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IHTROOUCCION 

CARACTERIBTICAS GENERALES DE P1UtUdo61onas aeruginosa. 

P. aerugino•• •• un bacilo Gram-negativo, con un tamal'lo de 

1-4 •icras de longitud por 0.5-1 •icras dtt di• .. tro, •• móvil 

debido a la presencia de un flagelo polar, no produce esporas, es 

aerobio y la temperatura 6ptiMa para su crecimiento •• 37°C aunque 

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

P. aerugino- es considerada como un patógeno 

causante de un 10 X a un 20 X de las infecciones 

hospitalizados <4,38>, principalmente aquellos 

oportunista, 

de pacient­

que sufren 

quemaduras (44,45>, leucemia <12>, fibrosis quistica (1~> 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 lllinimos requerimientos 

nutricionales, a que pueden utilizar como fuente de carbono una 

gran variedad de compuestos orgánicos <40>, y a la capacidad de 

resistir a un gran número de antibióticos en virtud de que la 

mayor1a posee plásmidos responsables de la resistencia 

<ó,B,18,30>. Adellás, es frecuente que las cepas resistentes a 

antibióticos posean res istencia a metales, ca.o el mercurio , 

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



Los hibitats funda .. ntal .. de P. ••ruginos. son el suelo, el 

agua, las plantas y los anim&l .. <20,48>, encontrándose a -nudo 

•n n<un•ros p•querios •n la flora intestinal nor .. 1 y en la piel del 

..,. hu-no <20). La fu•nt• de in4=ttcci6n ••el .. r hwlano enfer110 

o portador <intestinal o cutáneo> pudiendo tramMlitirse de p•rsona 

a persona o de t•jido a tejido <~> y .. ,frecu•nte descubrirla •n 

los -bi•nt.. h(J .. dos dtt los hospital•s <20> encontrándose 

conta•inados los equipos •dico quirórgicos ca.o cat•t•res, 

sondas, respirador .. , ter-6 .. tros y las solucion.s desi~tantes 

y ~Ul•icas <:58>. 

FACTORES DE VIRU..ENCIA 

La virulencia dtt un •icroorgani..a .. deba a su capacidad 

para asociarse, invadir y multiplicar.. en un hospedero para 

producirl• una •n~r .. dad local o •i•t••ica (43). 

... 
La virul•ncia de P ... ruginosa es .uy compleja, ya que se 

trata de un •icroorganiseo invasivo y toxig6nico, capaz de causar 

cuadros clinicos muy variados, preda9inando las inhcciones 

urinarias, óticas, oculares, de heridas quir(Jrgicas y de 

Dentro de los factores de virulencia de P. a1truginosa •• 

•ncuentran la toxicidad, resistencia a suero e invasi vidad, entre 

otros. 
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A> TOXICIDAD CEXOflttODUCTOB SINTETIZADOS POR P. ••rugino.•>• 

EXOTOXINA Aa C•u••nte de necrosis tisular <20> , es un poli.,.ptido 

con un Pft de 66 kd <28> producido por un alto porcentaje de la• 

cepas aisladas de pacientes <42> y cuya acción •• inhibir la 

SS.ntesis de prote1nas por ADP-ribosilación del ~actor de 

elonQ.ción 2 <EF-2> requerido para el paso de translocación 

durante la SS.nt .. 1• proteica C41>. 

EXOENZll'IA 81 Una proteina con actividad de ADP-ribosiltrans~ra .. 

que cont:ribuye a la virulencia de P. •~ugi,,,,_., ya que .. ha 

detnostrado que .utantes de~icient•• en l• producción de esta 

enzi.. son .. nos virulentas que su cepa pr09enitora tanto en 

el 11adelo del ratón qu99Ado Cl~ción aguda), ca.o en el 11adelo 

de 1n~ción crónica en rata C37>. 

PROTE.MA ~INA Y ELMTASAa H.n sido i11Plic•d•s en l• producci ón 

de t.-orraaias en órganos internos <25>, especi•l-nte en los 

pul11anes y probabl ... nte son las responsables de la destrucción 

del tejido carne.al en in~ciones oculare5 producidas por este 

•icroorganiSllO <24>. La elasta .. es una p r oteasa neutra que 

contiene zinc, .. produc i da ca.o una proenzi .. inactiva asociada • 

la pared celular y .. activ•da por proteoli•i • li~itada por otras 

protea .. s de P . .. ruginos. o por la propi• •lasta .. 

elasta .. puri~icada in•ctiva • los ~actor- C1, C3, C5, 

C2l>. 

ce Y 

La 

C9 

del COllpl ... nto in vitro, por lo que quiz~ inhibe el 11avi•iento de 

los leucocitos poli1110r~1 .. r.. al sitio de in~l ... ción y 
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ditMllinuy• sü activi~d fagocitica <52>. La· •lastasa tambi•n 

• inActiva a l• prot•inA ael, •l principal inhibic:tor d• las serin 

prote•sas end6genAs <3S> <p. •j. de leucocitos> cuy• actividad 

au .. ntt~ podri• c•usar darlo tisul•r. Ta•bi•n s• ha de.astrado 

que las prot••sas de P. •11rginos• ra.p•n a la IgG <11> y a la 

IgAl; generando, por acción sobr• •st• ~lti•a, dos frag .. ntos 

cuyos pesos .alecular .. son si•ilarRS a los de los frag1111tntos Fe 

y Fab <58>. 

LEUCOCIDINA1 Es unA proteína de 27.S Kd, termolábil y activable 

por tr-ipsina, que destruy• a los leucocitos, pero no a los 

glóbulos rojos <SO,Sl>. 

