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RESUMEN

La conversion lisogénica es una propiedad genética estable que presentan las
bacterias portadoras de bacteriofages (fagos). Al integrarse en el genoma
bacteriano, los fagos modifican las caracteristicas genéticas de las bacterias
modificando su fenotipo.

Se aislaron cepas de fagos deficientes en la promocién de la conversion lisogénica
causada por FIZ 15 a su lisogena. El aislamiento se logro aprovechando como
método de seleccion la pérdida de la resistencia a estreptomicina por parte de la
liségena. Las cepas fdgicas mutantes fueron caracterizadas en cuanto a la
letalidad causada por un agente mutagénico, eclosion sencilla y liberacion
espontanea de fagos.

De las mutantes obtenidas se observa que una conserva propiedades similares a
las de la cepa progenitora FIZ 15 y la otra mostré estas caracteristicas
relativamente diferentes. La caracterizacion de los bacteriofagos con base en la
relacién fago bacteria es una linea promisoria en el conacimiento de estos
sistemas.



INDICE

7.1.1
7.1.2
7.2
7.3
7.4
7.5
7.6
1.7
7.8

D 00

GENERALIDADES

FACTORES DE VIRULENCIA
BACTERIOFAGOS

ESTRUCTURA

COMPOSICION QUIMICA

CICLOS DE DESARROLLO

LISOGENIA

CONVERSION LISOGENICA

INDUCCION

METODOS DE ESTUDIO Y CARACTERIZACION
TITULACION

ECLOSION SENCILLA

TASA DE LIBERACION ESPONTANEA
TASA DE MUTACION

ANTECEDENTES

OBJETIVOS )

MATERIAL Y METODOS

MATERIAL BIOLOGICO

CEPAS DE BACTERIAS

CEPAS DE FAGOS

SOLUCIONES Y MEDIOS DE CULTIVO
OBTENCION DE LISADOS FAQICOS
TITULACION DE LISADOS FAGICOS
MUTAGENESIS CON ACIDO NITROSO
MUTAGENESIS CON EMS
AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE FAGOS

METODO PARA LA OBTENCION DE LA CURVA DE ECLO-

SION SENCILLA
RESULTADOS
DISCUSION
CONCLUSION

BIBLIOGRAFIA

NS -CIRR - NP~ N- NF NN

S VU | I o S T T T e
DO MMV E R EDLWRR,OOOCOC

16
17
22
23

26



1.1.- GENERALIDADES.

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria gram-negativa patdégena oportunista, capaz de
causar dafio en animales, plantas e insectos. En seres humanos podria producir
septicemias en pacientes inmunodeprimidos, quemados y heridos, también es la causa de
infecciones localizadas en oidos u ojos, de padecimientos crénicos en pacientes con fibrosis
quistica y de infecciones agudas en pacientes con neumonia por lo que el dafio que
produzca dependera del estado de salud del hospedero (44). Rara vez causa septicemias en
pacientes con fibrosis quistica (17), aunque si es diseminada de pulmones infectados.
P.aeruginosa produce el 10% de las bacteremias gram-negativas (3), el rango de mortalidad
asociado con este germen (c.a. 50%) es superior al asociado con otras bacteremias gram-
negativas (9). En hospitales se le ha encontrado en soluciones dticas, colirios, jabones,
antisépticos, lavabos, material de cirugia y las manos del personal (10, 38) y debido a su
gran capacidad metabdlica Favero (1980)(14) reporté que es capaz de sobrevivir y
multiplicarse en agua destilada.

1.2.- FACTORES DE VIRULENCIA.

Existen datos que indican que la virulencia de P.geruginosa es multifactorial, de hecho
~ este organismo produce gran cantidad de enzimas y toxinas, las cuales parecen contribuir a
esta virulencia (24, 45), entre éstas se incluyen: dos proteinas ADP-ribosiltransferasas
(toxina A y exoenzima S); una toxina extracelular (leucocidina) y dos hemolisinas
(fosfolipasa C y ramnolipido).

Este organismo se caracteriza también por su alta resistencia a antibiéticos, debido a los
plasmidos que posee (6), algunos de los cuales le confieren también resistencia a metales
como el mercurio, cadmio, telurito, arseniato, cromato (5, 31, 40), esta situacién le permite
proliferar en ambientes hospitalarios, donde los antibidticos son ampliamente utilizados.
Esta bacteria es responsable de multiples padecimientos en humanos, tales como
septicemia, queratitis, infecciones pulmonares, sepsis, hemorragias, conjuntivitis y es capaz
de causar hasta la muerte (34). Todo provocado por los multiples factores de virulencia que
posee.

En la tabla que se enlista a continuacidn se anotan los efectos descritos por las proteinas y
enzimas de P.aeruginosa.



FACTOR DE VIRULENCIA

TOXINA A

EXOENZIMA §

PROTEASA ALCALINA

ELASTASA

LEUCOCIDINA

FOSFOLIPASA C o )
HEMOLISINA TERMOLABIL

RAMNOLIPIDO o
HEMOLISINA TERMOESTABLE

GLUCOCALIX o ALGINATOQO

FLAGELO

LIPOPOLISACARIDO

EFECTO

Su toxicidad es atribuible a su habilidad para inhibir la sintesis
de protefnas en el ribosoma, por ADP-ribosilacién del factor de
elongacion 2 (EF 2); esta habilidad ha sido demostrada in vitro,
(19,27,31, 32)

También inhibe sintesis de proteinas, Los primeros resultados
con exoenzima S cruda, sugieren que el factor de elongacion 1
puede ser modificado. (20).

Purificada es capaz de causar necrosis y lesiones ulcerantes en
pulmones cuando se inyecta subcutineamente o por via
intravenosa.y ftlceras corneales cuando se inyecta por via
intracraneal o intranasal, y hemorragia y necrosis en el tracto
gastrointestinal cuando se inyecta intaperitonealmente.(l11, 15,
21, 26).

