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RESUMEN

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria patégena oportunista
para humanos. Su virulencia es compleja debido a que se trata de
un microorganismo invasivo y toxigénico. La adhesidn es un
importante factor de virulencia ya que permite a 1l1la bacteria
colonizar al hospedero para después causarle enfermedad. Se ha
reportado que la adhesidén de P aeruginosa a células
bucocepiteliales humanas estd mediada por 1los pili (fimbriaed
bacterianos y ocurre mediante un proceso independiente de energia
52).

En trabajos anteriores (1,50) hemos reportado que el
bacteridfago FIZ 15, aislado de una cepa clinica de P aeruginosa,
le confiere a su lisdégena un incremento significativo en la
adhesidén a células bucoepiteliales humanas mediante un mecanismo
que requiere energia. En el presente trabajo reportamos los
resultados que hemos obtenido al probar el efecto del sodio,
fosfato y potasio (a 0,1, 10.0 y 50.0 mMD en 1la adhesidén de P
aeruginosa a células bucoepiteliales humanas. El sodio
précticamente no tuvo efecto sobre la adhesidn en tanto que el
fosfato la incrementd ligeramente Calrededor del 20% a 10.0 y 50.0
mD . El potasio increments grandemente la adhesidn (180% a 10.0
mM y 200% a 50.0 mMD. Para que el potasio ejerza su efecto
estimulatorio requiere que las bacterias se encuentren activas

metabdlicamente ya que al medir la adhesién de bacterias muertas



por irradiacién con luz ultravioleta, el ndmero de bacterias
adheridas por célula bucoepitelial humana en presencia de KCl 50.0
mM, es muy similar al que se obtiene con bacterias vivas, o
irradiadas, en ausencia de potasio.

Estos resultados nos permiten concluir que el potasio estimula
la adhesidén de P aeruginosa a células bucoepiteliales humanas y
que para ello requiere gque las bacterias se encuentren
metabdlicamente activas, probablemente para que el idén sea
transportado activamente. Queda por aclarar cudl es el mecanismo
de accidén del potasio.



INTRODUCCION

Pseudomonas aeruginosa es un bacilo Gram—-negativo, no
esporulado que mide 1-4 micras de longitud por 0.5-1 micras de
didmetro, es aerobio y su t.eanitura Sptima es 37°C, aungue puede
crecer tanto a S como a 42°c. es patégeno oportunista, mdévil por
la presencia de un flagelo polar (35); es responsable de entre el
10 al 20% de las infecciones nosocomiales (6).

Pseudomonas aeruginosa crece en forma de microcolonias
cubiertas por un moco de naturaleza po.lisaélrida Calginato), esto |
hace posib.le‘ que la bacteria se adhiera a superficies del suelo o
bien se mantenga en las superficies de aguas dulces o marinas
aa).

Pseudomonas aeruginosa presenta gran capacidad de crecer casi
en cualquier medio ambiente hdmedo; sus hdbitats fundamentales
son el suelo y el agua; el éxito de este microorganismo para
crecer en diversos ambientes se debe a sus minimos requerimientos
nutricionales; tiene 1la habilidad de metabolizar mids de 76
compuestos orgdnicos diferentes (35, 38).

En Pseudomona; ceruginosa la fuente de infeccidn es el ser
humano enfermo o portador Cintestinal o cutédneo), puede
transmitirse de persona a persona o de tejido a tejido; se le ha
encontrado en soluciones fendlicas dilufdas, soluciones

oftd4lmicas, jabones de hexaclorofeno, aparatos de succidn,



Jeringas, catéteres, sondas, respiradores, termémetros, es capaz
de reproducirse adn en agua destilada (33, 3%.

Entre las enfermedades cama&s por Pseudomonas aeruginosa,
podemos citar, entre otras, a las infecciones pulmonares en
pacientes con fibrosis quistica, septicemia en pacientes
grlnulocitopdnlcos,. endocarditis en los adictos a la heroina,
queratitis en personas que utilizan lentes de contacto, sepsis en
pacientes con quemaduras, etc. (33).