DOS HEl10LISINAS1 Un 9licolipido tert1eestable y unA fosfolipas. 

termolábil <Fosfolipasa C>, la cual es una .proteína de 78 Kd que 

" 
catali za la hidrólisis de la fosf.etÍdilcolina (el ca.ponente 

principal del surf•ctante pul.anar~ en fosforilcolinA y 

di•cilglicerol. Se ha sugerido que la combinación del glicolipido 

tw.olitico y la fosfolípas• e pu•de producir efectos citop•ticos 

con5'.i.derables en los pul.anes de pacientes con infecciones de 

estos órganos <29>. Aparent ... nte el glicolipido favorec• la 

actividad de la fosfolipasa actuandO ca.o detergente para 

solubilizar a los fosfolipido• (26>. ~bas tw.olisinas son 

producidas durante la fase estacionar.ia en medios de cultivo con 

bajas concentraciones de fosfato pero son reprimidas •n .. dios con 

alto contenido de fosfato <14,23). 
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Se ha demostrado que la fosf olipasa Ces auy activa sobre los 

fosfolipidos presentes en c•lulas de eucariontes <fosfatidilcolina, 

lisofosfatidilcolina y esfinga.ielina> y casi no tiene actividad 

sobre los fosfolipidos que forll4ln parte de las ~e•bran.s de las 

células de procariontes <fosfatidiletanola•ina, fosfatidilsarina y 

fosfatidilglicerol> <3>. 

Por álti1110 el AL&INATO _. una substancia aucoide elaborada 

por algunas cepas de origen cl1nico, particular111ent• las aisladas 

de pacientes con fibrosis qu1stica <63>. El alginato •• un 

exopolisacárido constituido principal•ente por ácido 111anur6nico y 

ácido gulur6nico <5> que hace que las cepas presenten una 

.arfolavia colonial .uy .ucoide. El alginato inhibe las 

actividades fagociticas de los leucocitos (49,~> y •• capaz de 

producir efectos si•ilares a los producidos por la infección de 

ratones con bacterias viables <9,54>. Ta•bién ha sido implicado 

en la adhesión de P. ••ruginos.. a c•lulas de tráquea de ratón <46>. 

B> RESISTENCIA A SUERO HUl1ANO. 

ca.o Esc,,.richi• coli, 

S.l.antrll• typhi y P. ••rugino .. entr• otros <33>. 



' 

La r•sistencia t>Act•riana al suero consiste en la disminución 

de la sensibilidad al ef•cto del •ismo en ensayos 

cantidades exc•sivas del sistema bactericida (56>. 

que contienen 

La actividad bact•ricida, cuyo principal componente es el 

co111ple.-nto, es consid9rada ca.o una it1portante defensa del 

hospedero contra inf•ccion•s bact•rianas, por lo que la 

resistencia a la muerte por suero es una propiedad de virulencia 

it1portante para una bacteria invasiva (43,57). 

P. ••ruginosa produce una endotoxina llamada lipopolisacárido 

<LPS> C0411ún a las otras t>.cterias Gra•-negativas, esta endotoxina 

activa los sistemas de coagulación, fibrinoU tico, del COfllPlemento 

y esti11Ula la liberación de p•ptidos vasoactivos <20,~8>. 

Se ha consid9rado que •l LPS es un factor importante para la 

resistencia bacteriana al Suero Hu•ano Normal <SHN> y está 

compuesto por tres regiones• <i> El lipido A, que está formado de 

glucosamina-fosfato y ácidos grasos, esta región es responsabl• de 

las propiedades endotóxicas del LPS. (ii> El "core•, es un 

oligosacárido, compuesto de 

está unido al lipido A y, 

2-ceto 3-desoximannulosuctónico, 

(íii) la región dttl polisacárido 

que 

o 

especifico <antigeno O>; •ste consiste de unidades r1tpetidas de 

oligosacáridos, su composición y estructura son la base quimica de 

la especificidad serológica de las bacteria• 6ram-negativas 

<31,39,43>. 



Los plásmidos, aparte de conferir resistencia a a ntibióticos 

cOlllo la estreptoaiicina, aftlPicilina y el cloranfenicol entre otros, 

pueden producir efectos sobre la superficie de las células 

bacter ianas , trayendo consigo la aparición de nuevos deter•inantes 

antigénicos y ca•bios en la estructura del lipopolisacárido, 

responsable de la resistencia al efecto bacterici da del suero 

hu-..no <32>. 

Se ha demostrado también que la presencia de profagos en las 

cepas puede modificar algunas propiedades de virulencia 

conversión liso~nica. La conversión li~nica se produce cuando 

uno o lllás genes del profago introducido 

propiedades al hospedero <19> . 

confieren nuevas 

En P ... ruginosa .. hA reportado que la lisogenización de la 

cepa PA01 <serotipo 012~,d> por el bacteriófago D3, causa 

conversión lisoc;iénica 111ediante la introducción de un grupo acetilo 

en la posición 4 de la fucosa•ina y el ca•bio en el enlace entre 

las unidades repetidas de tri~caridos de o 1-4 a~ 1-4 <27>. Este 

cambio superficial a nivel del antigeno O que le causa el profago 

D3 a la cepa PAOl, le confiere resistencia a la fagocitosis por 

macrófagos peritoneales de ratón in vitro y resistencia a la 

superinfección por el fago D3, •sta última debida a que D3 es 

incapaz de adsorberse a l a l isógena <17,27>. 
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• 
• 

C> ·INVMIYIDtD 

o 

cte.ostrado que la irwunización activa con el anti9eno fla9elar 

aislado protec;ae a los ratones qu ... dos in~tados in vitro <:58>. 

Aparent ... nte esta protección se debe a la irwovilización de 

• la bac~eria, que en estas condiciones es capaz de colonizar la 

piel pero no de penetrar ni de causar letalidad <16>. 

contr:ibuye 

i•portant ... nte a la virulencia de P. ••ruginos. ha sido aportada 

por Montie •t •l. <34>, quienes obtuvieron por 11Uta9énesi• con 

·etil .. tanosul~nato, una mutante Fla- de la cepa virulenta "2 y a 

-ausencia de fla9elo en la 11Utante Fla ). En •l 90delo del ratón 

qu..ado, la cepa M2 silvestre causó el 1004 de 90rtalidad 3 di as 

despu6s de la infección con 100. UFC/ratón,. en tanto que la 

Fla - 106 .utante M2 ' a una dosis de l.FC/ratón cauaó la .uerte 

sólo de 40% de los ratones 3 di as post infección y ct.1 eox 7 di•• 

después de la infección. La revertante "2 Fla+, •ostró un 

8 0-100 X et. 