Degrada 7 de los 9 componentes del complemento e inhibe el
movimiento de leucocitos polimorfonucleares al sitio de
inflamacién disminuyendo la capacidad fagocitica (37). Otro
efecto de esta proteina es degradar inmunoglobulinas generando
fragmentos del tipo Fc y Fab (43).

Es una protelna citotdxica capaz de causar lisis en linfocitos y
granulocitos de varias especies animales, a concentraciones tan
bajas como 20 ng. por 1 000 000 células.

Hidroliza fosfatidil colina a fosforil colina y diacil glicerol (4 y
14)

Pequefia molécula con actividad detergente capaz de solubilizar
fosfatos. (16, 36).

Exopolisacarido producido por algunas cepas clinicas aisladas de
pacientes con fibrosis quistica. Evita fagocitosis causada por
leucocitos (48).

Ayuda a la movilidad del organismo facilitando la invasién de
hospedero (28)

Resistencia al efecto bactericida del suero humano normal, (9).



2.- BACTERIOFAGOS

Los bacteriéfagos (“comedores de bacterias™), son parasitos intracelulares obligados, sus
hospederos son las bacterias, de quienes utilizan la maquinaria biosintética para realizar
sus ciclos de desarrollo

2.1.- ESTRUCTURA

Se han aislado y estudiado al microscopio electrénico cerca de 2000 fagos, todos los cuales
pueden clasificarse en 4 grupos segin su forma:

Grupo 1.- fagos con cola

Grupo 2.- fagos cubicos o poliédricos

Grupo 3.- fagos filamentosos

Grupo 4.- fagos pleomoérficos.

De un grupo a otro varian las formas, observaciones al microscopio electronico indican que
todos tienen una estructura basica que puede ser poliédrica o cibica.
La forma poliédrica predominante es el icosaedro (20 caras triangulares y 12 vértices) (12).

En los fagos sin cola, se encuentran pequefias espiculas en los vértices del icosaedro.

Los fagos filamentosos generalmente parecen un cilindro dentro del cual, en una cavidad
helicoidal se encuentra el 4cido nucleico, exteriormente carecen de cualquier apéndice.

La cabeza y la cola de los fagos son estructuras proteinicas codificadas por su genoma.

2.2.- COMPOSICION QUIMICA.

Una caracteristica representativa de los fagos es que poseen un solo tipo de acido nucleico
y nunca ambos, y de acuerdo al tipo de éste se denominan fagos de DNA o fagos de RNA.

Estos acidos nucleicos se encuentran protegidos por proteinas y se localizan en la cabeza
del fago, y poseen la informacion necesaria para su multiplicacion.

El 4cido nucleico, puede ser monoténico (de una sola cadena) o biténico (de dos cadenas),
independientemente que sea DNA o RNA.



2.3.- CICLOS DE DESARROLLO.

De acuerdo al ciclo de desarrollo, los bacteridfagos se clasifican en liticos y temperados o
lisogénicos. Entre unos y otros existen ciertas diferencias, los liticos presentan un ciclo de
desarrollo que puede dividirse en cinco pasos:

a) Adsorcién .- el fago reconoce receptores especificos por los que se fija a la
bacteria, estos receptores se encuentran en la capa mas externa de la pared. En los
bacteriofagos, el organo de adsorcién se localiza en la cola y los fagos carentes de cola
se adsorben por medio de las espiculas.

Durante esta fase, la bacteria parece no tomar parte activa ya que los fagos pueden
adsorberse en presencia de KCN, que inhibe los procesos metabdlicos celulares, o
bien en ausencia de metabolitos esenciales para el crecimiento bacteriano, es mas,
son capaces de adsorberse a fragmentos de la pared celular (12).

b) Inyeccion.- El fago adsorbido a la bacteria, introduce en ella su material
genético.

c) Eclipse.- Poco después de la inyeccidn, la sintesis de acidos nucleicos
y proteinas del hospedero cesan (23,39) y el 4cido 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 (12).
La biosintesis del 4cido nucleico viral requiere una fuente de energia asi como precursores
de bajo peso molecular, ribonucledtidos o desoxirribonucledtidos para RNA o DNA
respectivamente. Varios experimentos han establecido que los fagos dependen de la
bacteria hospedera en cuanto al suministro de subunidades requeridas para la sintesis de
polinucleétidos (12).

d) Maduracién.- 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 (12).

e) Lisis.- Con la accion de enzimas liticas presentes en los genes de los
fagos, capaces de desintegrar la pared celular de las bacterias y provocar de esta manera la
lisis, se liberan aproximadamente 100 nuevas particulas infecciosas (12, 39).

El ciclo de desarrollo de un fago lisogénico o temperado es similar al litico diferenciandose
en que una vez inyectado su acido nucleico puede permanecer circularizado o integrarse al
cromosoma de la bacteria (39) reproduciéndose en sincronia con el cromosoma bacteriano,
solo una vez por cada generacion de la bacteria. En la lisogenia, el fago y bacteria
coexisten en armonia debido a que después de la inyeccidén del DNA viral se reprime la
expresion de los genes estructurales y de lisis por la accién de una proteina represora
codificada por un gen fagico. El DNA reprimido de algunos fagos se integra al genoma
bacteriano y se replica pasivamente como parte de este, siendo heredado a las bacterias
hijas.



El DNA viral reprimido se conoce como profago, la bacteria portadora como lisdgena, y el
proceso que conduce a la formacién de esta como lisogenizacion.