Casi todas las cepas de Pseudomonas aeruginosa aisladas de
pacientes hospitalizados presentan resistencia a uno o a varios
antibiéticos que son usualmente activos contra la mayoria de las
bacterias patégenas; dicha resistencia estd conferida por la
presencia de elementos extracromosémicos llamados plasmidos (37);
también es frecuente que las cepas resistentes a antibidticos
posean resistencia a metales (mercurio, teimito, arsenato,
cromato, cadmio (9, 34, 486).

¢ Es importante mencionar también que la frecuencia de cepas
liségenas (portadoras de profagos) en cepas clinicas, es cercana
al 100%; en otras bacterias la frecuencia de lisdgenas es baja;
Escherichia coli, por ejemplo, tiene una frecuencia aproximada de
10%, y se ha demostrado también, que la prosgnc.l. de profagos
Cpuede ser uno © mis) en las cepas puede modificar algunas
propiedades de virulencia mediante conversidn lisogénica (23,47).
La conversidn lisogénica se produce cuando uno o© més genes del

profago introducido confieren - nuevas propiedades al hospedero.



Para Pseudomonas aeruginosa se ha reportade un ejemplo de
conversidn l‘lsogén.ica, producida por el fago D3 que causa cambios
en el antigeno “0"; este fago impide que las cepas lisogenizadas
sean capaces de adsorber a fagos homSlogos, disminuyendo la
fagocitosis y muerte de las lisdgenas por macrdéfagos de ratén in
vitro €22).

La virulencia bacteriana generalmente se define como la
capacidad que tienen 1las bacterias para multiplicarse en un
hospedero y producirle enfermedad (o inclusoc la muerted (37).

Algunos factores de virulencia bacteriana son toxinas
extracelulares producidas por organismos no invasivos, tales como
Vibrio cholerae y Corynebacterium diphteriae, la virulencia de
estas bacterias, depende de los mecanismos y sitios de accidén de
sus respectivas toxinas (37).

La virulencia de Pseudomonas aseruginosa es muy compleja, ya que
se trata de un microorganismo invasivo y toxigénico, capaz de
causar cuadros clinicos muy variados, predominando las infecciones
urinarias, ©6ticas, oculares, de heridas quirdrgicas y de
gquemaduras (49),

Pseudomonas aeruginosa produce varias substancias
extracelulares que han sido relacionadas con su virulencia, entre
ellas cabe mencionar a la EXOTOXINA A letal para ratones, la cual
es un sclo polipéptido con un PM de 66 Kd. que inhibe la sintesis
de proteinas por ADP-Ribosilacidén del factor de alargamiento

2 (EF=-2) requerido para el paso de translocacidén durante 1la



sintesis proteica (36, 7, 31).

Relacionadas también se encuentran a la PROTEASA ALCALINA y una
ELASTASA que han sido implicadas en la produccién de hemorragias
en drganos internos, especialmente en los pulmones (28) y
probablemente son las responsables de la destruccién del tejido
corneal en infecciones oculares producidas por este microorganismo
«©2? Aproximadamente el 85X de las cepas clinicas de P
agruginosa producen elastasa (53) la cual es una proteasa neutra
que contiene zinc y es sensible a quelantes de metales (S4) 1la
elastasa 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 (24 La
elastasa purificada inactiva a los factores C1, C3, C5 , C8 y Co
del complemento in vitro, por lo que quizd4 inhibe el movimiento de
los leucocitos polimorfonucleares al sitio de inflamacién y
disminuye su actividad fagocitica (43).

Cicmanec y Holder (10) han demostrado in vitro que la produccién
de proteasas extracelulares por P aeruginosa correlaciona
inversamente con el tiempo de generacién del microorganismo en
extracto de piel quemada de ratén; es decir, a mayor produccidén de
proteasas, menor tiempo de generacidén y »vicevarsa.v Estos
investigadores han sugerido que los nutrimentos que obtendria P
aeruginosa por proteolisis de piel quemada in vivo facilitarfan el
crecimiento de la bacteria hasta el nimero critico de 105 células

por gramo de tejido que se ha reportado como necesario para



invasién sistémica C40).