•ortalidad 3-4 dias desp~• de la infección con 100 UFC/ ratón • 

• 
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Uno de los ~actores pri•arios de virulencia bacterian., .. la 

adhesión y colonizM:i ón de bacteria• a un aitio del hospedero, 

ca.árwente a c•lulas epitelial... "9diante la adhesión los 

organi s110s pueden .. tablecer .. , .. ntener .. y reproducir .. en los 

tejidos, teniendo de este modo l• posibilidad de invadirlos y de 

r .. istir las de~ensas normales del hospedero (22). 

La adhesión de P. ••ruginosa a super~icies epiteliales ha 

sido registrado ce.a el pr i .. r paso en el estableci•iento de una 

in~ección en el tracto respiratorio, causado por .. tos 

bacilos <22>. 

La adhesión bacterian. .. el r.sult•do de la asociación entre 

190l•culas especi~icas de las super~ic ies bacterianas <•dhesin.s> y 

receptores, que son C0111ponentes de la super~icie mucosa de las 

c•lulas del hospedero, que sirven co.a .. tructuras adhesivas 

cDllÍ:>l ... ntarias <1,2>. 

bacterias Gra•-neQativas. 

compuestos de subunidades 

Los pili s on 

idénticas, unidas por 

proteinas, 

puentes de 

hidrógeno o por interacciones hidrofóbicas. Las subunidades tienen 

un P" de 8000 a 26000 Kd, est•n ~rmadas en un ~Y. por 

a•inoácidos no polares y su punto isoel6ctrico osc i la entre 3 . 7 y 

~-6 (2). 
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En cuanto a los r.c-sator.. celular.. para las bacteria• 

pat69•nas, ••tos contimnen en su .. yaria carbohidratos, a vmc .... 

un solo r-1 duo el rmsponsabl• dlt la adhesión y otras vec:.. son 

c&dltnas dlt olivasac&ridos. 

Actual-nte - conocen tanto 1.. adhesina• e- los 

r.ceptor .. dlt al9unas bacteria•a E. co1', por eJ-.10, ti... una 

adtwsina tdltnUHcada COllO ",.,,,,.. Upo 1, aimntras ... el 

r.c-sator iepUcado .. el carbohidrato D-ftanosa C2>. Para P • 

.. rug1nos11 .... be que dos C011Ponent.. -..per~icial.. intervienen 

en la adhesión dlt .. tas bacteri .. • c61ul.. epitelial.. huaa,... 

el. al9inato y una adhesina dltl Upo '1,.,,,, .. CpUU, aientras ... 

- -.Conoce la naturaleza dltl rt1Ct1Ptor. u adhesión aediada por 

los pilt dlt P • ..,,utl,,._. a .. tas c61ul .. ocurre por un a.canisao 

indllpendiente dlt eneri¡1a y .. inhibida por pUi purU=icadDs o por 

la adición dlt anticuerpos a C16lul ..... it•li•l- contra los pili dlt 

la c•lula bacteriana ant .. dlt la prueba dlt a._.i6n C2,62). 

Existen evidltncia• que .-.....tran la pr~ttneia de las 

bacterias para adherir- etipKi~ic.....te • ciertos tipos de 

tejidos, .. cr- que .. te trapisao .. u deterainado en 9ran 

.. dida por la distribución de las adhesinas dlt la super~icie 

bacteriana y los r.ceptor .. en los di*erent .. tejidos. Cl3). 

Adeús, la pr ... ncia dlt fl-eos en c...-• de P. MW"fl1lf0flll 

produce caabtos qu. contribuyen a la virulttneia de la ai .... 
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V.e• .t .1 • • <59,60>, •i•l•ron el b•cteriófAQO FIZ15 de UN 

C9P• cllnic• d9 P • .,,ruginot111 y construyeron 1• limóQerwa PIZ15 en 

1• cep• PAOl <libre de f•;os> y ob .. rv•ron que el fAQO FIZ15 1• 

c~iere a .u li~ un incr ... nto ei;nific•tivo en l• Adhesión 

• dlul.. buca.pi tel i•l- tu.anas CCBtO -di •nt• un ..canieea 

... requi ... • ener9'•• 1• c~iere una r-i•tenci• de 6 y 20 wic .. 

-yor al ~ta bactericida d91 suero humano • cancentr.:ianes 

de 751 y 80X, r.-pectiv ... nte, y UNl sobreviv.ncia 2 vec­

-yor a la faeac:Uasis por 1NCraf:•;os de ratón Ctado .. ta can 

r.-pecto • la c911a control PADl, libre de fagos>. 

Observaran ta.bi6n que el f•Vo FIZ15 - incap•z d9 for .. r 

pl.cas en la c..,a PADl U~ p•r• el fago D3 y qua D3 .. 

inc-.a•z de crecer en PIZl5. La incapacidad de .. tos f•;os p•r• 

crecer en 1 .. U9d1•n.• .. d9be • que no pueden adsorber .. , lo 

... --...tra ... las f..,a utilizan el aieea receptor y cau .. n 

carw• st6ft U.ag6ntc• • nivel de ••te. 

PDeterior-nte 

r-istente A FIZ15 

•i•l•ron UN aut•nte esponUne• de PA01 

(PAQ/15>, l• cu•l no peraitió l• Adsorción de 

D3 ni de FIZ1~, est• autante aostró UN r .. tstenci• 2 vec.. ..yor 

que PMl1 • l• fagocitosis, UN eobrevivencia de 10 y 30 veces 

-yor al ~to bactericida del .uero hu .. no • cancentr•ci~ de 

751 V aox, r...,.ctiv ... nte, y UN Adhesión • c•lul•• 

bue:oepitelial- 4 WIC .... yor que PA01 <:59,61>. 
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Todo lo Anterior de11Uestr• que la resistencia a la 

fagocitosis, •l efecto bactericida del suero y el incremento en la 

adhesión a células bucoepiteliales que muestra la lisógena PIZ1S, 

se debe a un cambio superfici•l que el profago le c•usa a la 

lisógena, a nivel del propio receptor para el fago, el cual parece 

res i dir en el anti.geno O; por lo tanto, el fago FIZlS le confiere 

a su lis6gena import•ntes factores de virulencia ClO>. 

