar las bacterias.

Se hicieron diluciones seriadas, se titulé e incubd a 37°C
durante 12 hs. para contar los fagos no adsorbidos y se calculé la

adsorcién:

% Adsorcisn = 1- ( ﬁ—:gz—g:—:? ) x 100
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RESULTADOS
& ADHESION DE LAS MUTANTES con Y cond A CBH.

Se ha reportado que el bacteridfago FIZ1S5S (aislado de una cepa
clinica de P. aeruginosa) al lisogenizar a la cepa PAD1 (libre de
fagos, SM"), le confiere un fenotipo SM* y un incresento
significativo en la adhesion a CBH, por conversion lisogénica (41).

Con el propésito de obtener fagos sutantes deficientes en la
promocién de la conversién lisogénica (que ya no confieran el
fenotipo de adhesion ausentada), se mutagenizé a la cepa PIZ1IS
(PAD1 lisdgena para FIZ1S) con EMS y se obtuvieron 2 mutantes SM®
llamadas con (10). A estas 2 sutantes les wmsedimos adhesién a
CBH. En la Tabla 1 se observa que la sutante conl presenta una
adhesién de 22.5 Bacterias/Célula (B/C) similar a la de PADL (20.4
B/C) y la sutante con2 presanta una adhesién de 46.1 B/C (es 2
veces mayor que la de PAD1 y 1.3 veces sayor que la de PIZ15).
Para determinar dSnde se encontraba la sutacién con, se aisléd el
fago de cada una de las sutantes con y se lisogenizé nuevamente a
la cepa PADl1. Estas Gltimas liségenas fueron llamadas cond. Si el
fenotipo mutante se debe a una mutacién en el cromosoma del fago,
las liségenas cond no deben ser capaces de mostrar un ausento en
la adhesién sobre el valor de PAD1. En la Tabla 1 puede verse que
la adhesién de la liségena conid fue de 21.1 B/C, muy similar a la
de PAD1 vy la adhesién de con2d fue de 36.3 B/C muy similar a 1la
adhesién de PIIZI1S (36.6 B/C). Estos resultados sugieren que para
conl la mutacién se localiza en el cromososa viral, mientras que

para con2 la mutacién parece residir en el cromosoma bacteriano.
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TABLA 1. ADHESION DE LIBOGENAS Y MUTANTES DE
Pseudomonas aeruginosa A CELULAS
BUCOEPITELIALES HUMANAS.

CEPA N° BACTERIAS POR CELULA‘
PAO1 20.4 X 2.0
PIZ15 36.6 2 2.8
conl 22.5 & 1.9
con2 46.1 I 3.4
conld ol i e e
con2d 35:3 ¥ 2.0

* Media - Desviacisén standar de T Eensayos.

Se mezcld 2.5 x 10° células (tratadas con
2.5 pa/ml de tripsina, 10 min. a 37 C) con
0.2 ml de bacterias de fase exponencial y se
incubé 2 hs. a 37°C en agitacidén.

Se hicieron frotis y se conté el N° de
bacterias adheridas por célula epitelial en
40 CBH.



Vaca et al. (60) han demostrado que los iones potasio
incrementan grandemente la adhesién de F. aeruginosa a CEH. Con la
finalidad de caracterizar el efecto del potasio sobre la adhesidén
de las cepas con y cond, se llevé a cabo el ensayo de adhesién a
CBH en presencia de KCl. En la Tabla 2 se observa que el KCl
incrementa la adhesién tres veces (PAOLl) y dos veces (FIZ15, con vy
cond), con respecto a los resultados obtenidos en ausencia de KC1

(Tabla 1).

TABLA 2. EFECTD DEL KC1 SOBRE LA ADHESION DE
Pseudomonas aeruginosa A CBH.

CEPA N° BACTERIAS POR CELULA* |
= —1

PAD1 &3.8 I 3.0 !

PIZ15 86.0 ° 2.7

conl 43.6 L z.9

con2 ge.9 I z.s

conld 402 2 9,

con2d T0.h T DA

# Media I Desviacién standar de 3 ensayos.

El ensayo es el mismo que el citado en la
Tabla 1 excepto por la adicién de KC1 50 mM.