3.- LISOGENIA

Una bacteria liségena es aquella que en su interior porta un profago, el cual utiliza el
sistema de replicacion bacteriano o parte de la maquinaria metabdlica para replicarse
conjuntamente con el genoma de la bacteria replicativa. Esta situacién tiene como
consecuencia que la bacteria pueda liberar fagos cuando es sometida a situaciones de estrés
(induccion) y que fagos del mismo tipo, sean incapaces de infectarla (inmunidad). En la
naturaleza se ha encontrado que la lisogenia es una situacién sumamente estable, de tal
manera que existen cepas que han sido cultivadas en diferentes laboratorios y condiciones
variables y éstas han permanecido estables, como ha sucedido con la cepa de
Corynebacterium diphteriae pw8(p)tox+ que desde 1896 se ha mantenido en cultivo sin
perder el profago (45). La lisogenia involucra la integracién de una secuencia particular de
genes (los genes del profago) en el genoma bacteriano, que actlan como una unidad
durante la replicacidon, integracién y escisién del genoma viral. La estabilidad de la
lisogenia depende de la represién de los genes de funciones morfogenéticas y liticas del
virus. Por otro lado, la gran cantidad de cepas clinicas de P. aeruginosa (el 100% de las
estudiadas) son liségenas y algunas polilisogenas (18). Como ya se menciond antes, una
bacteria liségena no puede ser infectada por un fago homdlogo al que porta dicha bacteria,
a esta propiedad se le conoce como inmunidad y esta basada en la produccion de proteinas
represoras del genoma fagico, codificadas también por éste, de tal manera que cuando una
bacteria contiene un profago, tipicamente tiene en su citoplasma el represor, el cual es
capaz de inhibir tanto la sintesis de proteinas del profago que porta, como de cualquier otro
profago superinfectante de la misma.

3.1.- CONVERSION LISOGENICA.

Algunas bacterias liségenas, ademas de presentar inmunidad a los fagos homologos al que
portan y de ser susceptibles a la induccidon, adquieren también propiedades fenotipicas
nuevas, conferidas por la presencia del profago tal es el caso de C. diphteriae que al ser
portadora del profago beta tox+, es capaz de sintetizar una toxina de efectos letales en el
hombre y algunos mamiferos, excepto en rata y raton. Esta toxina esta codificada por la
secuencia de genes tox+, los cuales se activan por la presencia del profago. Otro ejemplo
que ilustra la conversion lisogénica, es el caso de P.aeruginosa que al ser portadora del
fago D3 presenta cambios en su antigeno somadtico, lo que le confiere resistencia a la
fagocitosis por macréfagos peritoneales in-vitro. Se ha encontrado también que la presencia
del fago FIZ 15 (fago de Iztacala no. 15) le confiere a la cepa PAO1 (libre de fagos) un
incremento en la movilidad y la adhesion a células bucoepiteliales humanas al lisogenizar
la cepa, también se tiene conocimiento de que aumenta la resistencia a fagocitosis por
macrofagos de ratén, los valores de fagocitosis de la cepa PAO1/FIZ-15 (lisdgena para
FIZ 15) se ven disminuidos hasta en un 50 % con respecto al valor de PAO1.(1).
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manera que existen cepas que han sido cultivadas en diferentes laboratorios y condiciones
variables y éstas han permanecido estables, como ha sucedido con la cepa de
Corynebacterium diphteriae pw8(p)tox+ que desde 1896 se ha mantenido en cultivo sin
perder el profago (45). La lisogenia involucra la integracién de una secuencia particular de
genes (los genes del profago) en el genoma bacteriano, que actian como una unidad
durante la replicacién, integracidn y escision del genoma viral. La estabilidad de la
lisogenia depende de la represion de los genes de funciones morfogenéticas y liticas del
virus. Por otro lado, la gran cantidad de cepas clinicas de P. aeruginosa (el 100% de las
estudiadas) son lisdgenas y algunas polilisogenas (18). Como ya se mencioné antes, una
bacteria lisogena no puede ser infectada por un fago homélogo al que porta dicha bacteria,
a esta propiedad se le conoce como inmunidad y esta basada en la produccion de proteinas
represoras del genoma fagico, codificadas también por éste, de tal manera que cuando una
bacteria contiene un profago, tipicamente tiene en su citoplasma el represor, el cual es
capaz de inhibir tanto la sintesis de proteinas del profago que porta, como de cualquier otro
profago superinfectante de la misma.

3.1.- CONVERSION LISOGENICA.

Algunas bacterias lisogenas, ademds de presentar inmunidad a los fagos homoélogos al que
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nuevas, conferidas por la presencia del profago tal es el caso de C. diphteriae que al ser
portadora del profago beta tox+, es capaz de sintetizar una toxina de efectos letales en el
hombre y algunos mamiferos, excepto en rata y raton. Esta toxina esta codificada por la
secuencia de genes tox+, los cuales se activan por la presencia del profago. Otro ejemplo
que ilustra la conversion lisogénica, es el caso de P.aeruginosa que al ser portadora del
fago D3 presenta cambios en su antigeno somético, lo que le confiere resistencia a la
fagocitosis por macrofagos peritoneales in-vitro. Se ha encontrado también que la presencia
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macrofagos de ratdon, los valores de fagocitosis de la cepa PAO1/FIZ-15 (lisdgena para
FIZ 15) se ven disminuidos hasta en un 50 % con respecto al valor de PAO1.(1).



3.2.-INDUCCION.

Cuando las bacterias lisbgenas son sometidas a dosis bajas de luz ultravioleta, liberan
fagos; a esta situacién se le conoce con ¢l nombre de induccidén. Existen otros agentes
capaces de inducir bacterias lisogenas como lo son la mitomicina c, la fluoropirimidina etc.

En todos los casos el proceso es el mismo; inactivacion del represor y expresion de los
genes estructurales y de lisis.

De acuerdo al tipo de induccidn, los fagos pueden clasificarse como sigue:

a) Los que son féacilmente inducibles por exposicién a la luz ultravioleta, por ejemplo:
colifagos lambda y corynebacteriofago beta tox+

b) Los que muestran una ligera liberacton del fago, por ejemplo el colifago pl, el cual
tiene los genes controladores separados del cromosoma del hospedero y es ligeramente
inducible por luz ultravioleta, adicionalmente las células lisogenizadas por este fago
adquieren la capacidad de restringir y modificar el DNA de lambda y de otros
colifagos.