AdelBás, la adhesión de la cepa PAOl a CBH est& med iada por 

los pili y ocurre .. diante un 11e<:Anis1110 que no requiere energia, 

Y• que l•s bacteri•s niuertas por irr•diación con luz UV o vivas 

pero incapaces de sintetizar ATP por la adición de un desacoplante 

de la fosforilac ión oxidativa <p. ej. 2,4-D> 11Uestran valores de 

adhesión ic:»nticos a los de la cepa no tratada C61, 62) . Ademé.s, 

el i6n potasio incr ... nta grandemente la adhesión de P. aeruginosa 

a CBH, pero el efecto estimulatorio es inhibido por la adición de 

un desacoplante de la fosforilación oxidativa <60> . 

En nuestro laboratorio estAJIOs interesados en caracter izar al 

fago FIZ15. Uno de los enfoques 1H11pleado para aste propósito f ue 

aislar mutantes estreptomicina sensibles <S.s> por mutagénesis con 

Etilmetanosulfonato <EMS> de la cepa PIZ15. Estas mutantes 

fueron denOfll i nadas con. Se aisló el bacteriófago de cada una de 

las mutantes con y se relisogenizó a la cepa PA01J estas últimas 

lisógenas se denat11inaron cond. 
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OBJETIVOS 

1.- Caracterizar el efecto del KCl sobre la adhesion de las cepas 

con y cond en pr1tSencia y ausencia de 2,4- Dinitrofenol . 

2 . - Determinar el efec to bactericida del suero humano normal sobre 

las cepas con y cond. 

3.- Determinar si persiste la alteración superficial inducida por 

el fago FIZlS en las cepas con y cond, midiendo la capacidad 

de adsorción del fago FIZlS. 
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MATERIAL Y t-ETODOS 

l.- CEPAS BACTERIANAS 

NOMBRE 

PA01 

PIZ15 

conl 

con2 

conld 

con2d 

CARACTERISTICAS 

P.aeruginosa 
protótro-fa. 
1 i bre de -fagos. 

PA01 lisógena parf 
el -fago FIZ15, Sm • 

Mutante s .. • obtenida de 
PIZ15 por 111Utagénesis 
con EMS. 

Mutante Sms obtenida de 
PIZ15 por 111utagénesis 
con EMS. 

PA01 lisogenizada con 
el -fago aislado de la 
cepa con1. 

PA01 lisogenizada con 
el -fago aislado de la 
cepa con2. 
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2.- MEDIOS DE CULTIVO V SOLUCIONES. 

-AGAR NUTRITIVO <AN>1 Pesar 23 gramos de AN <Dibico>, disolver en 

1000 ml de agua destilada y esterilizar. 

-AGAR SUAVE <AS>: Pesar 10 gralllOs de Peptona de Casein•, ó graaos 

de Agar Bacteriológico, 2.5 gramos de Cloruro de Sodio, disolver 

en 1000 ml de agua destilada y esterilizar. 

--AGAR DE SOYA Y TRIPTICASA <AST>:Pesar 30 graaos de CST, 15 graaos 

de Agar Bacteriológico, disolver en 1000 al de agu• destilada y 

esterilizar. 

-CALDO NJTRITIVO <CN>z Pesar 8 graaos de CN <Bioxon>, disolver en 

1000 al de agua destilada y esteriliz•r. 

-CALDO DE SOYA Y TRIPTICASA <CST>1 Pe-r 30 gramos de Caldo de 

Soya y Tripticas• <Bioxon>, disolver en 1000 al de agua destilada 

y esterilizar. 

-AZUL DE 1'1ETILENO <0.4Y.>c Pesar 0 . 4 gramos de Azul de Metileno y 

disolver en 100 ml de agua destilada. 

-CLORURO DE POTASIO: KCl 50 IDM. 

-2,4-Dinitro~enol: 2,4-D a 7S ~g/ml. 
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-ERITROCINA B <0.4X>: Pes•r 0.4 gr•.as de Eritrocina B y disolver 

en 10-0 •l de Agu• destilada. 

-PBS <SOLUCION AP10RTl6UADORA DE FOSFATOS>: Pesar 2.55 gra.as de 

KHl!i>o., •for•r a 125 ml, 20.1 gramos de NazHP04, aforar a 500 ml, 

4.25 gramos de NaCl, Aforar a 500 •l, tomar 60, 380 y 440 al 

resp.ctiva~nte de las soluciones anteriores, ajustar el pH a 7.2 

y esterilizar. 

-TRIS 0.1 M <SOLUCION AMORTIGUADORA >: Pesar 12.11 graaos de TRIS 

O'ERC~>. disolver en 1000 ml de agua destilada, se ajusta el pH a 

7.2 y esteril i zar. 

-TRIPSINA < 2.5 ug/•l>: P.sar 0.0025 gr..as de Tripsina y disolver 

e r. 1 •l ~e PBS , de ah1 t09Ar 0.1 ml y disolver en 1 •l de PBS. 
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3.-l'tETODOS. 

PRUEBA DE ADHESION A CEULAS BUCOEPITELIALES HUl'IANAS <CBH> 

1. OBTENCION DE CELULAS: Las c•lulas se obtuvieron por raspado de 

la mucosa epitelial con un hisopo est•ril, de donadores adultos 

saludables. Las células obtenidas se lavaron 3 veces con TRIS 0.1 

M por centrifugación a 1200 rp• durante 10 •inutos, se les 

agregó 2.5 µg/•l de Tripsina por 10 minutos a 37°C, se lavaron 

y ajustaron a 2 .5 x 104 cel/•l por conteo en un hemocitó .. tro de 

Neubauer. 