P aeruginosa produce también dos hemolisinas: un GLICOLIPIDO
termoestable ‘y una FOSFOLIPASA termoldbil, esta dltima también
1lamada FOSFOLIPASA C, es una proteina de 78 Kd (1i) gque cataliza
la hidrdélisis de la Fosfatidilcolina (el componente principal del
surfactante pul-onar) en Fosforilcolina y Diacilglicerol. Se ha
sugerido que la combinacién del Glicolipido hemolitico y 1la
Fosfolipasa C puede producir efectos citopdéticos considerables en
los pulmones de los pacientes con infecciones de estos drganos
32).

El Glicolipido parece favorecer la actividad de la Fosfolipasa
actuando como detergente para solubilizar a los fosfolipidos (28).

Ambas hemolisinas son producidas durente la fase estacionaria
en medios de cultivo con bajas concentraciones de fosfato pero son
reprimidas en medios con alto contenido de fosfato (20,26).

Se ha demostrado también que la Fosfolipasa C es muy activa
sobre los fosfolipidos presentes en células eucaridnticas
(fosfatidilcolina, lisofosfatidilcolina y esfingomielina) y casi
no tiene actividad sobre los fosfolipidos que forman parte de las
membranas de las células procaridnticas (fosfatidiletanolamina,
fosfatidilserina y fosfatidilglicerol) (5).

Por dltimo el ALGINATO y la LEUCOCIDINA han sido mencionadas
como substancias coadyuvantes a la virulencia de P aeruginosa; el
ALGINATO es la substancia mucoide que elaboran algunas cepas de

origen clinico, particularmente las aisladas de pacientes con



fibrosis quistica (5%. El Alginato es un exopolisacaérido
constitufdo principalmente por &cido manurdnico y écido gulurdnico
(8) que hace a la cepas presentar una morfologia colonial muy
mucoide; y segdn algunos investigadores (45), el Alginato inhibe
las actividades fagociticas de los leucocitos.

La LEUCOCIDINA es una proteina de 27.5 Kd, termoldébil y
activable por tripsina; tiene accién destructiva sobre los
leucocitos pero no sobre los gldbulos rojos (41,42).

Uno de los factores primarios de virulencia bacteriana, es la
adhesidén y colonizacién de bacterias a un sitio del hospedero,
cominmente a células epiteliales. Mediante la adhesidn 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 (32).

La adhesidén bacteriana es el resultado de la asociacién entre
moléculas especificas de las superficies bacterianas (adhesinas) y
receptores superficiales en las células del hospedero, que sirven
como estructuras adhesivas complementarias (4).

Las adhesinas son pili (fimbriae> de la superfi’clo de las
bacterias Gram-negativas y son fimbrillas de la superficie de las
bacterias Gram—-positivas. Los pili son polimeros de proteinas,
compuestos de subunidades idénticas, unidas por puentes de
hidrdgeno o por interacciones hidrofdébicas. Las subunidades
tienen un PHM de 8000 a 26000, estén formadas en un S0% por

aminodécidos no polares y su punto isoeléctrico oscila entre 3.7 y



8.6 (4).' En cuanto a los receptores celulares para las bacterias
patdgenas, éstos contienen carbohidratos en su mayorfa, a veces es
un solo residuo el responsable de la adhesién y otras veces son
cddenas de oligosacdridos.

Actualmente se conocen tanto las adhesinas como los
receptores de algunas bacterias; E coli, por ejemplo, tiene una
adhesina identificada como fimbriae tipo I, mientras que el
receptor implicado es el carbohidrato D-Manosa (4); para P
aeruginosa se sabe que tiene una adhesina del tipo fimbriae,
mientras que se desconoce la naturaleza del receptor.