[
2]



Se ha descrito también que el efecto estimulatorio del KC1
sobre la adhesién de P. aeruginosa se ve inhibido en presencia de
un desacoplante de la fosforilacién oxidativa (2,4-D) que impide
la sintesis de ATP (&0). La Tabla 3 muestra el resultado de 1la
inhibicién del efecto estimulatorio del potasio sobre la adhesién
de las cepas cony cond a CBH cuando se adiciond el desacoplante

dp la fosforilacién oxidativa, el 2,4-D.

TABLA 3. EFECTO DEL KC1-2,4 D SOBRE LA ADHESIDN
DE Pseudomonas aeruginosa A CBH.

CEPA N° BACTERIAS POR CELULA®
PAOL 18.8 = 2.1
PIZ1S 34.8 1 1.8
conl 18.1 = 1.6
con2 40.2 2.3
conld 20.2 2 1.7
con2d 34.7 2 1.8

e Media > Desviacién standar de 3 ensayos.

El ensayo es el mismo que el citado en la
Tabla 1 excepto por la adicién de KCl SO mM vy
2,4-D 75 ug/ml.

En la Grafica 1 se observa que el KCl incrementa 3 veces la
adhesién de PAOLl v 2 veces la adhesion de PIZ1S, con y cond en
comparacién con el tratamiento control al cual no se le adiciond
KC1. Se observa también que el 2,4-D contrarresta el efecto
estimulatorio del potasio ya que los valores de adhesién obtenidos
en éste tratamiento son muy similares a los obtenidaos en el

tratamiento control.
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8 EFECTO BACTERICIDA DEL SHN SOBRE LAS CEPAS con Y cond.

Se determind el efecto bactericida del SHN sobre las cepas
con y cond. Los resultados obtenidos se describen en la Tabla 4
donde se observa que a una concentracién de 754 de SHN, las
liségenas conl y conld presentan una sobrevivencia similar a la de
PAD1; B8.48B% para conl y B.8B0X para conld con respecto a 9.39% de
PAD1, esto sugiere fuertemente que la mutacién conl se encuentra
sobre el cromosoma del fago. Por otra parte las cepas con2 y con2d
presentan una sobrevivencia similar a PIZ15; S54.994Z para con2 vy
52.02% para con2d con respecto a 56.11% de PIZ15, esto sugiere que

la mutacién con2 se encuentra sobre el cromosoma de la bacteria.

TABLA 4. RESISTENCIA AL SUERD HUMANO NORMAL DE LISOGENAS
Y MUTANTES DE Pseudomonas aeruginosa.

CEPA % SOBREVIVENCIA®
PADL 9.39 X 0.04
PIZ15S 56.11 I 2.2
conl 8.48 I 0.47
con2 54.99 I 2.3
conid 8.80 > 0.74
con2d 52.02 Z 0.50

= Media I Desviacién standar de 3 ensayos.

Se crecieron las cepas por separado hasta fase
exponencial, se diluyd 1/10 y se mezclé 0.1 ml de cada
cepa con 0.75 ml de SHN mas 0.15 ml de PBS. Se incubs a
37 C y se determin®d S/50 por cuenta viable.
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8 ADSORCION DEL FABO FIZ1S A LAS CEPAS con Y cond.

Como se menciond anteriormente, el fago FIZ1S5S al lisogenizar
a la cepa PAO1 le causa un cambio superficial a nivel del propio
receptor para el fago, ®l cual parece residir en el antigeno "O"
del lipopolisidcarido. Aparentemente este cambio superficial es el
responsable de los Flrintipos de adhesién aumentada, resistencia al
efecto bactericida del SHN, asi como también de la incapacidad del

fago FIZ15 para adsorberse a su lisédgena (59,61).

Para saber si persistia el cambio superficial ocasionado por
el profago a nivel del receptor en las cepas con y cond, se midié

la capacidad de FIZ15 para adsorberse a estas lisdgenas.