2. OBTENCION DE BACTERIAS: Se creció la bacteria durante 12 hs. a 

37° C en CST y se reseebró en AST durante 24 hs. a 37°C, se 

colectó y lavó 3 veces con TRIS 0.1 "y se hicieron diluciones 

hasta obtener una absorbancia de 0.2-0.3 a 590 n.. 

La prueba de adhesión se realizó .. zclando 1 •l de 

epiteliales con 0.2 •l de bacterias, se incubó 2 hs a 37°C en un 

baí'io de agitación a 20 rp•. Posterior .. nte se lavó 3 veces con 

TRIS 0.1 N para liberar las bacterias que no Mt unieron, despu*s 

del primer lavado se les agregaron 2 gotas de Eritrocina B al 

0.4 X, se hicieron frotis tllf'lidos con Azul de t1etileno al 0.4 X y 

se lavaron con agua destilada. 

Se contó el nClmero de bacterias adheridas a cada una de 40 

c6lulas epiteliales en un •icroscopio de luz. 

En cada experimento se incluyó un tratamiento con KCl 50 

ml'I, un tratamiento con KCl SO ml"I taá.s 2,4- D 75 µgl•l y un 

control al cual no se le agregaron bacterias para evaluar el 

número de bacilos autóctonos adheridos. 
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PRUEBA DE RESISTENCIA A SUERO HUt1ANO NOR11AL. <SHN> 

1. OBTENCION DE SUERO HUtW«Jz Se colectó s&nore de don&dores 

hwllanos s&lud•bl•• y se incubó a 37°C dur•nte 1 h. S. sep•ró el 

co6.gulo y .. centrifugó • 3000 rp• 10 ainutos, 

posterior .. nte se .-p&ró el suero con un• pipeta P&st.ur. 

2. ENSAYO DE RESISTENCIA A SUERO& Se creció l& bacteria en 10 Ml 

de CST h&st• f&se exponenci•l, se centrifugó • 5000 rpa dur&nte 

10 minutos, dos veces. En m•traces de 12~ •l .. hicieron 

aiezcl•s de suero, b&cteria y TRIS y se incubó • 37°C en agit•ción 

durante 3 hs. Se hicieron diluciones seri•d•s, se esp&tul&ron en 

c•j•s de AN y se incubaron • 37°C durante 12 hs. 

A p•rtir de las coloni•• sobrevivientes .. deterain6 el 

porcent•je de sobrevivenci•, us•ndo ca.o control l•• b•ct•rias que 

no fueron expuestas al suero: 

S/So • 
lFC/al con suero 
UFC/al sin suero 
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PRUEBA DE ADSORCION DEL FAGO FIZl~ 

1. OBTENCION DE UN LISADO DE ALTO TITULO: Se tomó un inóculo de 

FIZ15 y se trazó una linea superficial de un extre•o a otro de 

una caja de AN, se vació 0.2 ml de PAOl más 3 •l de AS, se incubó 

a 37°C durante 12 hs. 

Para obtener el lisado del fago se tOGl6 una placa aislada y 

se mezcló con 0.3 ml de PAOl y 5 •l de CN, se incubó a 37°C en 

agitación de 3 a 5 hs. <hasta lisis>, se agregaron 5 gotas de 

cloroformo y se incubó 15 •inutos a 37°C para cCMRp letar la lisis 

de las bacterias. Posteriormente se centrifugó 5 •inutos a 10,000 

rpm y se decantó a un tubo est6ril que contenia una gota de 

cloroformo. Se almacenó a 4°C. 

2. TITULACION DEL STOCK: Se hicieron diluciones seriadas del fago 

FIZ15 en CN, se plaquearon con 0.2 ml de PA01 lllás 3 ml de AS, en 

cajas de Petri con AN, y .- incuba ron a 37° C durante 12 hs. 

Se contó el námero de placas por caja y se calculó el 

n(uaero de unidades formadoras de placa por •ililitro: 

ufp/ml ~ No. de placas 
<vol.dilución) <dilución> 
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La prueba de adsorción .. realizó .. zclando 2 x 10
7 bacterias 

de fase exponencial en CN can 10• fagos <.ultiplicidad de 

infección • O. O~> en un való .. n total de 0.5 Ml. Se ta•aron 

allcuotas de 50 µl <a o, 6 y 12 •in. > y•• mezcló can 0.45 al de 

CN y O.l al de claraforao para lisar las bacterias. 

Se hicieron diluciones seriadas, .. tituló • incubó a 37°C 

durante 12 hs. para cantar los fagos no adsorbidas y .. calculó ia 

adsorción• 

fa90 libre ) 
X Adsorción • 1- ( faQO fatal X 100 
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RESU...TADOS 

• ADHESION DE LAS l'tUTANTES con Y cond A CBH. 

Se ~ reportado que el tNacterióf=ago FIZ15 <aislado d9 una C9J>a 

cl1nica de P. aerugino-.> al li509•nizar a la C9J)a PADl <libre dlt 

fagos, Sff>, l• confi•r• un hnotipo Stfl y un incr--nto 

signif=icativo en la adhesion a CBH, por conversion li~nica <61>. 