¢) Los que no son inducibles por completo, por ejempio: colifago p2, cuya respuesta
es sumamente diferente a la luz ultravioleta este colifago puede ocupar cualquier sitio
del cromosoma de la bacteria y no es inducible con luz ultravioleta, también provoca en
la bacteria sensibilidad a pequeiias cantidades de 5 fluorodioxiuridina.

No obstante el conocimiento de la induccién, hasta hoy no se han descrito los mecanismos
que se siguen, de tal manera que cada grupo de fagos temperados tienen caracteristicas
distintivas de acuerdo con la forma de infeccién, genes relacionados con la funcién
lisogénica, nimero y/o sitios de integracién y los mecanismos operantes para asegurar su
estabtlidad en las células.



4.-METODOS DE ESTUDIO Y CARACTERIZACION DE FAGOS.

4.1.-TITULACION :

Los bacteriofagos se pueden observar indirectamente por la placa (hueco) que una unidad
formadora de placa deja sobre un tapiz (césped) de bacterias sensibles de tal manera que si
se ponen en contacto numeros iguales de bacteriéfagos y de bacterias sensibles, lo que
observaremos es la lisis de todas o de la mayoria de las bacterias (las {inicas que no seran
lisadas serdn las mutantes bacterianas que fueran resistentes a la infeccion), por esta razén
es importante diluir las soluciones de fagos para poder observar y contar placas. Se asume
que cada placa es originada por una particula fagica o unidad formadora de placa y de esta
manera se puede calcular el numero de unidades formadoras de placas que se tienen en la
solucion original.

4.2.-ECLOSION SENCILLA.

Cuando deseamos conocer el nimero de particulas fagicas con capacidad infectiva, que una
bacteria sensible es capaz de liberar después de ser lisada durante una infeccion productiva,
realizamos un experimento de eclosién sencilla. Esta propiedad es constante en las cepas de
bacteriéfagos y se ha caracterizado que Escherichia coli al ser lisada por el fago lambda,
libera aproximadamente 100 fagos por bacteria.

4.3.-TASA DE LIBERACION ESPONTANEA DE FAGOS
TEMPERADOS:

En el cultivo de liségenas (normalmente) se estdn liberando bacteriéfagos, esto se puede
corroborar centrifugando el cultivo a fin de empaquetar las bacterias y colocando una gota
de sobrenadante de este centrifugado sobre un tapiz de bacterias sensibles, por lo regular en
el sitio de la gota aparece un gran hueco indicador de las infecciones liticas de los fagos
sobre las bacterias.

El nivel de liberacién espontinea de los fagos puede ser calculado diluyendo el
sobrenadante de un cuitivo de liségenas y evaluando la cantidad de bacterias contra la
cantidad de fagos, obteniéndose de esta manera la tasa de liberacion espontanea de la cepa
que se considera otra caracteristica particular.
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4.4.-TASA DE MUTACION:

Las diferentes caracteristicas fenotipicas de un organismo son el resultado de la expresion
del genotipo y de la influencia ambiental sobre uno u otro caracter, por ejemplo el tamafio de
placa de un fago se ve afectado por factores ambientales como la concentracion de agar, la
temperatura y el tiempo en que se desarrollé la infeccion, cuando el agar esta muy suave o la
temperatura un poco mas alta, se favorece la difusion de los fagos y aumenta el tamafio de la
placa, al igual que cuando se mantiene la incubacién por mas de un dia.

Un caracter podra variar en relacion con la importancia del mismo con respecto a la aptitud
que confiera al organismo. Citemos por ejemplo el caso de bacterias sensibles a un
bacteriofago; cuando la poblacion es lo suficientemente grande, (2 mil millones de bacterias
por mililitro) aparecen algunas mutantes resistentes a la infeccion fagica (variantes atipicas
bacterianas capaces de crecer en presencia de fagos infectantes). La aparicion de mutantes
resistentes a la infeccion obedece a una distribucion de Poisson y ese caracter disminuye la
velocidad de crecimiento de las bacterias que lo poseen. Cuando se tienen propositos
definidos para encontrar y seleccionar variantes poblacionales que presenten fenotipos de
interés, es conveniente calcular los indices o tasas de mutacidn que presentan para un
caracter determinado.

Con el fin de obtener con mayor frecuencia una mutante deseada, se desarrollan métodos de

mutagénesis utilizando diferentes agentes causales, entre los mutagenos quimicos, el mas
utilizado es el HNO2
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El cual por desaminacion oxidativa de la citosina (ver figura) puede convertirnos la citosina
en uracilo, cuando eso sucede, en el siguiente ciclo de replicacién la cadena de ADN que
tiene sustituida la citosina por uracilo se origina un par UA en lugar del par CG original. Es
importante considerar que los agentes mutagénicos también pueden afectar la viabilidad de
los organismos expuestos a ellos y esto puede depender de los mecanismos de reparacion
implicitos en el genoma de los organismos . De tal manera que si un organismo posee mas
de una via de reparacion es posible que el efecto letal de un mutageno sea menor que en un
organismo con una sola via de reparacion .

5.- ANTECEDENTES

En nuestro laboratorio se han aislado 210 bacteriéfagos temperados a partir de cepas
clinicas y se construyeron lisdgenas estables y de ellas se distinguieron 19 tipos diferentes,
cuando se probé la inmunidad de lisdgenas a la superinfeccion de todas (25).