Las condiciones de cultivo de los microorganismos modifican
considerablemente la produccidén de adhesinas; algunos pueden
sintetizar mds de una adhesina que puede tener una funcidn
especifica en algin momentc de su ciclo de vida Caunque no
necesariamente en el hospedero) (15,16).

Existe una gran variedad de modelos experimentales (18) para el
estudio de la adhesidén de organismos patégenos; entre ellos
podemos mencionar a los siguientes:

a) Adhesidn de microorganismos en suspensidn a una gran variedad
de tipos celulares.

b) Adhesidén a monocapas de células epiteliales hechas a partir de
explantes.

c) Adhesidén a bordes de cepillo de intestino.

d) Adhesidén a membranas celulares.

e) Utilizacidén de mutantes no adhesivos bien caracterizadas.



f) Adhesidn a superficies inertes (vidrio y acerod.

g) Hematoaglutinacidn.

h llcroscop.lh dptica y electrdnica.

1) Adhesidén utilizando inhibidores especificos de 1l1la adhesidn,
como carbohidratos, lectinas y anticuerpos especificos.

Los criterios considerados para la utilizacién de umo u otro
modelo varfang pero podemos afirmar que ia adhesién puede ser
cuantificada y el sistema puede manipularse para asi, identificar
los mecanismos fisicoquimicos y aislar las moléculas involucradas.

En el presente trabajo, se utilizé el modelo de adhesidén usado
por Woods y col. (52); aunque con algunas modificaciones (por
ejemplo, el cambio del Buffer utilizado de PBS pH 7.2 a Tris pH
7.2.

Existen evidencias que demuestran la preferencia de las
bacterias para adherirse especificamente a ciertos tipos de
tejidos y no a otros; se cree que este tropismo estd determinado
en gran medida por la distribucién de las adhesinas de 1la
superficie bacteriana y los receptores en los diferentes tejidos
(18,25); también se dice que hay especificidad de especies; es
decir, gque ciertas cepas bacterianas solo pueden colonizar
determinadas especies, por ejemplo, podemos citar entre otras a :
las infecciones gonococales que estdn limitadas a humanos; las
1ntocc1.onos dlarr‘lcas por E coli (K 88) exclusivas de cerdos; ¥y
las infecciones por estreptococos del grupo A que solo se
presentan en humanos (30, 44).

I0



ANTECEDENTES

lhclontom‘nto se ha reconocido que la adhesién es un importante
determinante ecoldégico en la colonizacidén de sitios especificos en
plantas y animales,y, en particular, un importante primer evento
en la patogénesis de infecciones bacterianas en animales y
humanos (18).

Uno de los primeros en considerar a 1la adhesién bacteriana
experimentalmente, fue Guyot en 1908 (18); reporté estudios sobre
adhesidn bacjterim a eritrocitos humanos.

En 1960 Duguid y col. (i13), demostraron que la adhesidén de
varios géneros y especies de bacterias Gram-negativas a
eritrocitos y a células epiteliales intestinales, es sensible a
Manosa.

Sin embargo, el estudio de 1los mecanismos de adhesidén
bacteriana, no comenzé hasta hace 12 afios, cuando Gibbons y
col.(17), empezaron a reportar una serie de estudios, que
mostraron la naturaleza selectiva por varios nichos en la adhesidén
bacteriana a cavidades orales y superficies dentales.

En 1980 Woods y col. (52), reportaron que los pili o fimbriae
de P aeruginosa son fundamentales para la adhesién de ésta a
células bucocepiteliales humanas; realizaron una serie de
experimentos, en los cuales demostraron que las bacterias que
habfian perdido los pili (tratadas con calor a 100 by por 2 h),
decrecieron significativamente en su capacidad de adhesidn;

contrastando con el hecho de que las bacterias que conservaron sus

I



pili (-nrm por irradiacién con luz UV), segufian conservando
intacta su capacidad de adhesidn; perc mis importante es adn el
hecho de que }con sus experimentos, establecieron que el proceso de
adhesion -dxado por los pili en P aeruginosa no requiere energia;
ya que las bn:ctorin muertas por irradiacidn con UV, continuaron
adhiriendose (lo anterior era de esperarse, ya que el tratamiento
con UV no afectd a los pilid.