Con el propósito dlt obtener f=agos -..tantes ~icient- en la 

pro.ación de la conv•rsión li~nica <que ya no confieran •l 

hnotipo dlt adhesion aW1entactA>, - .utag•nizó a la c9J)a PIZl5 

<PAD1 lisóg•na para FIZl:U con EttS y .. obtuvi.,.on 2 -.at:ant:.. Sf18 

11 .. adAs con <10>. A .. t:as 2 -..tant:.. les -di9IOS adt.sión a 

CBH. En la Tabla l - observa que la -..t:ant• conl pr ... nta una 

adtwsión dlt 22.s e.ct...-ias/C.lula <81C> si•ilar a la dlt PADl <20.4 

8/C> y la mutant• cara pr...,,ta una adhesión dlt 46.l 8/C <- 2 

vec- aayor que la dlt PADl y l. 3 v.c .. aayor que la dlt PI Zl5> • 

Para dltt:•r•inar d6ndlt .. encont:ratNa la mutación con, .. aisló el 

fago de cada una de 1- eutant .. con y .. lisogenizó nuev ... nt:e a 

la C9J>a PADl. Est:as 6ltiaas lis6Qenas f=ueron llaaadAs cond. Si •l 

hnotipo -..tante .. et.be a una eutac l ón en •l croeosa.a del f=ago, 

las lisógenas cond no deben ser capac .. de -trar un a ..... nt:o en 

la adhesión sobre •l valar de PADl. En la Tabla 1 puedlt ver.. que 

la adhesión de la lisógena conld hle et. 21 . l 8/C, euy si•ilar a la 

de PADl y la adhesión et. corf2d fue et. 36.3 8/C -.ay si•ilar a la 

adhesión et. PIZ15 <36.6 BIC>. Estos r1H1Ult:ados SWJi•r•n que para 

conl la -..tación se localiza en el cr~ viral, •ient:ras qua 

para cortZ la eutación parece residir en el croeosoea tNact•riano. 

21 



TABLA 1. ADHESION DE LISOGENAS Y 11UTANTES DE 
Pseudomonas aeruginosa A CELULAS 
BUCOEP I TEL I ALES HUl'IANAS. 

CEPA Nº BACTERIAS POR CELULA* 

PAOl 20 . 4 - 2 . 0 

PI Zl S 36 . 6 - 2 .8 

conl 22.5 - 1. 9 

con2 46 . 1 - 3 .4 

conld 21. 1 - 1. 9 

con2d 36.3 - 2 .0 

• Media : Desv i ación standar de 3 ensayos . 

Se mezcló 2 . 5 x 10
4 cé lulas <tratadas con 

2 .5 µg/ml de tripsina, 10 min . a 37°C> con 
0. 2 ml de bacterias de ~ase e xponencial y se 
incubó 2 hs. a 37°C en agitación. 

Se h icieron ~rotis y se c ontó el N° de 
bacter ias adheridas por célula epitelial en 
4 0 CBH. 
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Vaca et al. (60> han demostrado que l os iones potasio 

incr ementan grandemente la adhesión de P. aeruginosa a CBH. Con la 

~inalidad de caracter izar el e~ecto del potasio sobre la adhes ión 

de las cepas con y cond, se llevó a cabo el ensayo de adhesión a 

CBH en presencia de KCl. En la Tabla 2 se observa que el KCl 

incrementa la adhesión tres veces <PA01> y dos veces <PIZ15, con y 

cond), con respecto a los result•dos obte nidos en ausencia de KC l 

<Tabla 1). 

TABLA 2. EFECTO DEL KCl SOBRE LA ADHESION DE 
Pseudot9onas aer uginosa A CBH. 

CEPA Nº BACTER IAS POR CELULA1 

PAOl 63.8 - 3 . 0 

PIZ15 86 . 0 - 2 . 7 

conl 43 .6 - 2 . 9 

con2 88. 9 - ., . 
- · º 

conld 40 .2 - 2 . 2 

c on2d 70.6 - 2 . 4 

• Media + Desviación standar de 3 - ensayos. 

El ensayo es el mi smo que e l citado en la 
Tabl a 1 excepto por la adición de KCl 50 mM. 
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S. hA descrito ta•bi•n que el ~ecto 9Stimulatorio del KCl 

sobre la •dhesión da P. ••ruginos• se ve inhibido en presenci• de 

un desAcopl•nte de lA fosforil•ción oxidAtivA <2,4-D> que iiapide 

lA si nt9Sis de ATP <60>. La TAbla 3 mu9Stra el resultAdo de lA 

inhibición del •~to 9Stimu1Atorio del potAsio sobre lA Adhesión 

de lAs CllPAS con y cond A CBH cuAndo se Adicionó el desAcoplAnte 

de lA fosforilAción oxidat iva, el 2,4-D. 
,/ 

TAllLA 3. EFECTO DEL KCl-2,4 D SOBRE LA AllHESIDN 
DE P..udcwolMI• ••ruginosa A CBH. 

CEPA Nº IMCTERIAS POR CELULA' 

PAOl + 18.8 - 2.1 

PIZ1:5 34.8 + 1.0 -
conl 18.1 • 1.6 -
corf2 + 40.2 - 2.3 

conld 20.2 - l . 7 

corf2d 34.7 - 1 . 8 

• 11ediA ~ Desviación standAr de 3 ensayos. 

El ensayo es el •i..a que el citado en la 
Tabla l excapto por lA adición de KCl 50 tlltt y 
2,4-D. 75 µi;¡/ml. 

En la Gráfica l se observa que el KCl incre,..nta 3 vec915 la 

adhesión de PAOl y 2 veces la adhesión de PIZ15, con y concl en 

ca.paración con el trata•iento control al cual no se le adicionó 

KCl. Se observa ta•bi•n que el 2,4-D contrarresta el efecto 

estimulAtor10 del potasio ya que los valores de adhesión obtenidos 

en •st• trat .. iento son muy similares A los obtenidos en el 

trAta•iento control. 
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t EFECTO BACTERICIDA DEL SHN SOBRE LA& CEPAS can V cand. 

can y cand. Los result•do• obtenidos .. describen •n l• T•bla 4 

dond• •• observa que a una concentración de 7!SX de ~, las 

PAOl; 8.48X para canl y e.eox para canld con r•specto • 9.39X de 

PAOl, .. to sougiere fu•rt ... nt• qu• la mutación canl •• •ncuentra 

sobre el cr0110sa.a del fago. Por otra p•rt• las cepas cara y con2d 

pr•sent•n una sobrevivencia •i•ilar a PIZ15J 54.99X para cara y 

52.02X para carQd con respecto a 56.llX de PIZ15, esto sugiere que 

la 11Utaci6n cara se encuentra sobr• el cro.at>o•• de la bacteria. 

TABLA 4. RESISTENCIA AL SUERO HUl1ANO NORtW.. DE LIB06ENAB 
V t«JTANTES DE PtUtUdollatws ••ruginos•. 