Se ha escogido para estudiar a uno de los 19 fagos, pues su liségena mostré un incremento
de cuatro veces en el titulo de aglutinacién con antisuero obtenido en conejo, dirigido
contra PAO1 muerta por calor lo que sugirid que el profago elegido, FIZ15, le causé un
cambio superficial a la liségena a nivel de algin (os) antigeno (s). Para comprobar si el
cambio superficial causado por FIZ15 estaba relacionado con algunas propiedades de
virulencia, se compararon las cepas PAO1 y la PAO1(FIZ15) en relacién a la adhesién a
células bucoepiteliales humanas, sensibilidad al efecto bactericida del suero humano
normal y fagocitosis por macréfagos peritoneales de raton in-vitro. La liségena mostré una
adhesién 1.5 veces mayor que PAOIl a células bucoepiteliales humanas (42); una
sobrevivencia de 6 a 20 veces mayor al efecto bactericida del suero humano a
concentraciones de 75 y 80%, respectivamente (8) y una sobrevivencia 2 veces mayor a la
fagocitosis por macrofagos de ratoén (41). Durante estas pruebas se observé que FIZ15 es
incapaz de formar placas en la cepa PAOL! lisbgena para el fago D3 (fago de referencia
descrito caracterizado y donado por B.W.Holloway) y que este es incapaz de crecer en
PAOI(FIZ15), lo que sugiere que ambos fagos utilizan el mismo receptor. Para comprobar
esta hipotesis se midié la adsorciéon de ambos fagos en cepas PAOI1, PAO1(D3) y
PAOI1(FIZ15), como se esperaba ambos fagos, se adsorbieron en un 90% en 6 min. a la
cepa PAOI1 y ninguno de los dos fue capaz de adsorberse a las otras cepas (1-4% en 6
min.), con lo que queddé demostrado que ambos fagos utilizan el mismo receptor y que
causan conversion lisogénica a nivel del mismo (8). Reforzando esta conclusidn, se obtuvo
una mutante espontanea resistente al fago FIZ15 (cepa PAO1/15), ésta no permitié que se
adsorbieran los fagos D3 y FIZ15, mostr6 ademas una resistencia dos veces mayor a la
fagocitosis, aumenté 10 y 30 veces la resistencia al efecto bactericida del suero humano en
concentraciones de 70 y 80% y una adhesion cuatro veces mayor a células bucoepiteliales
que posee la cepa PAOI1 (1). Los resultados anteriores sugieren que la resistencia a la
fagocitosis y al efecto bactericida del suero y el incremento en la adhesién a células
bucoepiteliales que posee la lisogena PAOI1(FIZ15) se deben al cambio superficial a nivel
del receptor que es el antigeno O, ya que el fago D3 es antigeno O-especifico (40). Se vé
claramente que estos son factores de virulencia importantes ya que facilitan la colonizacién
y posterior invasion sistémica por evasion de lineas de defensa del hospedero.
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Otro de los resultados obtenidos en nuestro laboratorio es que las bacterias lisgenas son
resistentes a estreptomicina con un MIC de 40 microgramos por mililitro de antibidtico a
diferencia de PAO1 cuyo MIC es aproximado a 10 microgramos/ml.

Por tltimo debemos mencionar que gran parte del trabajo de caracterizacién de los
bacteri6fagos, se ha realizado estudiando las modificaciones de las propiedades de su
virulencia, pero consideramos importante que se realice trabajo con otras caracteristicas
propias de los bacteriéfagos en su relacion con las bacterias, entre estas se encuentran: a).-
La cantidad de bacteriéfagos liberados por una bacteria lisada por infecciéon (curva de
eclosion sencilla); b).- La liberacion espontanea de bacteriofagos en un cultivo de liségenas
que crecen a fase estacionaria ; c).- La cantidad de bacteriéfagos que se inactivan al estar en
contacto con algun mutigeno (tasa de mortalidad). Todas las propiedades anteriores no se
han descrito en las variedades mutantes de bacterias.

6.- OBJETIVOS:

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar mutantes del bacteriéfago FIZ15 deficientes en la promocion de la conversion
lisogénica:

Objetivos Particulares.
6.1.- Evaluar de la tasa de mutacién causada por un agente mutagénico, dcido nitroso
(HNO2), por medio de la obtencién de mutantes fenotipicas, cepas que forman placas

claras.

6.2.- Evaluacién de la tasa de mutacion con Etil Metano Sulfonato (EMS) para un caricter
del fago a partir de la obtencion de lisdgenas sensibles a estreptomicina.

6.3- Caracterizar las cepas resistentes a estreptomicina lisgenas y relisogenizadas por
fagos mutantes (criterio de seleccion para mutantes deficientes en la conversién lisogénica).

Para su caracterizacién se calcularon los siguientes parametros comparativos:

6.4.- Tasa de mortalidad (inactivacion fagica) tanto en FIZ15 como en sus mutantes en
presencia de HNO2.

6.5.- Tasas de eclosion del fago FIZ15 y sus mutantes.
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6.6.- Tasas de liberacion espontanea del fago FIZ15 y sus mutantes.

7.- MATERIAL Y METODOS.

7.1.-MATERIAL BIOLOGICO.

7.1.1. CEPAS DE BACTERIAS

PAOI1: Cepa silvestre de Pseudomonas aeruginosa libre de fagos de uso internacional
donada por B. W. Holloway. Monash. University, Australia.

PIZ15*: Cepa lisdgena de Pseudomonas aeruginosa con el fago No. 15 de Iztacala.
(F1Z15)

7.1.2. CEPAS DE BACTERIOFAGOS

FIZ15*: Fago temperado obtenido a partir de una cepa clinica de Pseudomonas
aeruginosa.

CON 1*: Fago temperado obtenido a partir de una lisdgena sensible a estreptomicina.

CON 2*: Fago temperado obtenido a partir de una lisdgena sensible a estreptomicina
independiente a CON 1.

GEN 1*: Fago temperado producido por relisogenizacion del fago CON 1 sobre PAOIL.
GEN 2*: Fago temperado producido por relisogenizacion del fago CON 2 sobre PAOI.

*(Cepas construidas en el laboratorio de Genética de la ENEPI.)
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7.2.- SOLUCIONES Y MEDIOS DE CULTIVO.

CN.: Caldo nutritivo: (Caldo nutritivo BIOXON 8 gr/ml. de agua destilada,
esterilizado 15 min. en autoclave ).

AN.: Agar nutritivo: (CN + agar bacteriolégico 1.5 %).
AS.: Agar suave: (CN + agar bacteriolégico 0.6 %)

BA.: Buffer acido: (Sulfato de magnesio 40 mM., acetato de sodio 0.25 M., ajustado a un
pH 4.25 y esterilizado en autoclave durante 15 min.).