En 1887, Arce, G. y col. (1), encontraron que el fago FIZ 15,
aislado de una cepa clinica de P aeruginosa, provocd un aumento
significativo en la adhesidn de la cepa PIZ 15 (lisdgena para el
fago FIZ 18) a células bucoepiteliales hunnn# Cesto con r:specto
a la cepa control PAOi, libre de fagos); demostrando ademis, que
el bact.orlora:go FIZ 1S aumenta la adhesién de 1la 1lisdégena a
células bucocepiteliales humanas mediante un mecanismo, adicional
al ya descrito (mediado por los pilid, que requiere energia (50
51).

Es proMo que existan dos componentes superficiales, ademds
de los pili, que contribuyen a aumentar la adhesidén de Pseudomonas
aeruginosa a celulas bucoepiteliales humanas: uno dependiente de
energia y otl;‘o independiente. Alteraciones en cualquiera de ellos
afectan al receptor para FIZ 1S, 1la energia requerida para
incrementar la adhesidn quizd puede ser utilizada para el
transporte activo de cationes, que pudieran favorecer la
adhesidn (50).

Partiendo del hecho anteriormente citado, nos propusimos

I2



investigar lfa participacidn de los iones sodio, fosfato y potasio
en la adh.si#n de P aeruginosa a células bucoepiteliales humanas
con el propésito de profundizar en las interpretaciones sobre la

adhesidn .l#htﬁdl que se presenta en la lisdgena PIZ 185.

I3



OBJETIVOS PARTICULARES

Investigar si los iones Sodio, Potasio y Fosfato tienen efecto

en la adhesidn de P aeruginosa a células bucoepiteliales humanas.

Determinar el pH dptimo de adhesidn de P aeruginosa a células

buccepiteliales humanas.
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MATERIAL Y METODOS
I.~ Material Bioldégicos
Se utilizaron las siguientes cepas de Pseudomonas aeruginosa:

* PAO!# Caracterizada Genética y Bioquimicamente y de wuso
1nternaclonai, C(libre de fagos). Donada por el Dr. B.W.
Holloway, l(ohash, University. Australia.

*= PIZ 15; Liségena de la cepa PAO1 (contiene el profagoe FIZ
15),constru£& en el laboratorio de Genética de la U.M.F. de la
E.N.E.P. Izt;cala.

* PAO#AS: Cepa PAO1 resistente a la infeccidén por el fago
FIZ 15, también obtenida en el laboratorio de Genética de 1la

E.N.E.P. Iztiica.la.

II.- Soluciones y Medios de Cultivo:

* So.l;‘x:idn Buffer Tris C(hidroximetilaminometano, Merck);100
mM, con pH que va desde 7.2 hasta 9.8B.

L Solij.lcldn de Tripsina 2.5 uéml. en Tris pH 7.2.

* Solt?x:idn de Eritrosina B al 0.4% en Tris pH 7.2.

* Azui de Metileno al 0.4% en Tris pH 7.2.

* C. &:. C.P. (Carbonilcianuro-metaclorofenilhidrazona) 50
ugs/mi, 7S5 pg/‘l en Etanol absoluto.

* Kd i.0mM, 10.0mM, 50.0mM en l-lzo bidestilada estéril

- N‘cl " [0 " "

& Naem4 " - " "
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& TSA C(Agar de Soya y Tripticasa) 30 gr de caldo de soya y
tripticasa y 15 gr de agar bacterioldgico (Bioxdén) en 1 1lt. de l-lao
destilada.

& AN CAgar nutritivo) 8 gr de caldo nutritive y 15 gr de
agar bacterioldgico (Bioxdn) en 1 1lt. de Hzo destilada.
Todas las soﬁluc:l.oms y medios de cultivo fueron esterilizadas

en autoclave a 1S lbs/pulga y 121 °C durante 15 min.