CEPA X SOBREYIYENCIA• 

PAOl 9.39 • 0.04 -
PIZ15 56.11 • 2.2 -
canl 8.48 • 0.67 -
can2 :54. 99 • 2.3 -
canld • e.so - 0.74 

cartz.d • 52.02 - 0.50 

• '1edi• ! DtKviación standar de 3 ensayos. 

Se crecieron las cep•• por .-parado hasta f•se 
exponencial, se diluyó 1/10 y se .. zcló 0.1 •l de cada 
c~a con 0.7!S ml de SHN _.. 0.15 ml de PBS. S. incubó• 
37 C y se deter•inó S/So por cuent• viable. 
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• ADSORCJON DEL FAGO FJZl:S A LAS CEPAS con Y concl. 

Ca110 s e .. ncion6 anteriar .. nte, el fago FIZ15 al lisOQenizar 

a la cepa PA01 le causa un ca•bio superficial a nivel del propio 

rec eptor para el -fago, el cual parece r-idir en el ant1geno "O" 

del lipopoli-'.carido. Aparent ... nte .. te c .. bio superficial es el 

responsable de los fenotipos de adhesión au .. ntada, resistencia al 

efecto bactericid& del SHN, as! COIM> t .. bi•n de la incapacidad del 

fago FIZ15 para adsorberse a su lis69ena (59,61>. 

por 

•idió 

Par a saber si persistJ.a el ca•bio super-ficial ocasionado 

el profago a nivel del receptor en las cepas con y cond, se 

la capacidad de FIZ15 para adsorberse a -tas lisógenas. 

Si las lisógenas con y cond pr ... ntan aún el c .. bio 

superficial en el receptor para el fago, ••te no debe .. r capaz de 

adsorberse a ellas, pero si a la cepa silv .. tre 

su-frido 1K>di -ficaci6n en el receptor para el fago. 

PA01 que no hA 

Los d&tos de la 

TABLA 5 -.aestran que el fago FIZ15 a los 12 •inutos se adsorbe en 

un 90X a las cepas PA01, conl y conld, no asi para las cepas 

PIZ15, c on2. y con2.d donde no se adsorbe. As!, las lisógenas conl y 

conld ya no presentan el c .. bio s uperficial, •ientras que con2. y 

con2d 51. 
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TABLA :5. ADSORCIDN DE1.. FAGO F IZ 1 :5 A LI S06EHA8 
Y 1'1UTANTES DE Pseuclotnonas aeruginos•. 

X ADSORCIDN• 

CEPA 6 •in. 12 •in. 

PAOl + 89.84 - 0.86 • 91. 78 - 0.36 

PIZ15 1.47 - 0.31 2.04 - 0.64 

conl 81.53 - 2.33 • 82. 1:5 - 2.08 

con2 3.97 - 0.80 5.11 - o. so 
conld 93.0 - 1.84 93.'Z9 - 1.92 

con2d 1.95 - 0.12 + 2.49 - 0.79 

• 11edia : Desviación standar de 3 ensayos. 

S. .. zcl6 106 fagos c on 2 x 107 t>.cterias de 
fase exponencial en un volumen total de 0 . 5 •l . 

S. tomaron alicuotas de 50 µl a 6 y 12 •inutos 
para titular los fagos no adsorbidos. 
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Para descartar que la habílidad del fago FIZ15 para 

adsorberse a cont y conld fue debida a la ausencia del profago 

FIZ15, se confirmó el estado de lisogenia de estas cepas mediante 

2 experimentos; la formación de placa 11 tic• 

e5pont~nea de fagos> sobre un tapiz de PAOl y la eficiencia de 

plaqueo del fago FIZ15 sobre las lisógenas en relación a la 

1110Strada en PA01. 

En la Tabla 6 puede verse que tanto la cepa PIZ15 c01110 las 

cepas con y cond fueron capaces de liberar fago sobre un tapiz de 

cepa sensíble <PAOl>, esto indica que aún poseen el profago FIZ15. 

TABLA 6. LIBERACIDN ESPONTANEA DE FA606 
POR LAS LI606ENA6. 

CEPA PRODUCCJON DE PLACA LITICA• 

PAOl 

PIZ15 + 

cont + 

con2 + 
conld + 

con2d + 

• + Presencia de placa 11tica. 
Ausencia de placa 11tica. 
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Una prapi9dad ... la• u~ .. nea .. que eon irwunee a la 

eupert~ión por f=aeoe ha-610909 de la ., ... in.unidad, por .. ta 

r&Z6n .. •idió la ~iciencia de plaqu90 del f=aoo FIZlS 110bre las 

CtllM8 C'Oft y cond. 

En la Tabla 7 .. observa que el ~AOG FIZlS plaqu"6 bien 110br• 

PlZlS, ~on y cond. Esto ca~ir .. , Junta con el eKperi .. nto 

anterior, que ••tas ólti .. • eon li969enas. 

TAILA 7. PICIDCIA DE Pl.MIED DEL FMO. FIZlS 
.W PW>l V - Llm::liENM. 

CEPA EDP 

PAOl l.O 
PIZlS < 1.2 X 10-s 

canl < 1.2 X 10-s 

con2 < 1.2 X lO-s 

conld < 1.2 X 10-s 

can2d < 1.2 X io-s 

Se tjtuló el ~a90 FIZlS sobre PAOl 
8 x 10 u~/•I > y sobre l•• distintas 

li116Qenas. Se ta.6 CD90 1.0 la e~iciencia 
de plaqueo en PAOl. 



OISCUSION Y COHCLUSIONES 

La virulencia INcteriana Qeneralmente .. define ca.o la 

c-s>..:idad que tienen las INcteria• para multiplicar.. en un 

hospedero y producirle una ttn*er-dad o inclusa l• -rte <43> 

La adhesión .. uno de los f.ctor.. de v i rulencia •• 

i11Portant .. de P. ~ginos. ya que le per•ite asociarse a su 

hospedero, para despu6s invadirlo y multiplicar.. en •l para 

producirle una enfttr .. dad local y/o sist••ica <43>. 