NaNO2.: Nitrito de sodio 35 mg/1 preparado en agua estéril

SM.: (0.5 gr. de gelatina, 5.85 gr. de cloruro de sodio, 480.5 ml. de agua
destilada, ajustado a pH 7.4, esterilizado en autoclave y adicionado con 4.5 m! de
tris 0.1M. pH 7.4 y 2.5 ml. de Sulfato de Magnesio 1M., ambos esterilizados).

EMS.- Se prepard una solucién al 5% volumen a volumen de EMS (Sigma Chemical
Prdocuts) en buffer de Tris 1.0 M pH 7.4

7.3.- OBTENCION DE LISADOS FAGICOS.

En 10 ml. de CN. se suspendieron 0.5 ml. de cultivo (bacteriano PAO1) crecido toda la
noche (T/N) de y 0.1 ml. de stock del fago FIZ15. Se incubaron con agitacién hasta lisis (3
a 4 horas). Una vez lisadas las bacterias, se centrifugaron a 15,000 rpm. en microfuga
Eppendorff durante 5 min. Se decantd el sobrenadante en tubos estériles y se conservd a 4
grados centigrados.

7.4.- TITULACION DE LISADOS

Una vez centrifugados y decantados en tubos estériles, se realizaron 8 diluciones 1/10 en
SM seriadas y se plaquearon sélo las 3 ultimas diluciones: 0.1 ml. de cada una de éstas con
0.1 ml. de cultivo crecido T/N de PAO! y 3 ml. de AS fundido y mantenido a 48 grados
formando un tapiz sobre una caja de AN, Se incubé a 37 grados centigrados y se contd el
numero de unidades formadoras de placa (UFP). El titulo se obtuvo aplicando la
siguiente formula:

UFP/ml. = No. de placas X 10/ factor de dilucién.



7.5.- MUTAGENESIS CON ACIDO NITROSO.

Se mezclaron 9 volimenes de BA, un volumen de NaNOz fresco y un volumen del stock
del fago con titulo alto (1 E 8). Se incubd en reposo a temperatura ambiente (TA) y se
retiraron alicuotas a los 10, 20, 30 y 40 min., Estas se diluyeron 1/10 en SM + Tris a pH
7.7y se agitaron rapidamente para detener la reaccidn. Se diluy6 adecuadamente en SM y
se titularon sobrevivientes (fagos con capacidad infectiva).

7.6.- MUTAGENESIS CON EMS

Se crecieron bacterias hasta una densidad de 2 E8 / ml. en agar nutritivo, se centrifugaron y
resuspendieron en la mitad del volumen original en un medio que contenia 0.2 M de Tris
pH 7.5, se agregaron 0.03 ml. de solucién de EMS se mezclo vigorosamente e incubd con
aereacion a 37°C durante 1 a 2 hrs. Finalmente se diluyd la suspension 10 veces y se
analizaron los resultados de la mutagénesis de acuerdo al método de seleccion.

Se escogieron candidatas sensibles a estreptomicina haciendo réplicas en cajas con 40
pg/ml del antibidtico y sin antibiético. Las candidatas a presentar deficiencia en conversion
crecieron solamente en la caja sin estreptomicina.

7.7.- AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE UN BACTERIOFAGO

Después de obtenida la mutagénesis, se seleccionaron las placas claras, se picaron con
palillo estéril y se rayaron en una caja de AN, agregando 3 ml. de AS, se incubaron a 37
grados centigrados, se repitié dos o tres veces.

7.8.- METODO PARA LA OBTENCION DE LA CURVA DE
ECLOSION SENCILLA DEL FAGO FIzZ-15.

Se crecide la bacterta PAOL en C.N. a 37 grados centigrados hasta alcanzar la D.0.(590)=
0.4, el cultivo se infectd con FIZ-15 a una mdi=0.01 permitiendo la adsorcion en reposo a
temperatura ambiente posteriormente el cultivo se centrifugé a 5000 R..P.M., 5 min. para
eliminar el fago no adsorbido, la pastilla se resuspendié en 1 ml. de C.N., incubandose a 37
grados centigrados con agitacidn, se tomaron alicuoctas a diferentes tiempos, se diluyeronn
y se plaquearon sobre bacterias sensibles.
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8.- RESULTADOS.

8.1.- MUTAGENESIS CON ACIDO NITROSO.

Para probar que el ensayo de mutagénesis funciono eficientemente elegimos un caracter
fenotipico facil de observar, placas claras, evaluamos el indice de mutacion espontanea y el
indice de mutacion después de exponer los fagos al acido nitroso. Como se puede observar
en la tabla 1.

TABLA 1.- INDICE DE MUTACION.

Tiempo Numero de Titulo original indice de
mutantes claras mutacién(min)
0 0 42¢e10 n.d
10 2 42e10 47e -11
20 12 42e10 28e-10
30 13 42e10 3.0e-10
40 16 42e10 3.8e-10

DEl indice de mutacidén espontinea para mutantes claras no pudo ser determinado ya que
no se obuvieron placas claras entre las cajas buscadas. Cuando mutagenizamos, el indice
obtenido a los 10 min fue de 4.7 € -11, éste aument6 un orden de magnitud y fue muy
similar a los 20, 30 y 40 minutos, alrededor de 3.3 e -11 (+,- 0.5). El indice de mutagénesis
a los 20 minutos, fue 6 veces mayor que el observado a los diez min. Y no hay variacion
significativa del mismo a los 30 y 40 min. por lo anterior dedujimos que 20 minutos es el
tiempo Optimo para mutagenizar con acido nitroso .
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8.2.-RESULTADOS DE MUTAGENESIS CON EMS

Se picaron 10 e 4 placas con liségenas y se obtuvieron 20 candidatas que no crecieron en €l
medio con estreptomicina, sin embargo al resembrarlas, 18 de ellas revertian y volvieron a
crecer en medio con antibidtico . Las dos candidatas restantes no lograron crecer en medio
con estreptomicina y fueron denominadas CON1 y CON2.