Si las liségenas con y cond presentan adan el cambio
superficial en el receptor para el fago, éste no debe ser capaz de
adsorberse a ellas, pero si a la cepa silvestre PAO1l que no ha
sufrido modificacién en el receptor para el fago. Los datos de la
TABLA 5 muestran que el fago FIZ15S a los 12 minutos se adsorbe en
un 904 a las cepas PAO1, conml vy conld, no asi para las cepas
PIZ15, con2 y con2d donde no se adsorbe. Asi, las lisdgenas conl y
conld ya no presentan el cambio superficial, mientras que con2 vy

con2d si.
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TABLA S. ADSORCION DEL FAGO FIZ15 A LISOGENAS
Y MUTANTES DE Pseudomonas aeruginosa.
-
% ADSORCION
CEPA & ain. 12 min.
PAOL 89.84 I 0.86 91.78 I 0.36
PIZ1S 1.47 Z 0.31 2.04 X 0.648
cont B81.53 I 2.33 82.15 - 2.08
con2 3.97 * 0.80 S.11 I 0.80
contd 93.0  1.84 93.29 X 1.92
con2d 1.95 - 0.12 2.49 Z 0.79
¢ Media ® Desviacién standar de 3 ensayos.

Se mezcls 10° fagos con 2 x 10°
fase exponencial en un volumen total de 0.5 ml.
Se tomaron alicuotas de 50 ul a 6 y 12 minutos

para titular los fagos no adsorbidos.
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Para descartar que la habilidad del fago FIZiS para
adsorberse a conl y conld fue debida a la ausencia del profago
FIZ1S5, se confirmd el estado de lisogenia de estas cepas mediante
2 experimentos; la formacién de placa litica (liberacidén
espontanea de fagos) sobre un tapiz de PADOL y la eficiencia de
plaqueo del fago FII1S sobre las lisdgenas en relacién a la

mostrada en PAOL.

En la Tabla 6 puede verse que tanto la cepa PIZ15 como las
cepas con y cond fueron capaces de liberar fago sobre un tapiz de

cepa sensible (PAO1), esto indica que adan poseen el profago FIZ15.

TABLA 6. LIBERACION ESPONTANEA DE FAGOS
POR LAS LISOGENAS.

CEPA PRODUCCION DE PLACA LITICA®

PAD1 -
FPIZ1S
com
con2
conld
con2d

4+ 4+ 4

® + = Presencia de placa 1litica.
- = Ausencia de placa litica.
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Una propiedad de las lisdgenas es que son insunes a la
superinfeccién por fagos homdlogos de la misma inmunidad, por esta
razén se aidié la eficiencia de plagqueo del fago FIZ15 sobre las

ceapas con y cond.

En la Tabla 7 se ocbserva que el faga FIZ13 plaqued bien sobre
la cepa PADLl, pero fue incapaz de formsar placas sobre las cepas
PLIZI1S5, con y cond. Esto confirmsa, junto con el experimsento

anterior, que éstas Ultimas son lisdgenas.

TABLA 7. EFICIENCIA DE PLAGUED DEL FAGD FII1S
S0BRE PAOL Y SUS LIBOGENAS.

CEPA EDP

PAO1 1.0

PIZ1S < 1.2 X 1073
cont <1.2x 1070
con2 < 1.2 X 105
contd < 1.2 X 1073
con2d < 1.2 X 107

Se t;tulé el fago FIZI15S sobre PAOL
(8 x 10 ufp/ml ) v sobre las distintas
liségenas. Se tomd® como 1.0 la eficiencia
de plagqueo en PAOL.



DISCUSION Y CONCLUSIONES

La virulencia bacteriana generalmente se define como la
capacidad que tienen las bacterias para sultiplicarse en un

hospedero y producirle una enfersedad o incluso la suerte (43)

La adhesién es uno de los factores de virulencia mas
importantes de P. aeruginosa ya que le permite asociarse a su
hospedero, para después invadirlo y msultiplicarse en ¢1 para

producirle una enfermedad local y/o sistémica (43).

Es importante mencionar que la presencia de profagos en las
cepas bacterianas puede modificar algunas propiedades de
virulencia maediante conversién lisogénica. La conversion
lisogénica se produce cuando uno 0 ais genes del profago confieren

nuevas propiedades al hospedero (19).

Vaca et.al (61) han reportado un ejemplo de conversién
lisogénica en P. aeruginosa producida por el fago FIIIS que al
lisogenizar a la cepa PAO1 (Lisdgena PIZ15), le confiere los
fenotipos s", aumento en la adhesion a CBH, resistencia a SHN vy

resistencia a la superinfeccién por el mismo fago.
Para obtener fagos mutantes deficientes en la promocién de la

conversién lisogénica, se mutagenizé a PIZ15 con EMS, obteniéndose

las mutantes con, a las cuales se les midié la adhesién a CBH. La

31



adhesién de conl fue similar a la de PAOL y la adhesién de con2 fue

similar a la de PIZ1S (Tabla 1).