Es importante .. ncion.r que la pr ... ncia de prof•QOS en las 

cepas bacterianas puede modificar •lQunAs propiedades de 

virulencia .. diante conversión li~nica. La conversión 

lis09•nic• .. produc• cuando uno o ús 9enes del profago confieren 

nu.vas propiedades al hospedero <19>. 

V.ca .t.•l <6l> han reportado un ej.-plo de conversión 

U~nica en P. ..,-ug1nos. producida por el fqo FIZl:S que al 

liSOQenizar a la cepa PA01 <Lieógena PIZlS>, le confi•r• los 

fenotipos fll!f. AU9ento en la adhesión a CBH, r .. istencia a 9HN y 

r .. i•t•ncia a la superinfección por el •iS80 fago. 

Para obtener fagos mutantes deficientes en la promoción de la 

conversión li~nica, .. .utac;ieni zó a PIZlS con El1S, obt•ni•ndose 

las .utant .. con, a las cual .... l .. •idi6 la adhesión a CBH. La 
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adtwsión de canl ~ •i•ilar a la de PAOl y la adhesión de cod1. fue 

•i•ilar a la de PIZlS <Tabla l>. 

Para det•r•inar dónde .. encontraba la .utación can •• ai•ló 

el faQo de cada una de .. tas .utant .. y - liSOQ•nizó nuev ... nte a 

la cepa PAOl, a ••ta• <iltt .. s litlOQenas, lla•adas cond, .. l .. 

•idió la adhesión a CBH. La adhesión de la lisóCJ•na conld i=u• 

bastante si•ilar a la de PAOl y la adhesión de la lis6CJ•na corád 

i=ue si•ilar a la de PIZlS <Tabla 2>. 

Estos resultados SUCJi•r•n que la .utante conl y la lis6gena 

conld contienen un profago .utante deficiente en la pr0111oci6n de 

la conversión lis~nica, ya que ••t• es inc.-paz de au .. ntar la 

adhesión de su lisóCJ•n& a CBH (fenotipo conferido por el profaCJo 

FIZlS silvestre>, •i•ntras que la 1Mitaci6n corQ MUY probabl ... nte 

.. localiza en el cr~ bacteriano, ya que el f&Qo aislado de 

.. ta lisógena .. COllPOrta ca.o el tipo silvestre FIZlS cuando lo 

reintroducimos en PAOl por lisagenización. 

Por otra parte, el incr ... nto en la adhesión de las cepas con 

y cond a CBH <Tabla 2> causado por el KCl, cre..as que .. debe a 

que el ión potasio altera el Qradient• electroqu1•ico de la 

... brana al provocar la salida de protones, lo que quiz• oriQina 

un rearreQlo de los ca.ponentes de la ,...brana externa, que 

conduce a una •ayor exposición de los sitios de enlace de la 

superficie b.cteriana <Adhesinas> a los receptor.. celular .. 
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epiteli•les. Sin .. bArQo el ~to del pot•sio AP•rent ... nte no 

est• relacionAdo con l• pre .. ncia o AU .. ncia del pro~a90 FIZ15 o 

si 6ste se encuentra .utado o no, ya que .. te ión esti.ula de 

iQual .. rwra tanto a la c.pa silv.stre PAOl ca.o a las limóQen.s 

PIZ15, con y cond. Aw.1 •i..a el ~ta esti.ulatoria del pata•ia 

sabre la adhesión de estas cepas .. vio inhibido cuando • las 

cepas bActerianas .. l .. desacopló la fos~orilación oxidativa con 

el 2,4 D <Tabla 3>, el cu•l .. un ca.puesto que r0411f>e el 9radiente 

electroqui•ico de la ... bran. por introducción de protones y con 

ello quiz• origin. un rearrRQlo de los c09Ponentes de la ... brana 

externa, provocando probAbl..ente la .. nor exposición de los 

sitios de unión bacteria-c6lula. 

Por ser la r .. istencia •l S... otro de los ~notipos co~ridos 

por el prof•90 FIZ15 a su lis69en., .. deter•inó el e~ecto 

bactericida del 9HN sobre las cepas con y cond. 

Las cepas conl y conld pre .. ntan un. sobrevivencia •i•ilar a 

la de PAOl y las cepas cara y cottzd present•n una sobrevivencla 

si•ilar a PIZ15. E•to su9iere fuert ... nt• que la 111Utación conl 

se encuentra sobre el era.oso.a del fa90 Y• que no fue e.paz de 

au11Mtntar la resistenci• al suero en est• lisógen•, y la .ut•ción 

cottz se encuentra sobre el crOIK>SOIMl bacteriano ya qu• el pro~ago 

de la lis69en. col'Q .. ca.porta ca.o el tipo silvestre FIZ15. 



Ca.a se .. nciono anterior .. nte •l fago FIZ15 al lisogenizar a 

la cepa PA01 le causa un ca•bio superficial a nivel del propio 

receptor para el fago, el cual le confi•re una r•sistencia a la 

superinfecci6n por el •is.o fago. Para saber si p•rsiste este 

ca•bio superficial en las cepas con y cond, se •idi6 la adsorción 

del fago FIZ15 a la cepa silvestre PA01 y a las lisógenas PIZ15, 

con y cond. 

El fago FIZlS fue incapaz de adsorberse a las cepas con2 y 

con2d <Tabla S>, asi •is.o fue incapaz de ntUltiplicarse en ellas 

<Tabla 7>, lo que indica que en estas lisógenas aOn persiste el 

cambio superficial conferido por el profago FIZ15, de tal .. nera 

que estas lis6genas son resistentes. Por el contrario :•" las cepas 

con1 y con1d, el fago si se adsorbe <Tabla 5>, de modo que la 

incapacidad de creci•iento en ellas <Tabla 7> se debe no a la 

resistencia si no a la irwunidad conferida por el profago FIZ15J el 

cual, por supuesto, ya no IM>difica su propio receptor . 
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