Por lo tanto el indice de mutacién para la pérdida de resistencia a estreptomicina fué 2e-4,
que es mucho menor que ¢l correspondiente a placa clara.

Se relisogenizé PAO1 con el fago derivado de CONI1 a esta cepa le nombramos GEN1 y a
la cepa relisogenizada con el fago derivado de CON2 se le denominé GEN:.
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8.3.-CALCULO DE LA TASA DE "MORTALIDAD" (INACTIVACION
FAGICA).

Curva de mortalidad (inactivacion fagica).

Toda vez que los agentes quimicos no son s6lo mutagénicos sino también son causantes de
"muerte” (inactivacién fagica), registramos la tasa de mortalidad para las 5 cepas de fagos;
FIZ15, CON1, CON2, GEN1 Y GEN2, obteniendo los siguientes resultados:

TABLA 2.- CURVA DE MORTALIDAD (INACTIVACION FAGICA)

Tiempo FlZ15 Con1 Con2 Gen1 Gen2
0 42e10 [ 187e10 | 7.06e10 | 1.9e11 | 2.14 e 11
10% 17% 21% 19% 21%
10 46e9 3.3e9 15e10 | 36e10 | 45E10
32% 21% 20% 20% 16%
20 15e9 72¢e8 24e9 72e9 7.3e9
20% 21% 21% 18% 21.6%
30 3.1e10 14e7 51e8 1.3e9 1.58e8
17% 17% 8% 18% 17%
40 53eb6 24eb6 91e7 245e8 27e7
17% 17.8% 18% 18% 17%
M= -0.1604 -0.1647 -0.1668 -0.17 -0.1669
R= 99.14 99.94 99.94 93.51 99.90
OComo se puede observar en la tabfia anterior, existe una relacion lineal entre el

porcentaje de mortalidad y el tiempo, el cual corresponde aproximadamente al 16.6% (x
0.6%) cada diez minutos . Para validar estos resultados se realizaron regresiones lineales
cuyo coeficiente de regresion fue para FIZ15 R= 99.14%, CON1 99.94%, CON2 99.94%,
GENI1 93.51% y GEN2 99.94%, es decir muy cercano a uno por lo que podemos concluir
que la mortalidad de todas las cepas fagicas con respecto al mutageno fue la misma.

Esto se puede obwervar graficado en la figura 2 curva de mortalidad (inactivacion fagica)
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Para continuar con la caracterizacion de las cepas realizamos ensayos de eclosién sencilla

como se describié en métodos , los resultados se anotan en la tabla 3

figura 3.

TABLA 3.- ECLOSION SENCILLA

y se grafican en la

Tiempo P1Z15 CON1 CON2 GEN1 GEN2
0 1.3e5 58e5 1.21e4 50e5 114e5
15 1.1e5 56eb 1.30e 4 32e5 149e5
20 25e5 1.0e6 210e4 46eb5 250eb5
30 14e6 59e6 1.00e5 1.5e6 1.50e6
35 36e6 1.0e7 220e5 | 40e6 3.30e6
45 12e7 3.1e7 580e5 12e7 1.00 e7
60 14e7 3.7e7 1.20e 6 1.5e7 1.30e 7

OComo se puede observar existe un crecimiento poblacional estable en los primeros 20
minutos (se puede decir que no se han liberado fagos) a partir del minuto 20 y hasta los 40
minutos, el crecimiento de la poblacién observa un comportamiento exponencial, al llegar a
este tiempo se inflexiona la curva y se observé un comportamiento estable hasta los 75
minutos realizando el cdlculo directo, podemos decir que FIZ15 libera 106 fagos/bacteria,
CON1 63 fagos/bacteria, CON2 100 fagos/bacteria, GEN1 50 fagos/bacteria y GEN2 118
fagos/bacteria. Es interesante destacar que la mutante CONI1 y su derivada GEN1, tienen
un comportamiento diferente a FIZ15 ya que liberaron 55 10 fagos bacteria a diferencia
de los 100 liberados por la cepa FIZ15, en tanto que la mutante CON2 y su derivada
presentan un crecimiento similar a esta.
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Con el fin de validar el modelo de crecimiento poblacional se introdujeron los datos en ¢l
programa de transformacién logistica, disefiado por Stats Graphics, este programa mostrd
que el modelo es adecuado como lo indican los coeficientes de regresion de la tabla 4A..

TABLA 4.- TRANSFORMACION LOGISTICA.

Minutos YFIZ15 YCONI YCON2 YGENI YGEN2
0 4.673133 4.142587 4.59512 3.899275 4.773209
15 4.548618 4.178227 4.52262 3.833386 4.502862
20 4.01458 3.586293 4.036345 3.460969 3.977811
30 2.166094 1.665466 2.406945 2.20534 2.08774
35 0.4173 0.996949 1.504077 1.021551 1.138221
45 -1.74297 -1.6257 0.082692 -1.35028 -1.02165
60 -4.94164 -5.9135 -4.78749 -3.07577 -4.91533
75 -4.24133 -5.9135 -4.085998 -7.31986 -4.90527

OTABLA 4 A .- COEFICIENTES DE REGRESION

cepa Coeficiente
FIZ15 90.60
CON1 92.01
CON2 90.21
GENI1 96.35
GEN2 93.06

8.4.-LIBERACION ESPONTANEA DE FAGOS

O

(QPara concluir esta fase de caracterizacién evaluamos la tasa de liberacion espontanea de
cada una de nuestras cepas fagicas , cuyos resultados se presentan en la tabla 5, en ella

podemos notar que la lisdgena PIZ15 libera de 1 a 6 fagos de cada 100 liségenas, la

liségena CONT1 libera un fago de cada 116 bacterias y su derivada GEN1, libera un fago de

cada 153 bacterias, por otra parte las liségenas CON2 y su derivada GEN2 liberaron de 6 a