Para determinar donde se encontraba la mutacién con se aisld
@l fago de cada una de estas sutantes y se lisogenizé nuevamente a
la cepa PAOLl, a éstas dltimas lisdgenas, llamadas cond, se les
midié la adhesién a CBH. La adhesién de la lisdgena conid fue
bastante similar a la de PAD1 y la adhesién de la liségena con2d

fue similar a la de PIZ15 (Tabla 2).

Estos resultados sugieren que la mutante conl y la lisdégena
conld contienen un profago mutante deficiente en la promocién de
la conversién lisogénica, ya que éste es incapaz de aumentar la
adhesién de su liségena a CBH (fenotipo conferido por el profago
FIZ1S5S silvestre), mientras que la mutacién con2 muy probablemente
se localiza en el cromosoma bacteriano, ya que el fago aislado de
esta lisdgena se comporta como el tipo silvestre FIZ15 cuando 1lo

reintroducimos en PAO1 por lisogenizacién.

Por otra parte, el increamento en la adhesiédn de las cepas con
y cond a CBH (Tabla 2) causado por el KCl, creemos que se debe a
que el ién potasio altera el gradiente electroquimico de la
membrana al provocar la salida de protones, lo que quiza origina
un rearreglo de los componentes de la membrana externa, que
conduce a una mayor exposicién de los sitios de enlace de la

superficie bacteriana (Adhesinas) a los receptores celulares
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epiteliales. Sin embargo el efecto del potasio aparentesente no
esta relacionado con la presencia o ausencia del profago FIZ15 o
si éste se encuentra mutado o no, ya que este ién estimula de
igual manera tanto a la cepa silvestre PAD1 como a las lisdgenas
PI1Z1S, con y cond. Asi mismo &l efecto estisulatorio del potasio
sobre la adhesién de estas cepas se vio inhibido cuando a las
cepas bacterianas se les desacoplé la fosforilacién oxidativa con
el 2,4 D (Tabla 3), el cual es un compuesto que rompe el gradiente
electroquimico de la membrana por introduccién de protones y con
ello quizi origina un rearreglo de los componentes de la membrana
externa, provocando probablemente la menor exposicién de los

sitios de unién bacteria-célula.

Por ser la resistencia al SHN otro de los fenotipos conferidos
por el profago FIZI1S a su lisédgena, se determind el efecto

bactericida del SHN sobre las cepas con y cond.

Las cepas coml y conld presentan una sobrevivencia similar a
la de PAOLl y las cepas con2 y con2d presentan una sobrevivencia
similar a PIZ15. Esto sugiere fuertemente que la mutacién conl
se encuentra sobre el cromosoma del fago ya que no fue capaz de
aumentar la resistencia al suero en esta liségena, y la mutacién
con2 se encuentra sobre el cromosomsa bacteriano ya que el profago

de la liségena con2 se comporta como el tipo silvestre FIZ15.



Como se menciond anteriormente el fago FIZ15 al lisogenizar a
la cepa PAOl1l le causa un cambio superficial a nivel del propio
receptor para el fago, el cual le confiere una resistencia a la
superinfeccidn por el mismo fago. Para saber si persiste este
cambio superficial en las cepas con y cond, se midié la adsorcién
del fago FIZ1S a la cepa silvestre PAO1 y a las liségenas PIZ15,

con y cond.

El fago FIZ15 fue incapaz de adsorberse a las cepas con2 vy
con2d (Tabla 5), asi mismo fue incapaz de multiplicarse en ellas
(Tabla 7), lo que indica que en estas liségenas aun persiste el
cambio superficial conferido por el profago FIZ15, de tal manera
que estas lisédgenas son resistentes. Por el contrario .en las cepas
conl y conld, el fago si se adsorbe (Tabla 5), de modo que la
incapacidad de crecimiento en ellas (Tabla 7) se debe no a la
resistencia si no a la inmunidad conferida por el profago FIZ15; el

cual, por supuesto, ya no modifica su propio receptor.
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