10 fagos cada 100 bacterias lo que nos sigue indicando que son similares a PIZ15.
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TABLA 5.- PORCENTAJE DE LIBERACION ESPONTANEA DE
FAGOS A PARTIR DE LAS LISOGENAS PIZ15, CON 1, CON 2,

GEN1Y GEN 2.

cepa Titulo de bacterias Fagos liberados % de fagos liberados
PIZ15 20e9 20e7 1.00
56e9 1.0E7 0.18
3.7¢9 20e8 6.20
CONI1 3.0e9 35e7 0.90
4.0 e9 7.0e7 10.0
CON2 1.5¢9 1.3e8 8.6
1.0e9 1.0e8 10.0
GENI1 45e9 33e7 0.73
3.5e9 20e7 0.57
GENZ2 1.5¢9 9.6e7 6.4
98¢8 98¢e7 10.0
9.-DISCUSION

OEn el presente trabajo hemos caracterizado al bacteriofago FIZ15 estudiando las
propiedades constantes de la relacién Bacteriofago-Bacteria, a diferencia de los trabajos
precedentes, realizados en el laboratorio de Genética de UMF, en donde se centré el interés
en la modificacion de las propiedades de virulencia presentada por las liségenas.

Con la determinacién del aumento en el indice mutagénico causado por el HNOa2,
observamos que no aparecieron espontaneamente variantes claras y no fue hasta que se
utiliz6é el mutageno que éstas aparecieron a una frecuencia de 4.7 e -11; cuando aumenté el
tiempo de accion del mutdgeno, también aumentd la frecuencia de mutacién en un orden de
magnitud pero se estabilizé una vez alcanzada esta frecuencia, con ello se obtienen los
tiempo Optimos de accidén del mutageno.

Para el caso de la mutagénesis con EMS, por ser realizada directamente sobre las bacterias
liségenas, la evaluacién con base en nuestro método de seleccién correspondié a 2 e -4.

Respecto a la diferencias propias de los bacteriéfagos mutantes con respecto al silvestre, la
curva de mortalidad (inactivacion fagica) causada por el HNOz , es practicamente idéntica
en el silvestre y las variantes, como lo muestra la figura 3 , esta mortalidad concuerda con
la reportada para el bacteriéfago lamda cuando es sometido a mutagénesis con HNOz.

El crecimiento de todas las cepas fagicas es el tipico crecimiento de fagos, caracteristico de
cualquier curva de eclosidn sencilla, sin embargo la cantidad de fagos liberados por bacteria
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curva de mortalidad (inactivacion fagica) causada por el HNOz , es practicamente idéntica
en el silvestre y las variantes, como lo muestra la figura 3 , esta mortalidad concuerda con
la reportada para el bacteriéfago lamda cuando es sometido a mutagénesis con HNOz,

El crecimiento de todas las cepas fagicas es el tipico crecimiento de fagos, caracteristico de
cualquier curva de eclosidn sencilla, sin embargo la cantidad de fagos liberados por bacteria
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fue diferencial para las distintas cepas: FIZ15 liberé 106 fagos / bacteria en tanto que
CONI1 soélo libero 63 fagos/bacteria, un 59% tomando a FIZ15 como referente del 100%.

El valor de CON1 superé las desviaciones correspondientes al promedio de experimentos
con FIZ15 que oscilaron entre el 5% y el 15% por lo que se puede concluir que el fago
mutante obtenido de la liségena PAOI(CONI1) es diferente en esta propiedad, cosa que no
sucede con el fago mutante derivado de la cepa PAO1(CON2) en el cual, la produccion de
100 fagos/bacteria esta dentro del rango de desviacion que presenta FIZ15.

Decimos que la propiedad de eclosidon fue una constante porque al relisogenizar y obtener
las cepas PAOI(GEN1) y PAOI1(GEN2) el comportamiento fagico conservé la
caracteristica anotada, es decir para GEN1 55 fagos /bacteria, en el rango de CON1 y
diferente de la cepa FIZ15 y para GEN2 118 fagos/bacteria, en el rango de FIZ15 y CON2.

Los resultados mostrados en la tabla 5 sugieren lo siguiente, en tanto la variacidén para la
liberacién espontdnea de fagos es amplia en la cepa PIZ15 oscilando de 0.18% al 6.2% las
mutantes presentaron esta caracteristica restringida de tal suerte que la cepa PAO1(CON1)
y su derivada PAOI(GEN1) libera espontdneamente una cantidad de rango menor al 1%.

En tanto que las cepas PAOI(CON2) y su derivada PAOI(GEN2) liberaron
espontidneamente una cantidad dentro del rango del 6% al 10% , se podria sugerir que se
debe a que éstas ultimas pueden liberar mas fagos por bacteria espontaneamente en cada
una de las cepas, en las bacterias PAOI{CON2) y PAO1(GEN2) obtuvimos un nimero
mayor que en las bacterias PAOI(CON1) y PAOI(GEN1).

10.- CONCLUSION.

El presente trabajo ha sido el punto de partida para una linea alternativa en la
caracterizacion de bacteridfagos, en donde pretendimos conocer el sistema fago-bacteria, en
relacion con sus propiedades.

Caracterizar la apariciéon de mutantes para diferentes genes de los fagos, nos permitira
conocer la posible importancia de estos genes en el sistema fagico, hasta ahora pensamos
que una propiedad relacionada con la virulencia de la lis6gena, hacia un sistema organico
mayor, resistencia a antibidtico; es tan importante como el sistema de mantenimieno del
fago en el interior de la baceteria sin lisar a la bacteria (virulencia fagica).

Observamos que las mutaciones pueden también afectar la produccion de fagos por
bacteria, (curva de eclosion sencilla), o bien la diferencia en la produccién espontanea en
un sistema de liségenas.

Continuar estudiando el comportamiento de las poblaciones de liségenas nos permitiria
probablemente modelar el posible origen y evolucion de la relacién, tema que nos parece
que no hemos abordado.
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