III.- Ensayo de adhesidn:
a) Obtencidn de Bacterias.

Bacterias frescas (crecidas durante 18 hrs. en caja en TSA), se
lavaron 3 veces por centrifugacidn (15000 rpm, centrifuga
Eppendorf) en Buffer Tris durante 3 min. Posteriormente se
ajustaron a una Densidad Optica de 0.2-0.3 a 500 nm.
Caproximadamente 2.0 X 10° bacterias/ml.)

b) Obtencidn dg las Células Bucocepiteliales Humanas.

La obtencidén fué por donacidn voluntaria de personas sanas por
medio de raspado vigoroso, con hisopos estériles,del carrillo
bucal, sin tocar superficies dentales. Las células se lavaron 3
veces por centrifugacidn (1580 x g en centrifuga clinica), para
eliminar las bacterias indigenas, en solucién Buffer de Tris

4

durante 10 nln;, ajustadas a 2.5 X 10 células/ml. Después de

contarlas en una cdmara de Newbauer.
c) Adhesidn in vitro.

(<]

2.0 X 10" bacterias/ml. y 2.5 X 104 células/ml. se mezclaron en

1o



i mli de Buffer Tris y se incubaron a 37 °C durante 2 hrs, en una
incubadora cor:t agitacidn a una velocidad de 30 rpm; después de la
incubacidn se realizaron 3 lavados més para eliminar las bacterias
no adheridas; en el segundo lavado se les agregéd una gota de
Eritrosina B al 0.4% (con objeto de teifiir a las bacterias). Al
término de los lavados, se obtuvieron frotis y se agregaron S
gotas de Azul de Metileno al 0.4X incubandose 5 min. C(con la
finalidad de tefiir a las células), se elimind el exceso de
colorante con Hao bidestilada y se observaron al dcfoscoplo
6ptico Carl Zeiss. a 400 X y 1000 X para contar las bacterias
adheridas a 50 células tomadas al azar.

Los iones (NaCl, Nazl'lPo‘, KCl) se adicionaron a la mezcla
bacterias-células bucoepiteliales a concentraciones de 1.0, 10.0 y
S0.0 mM. El desacoplante C.C.C.P. se adicioné a 50 ug/ml c a 78
pg/ml .

d) Irradiacidn de las Bacterias con luz ultravioleta.

Los cultivos bacterianos, crecidos hasta saturacidn a 37 °C en
TSA, fueron lavados y resuspendidos en Tris 0.1 M pH 7.2 e
irradiados, en una caja de petri de vidrio, con una ldmpara
germicida General Electric 80 W a una distancia de 40 centimetros
durante 20 min. La muerte bacteriana se confirmé por la ausencia

de crecimiento en TSA.
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"No se mide la integridad de wun hombre por su exilo
vocacional. solo esta en nuestra mano hacer lo mejor gue se puede,
empleando lo mejor gue se tiene, a nadie se le puede pedir mis. en
estlo consiste la naturaleza de la integridad; lo genuino del
propio esjfuerzo”.

David Ireland



RESULTADOS

Los valores reportados en las grdficas son el promedio de al
menos 3 experimentos independientes. La desviacidn stiéndard de’
la media fué, en general menor de 10% del promedio.

Como puede verse en la gréfica 1, el sodio précticamente no
tuvo efecto sobre la adhesidn de Pseudomonas aeruginosa a células
bucoepiteliales humanas (CBH), en tanto que el fosfato Ila
incrementé ligeramente Calrededor de 20% a 10 y 50 mdD (gréfica
2).

El potasio incrementd grandemente la adhesidén de las tres cepas
probadas (180% a 10 mM y 200% a 50 mM) (grafica 3).

Para que el potasio ejerza su efecto estimulatorio sobre la
adhesidén, requiere que las bacterias se encuentren activas
metabdlicamente, ya que al medir la adhesidén de bacterias mwuertas
por irradiacidén con luz ultravicleta, el ndmerc de bacterias
adheridas por célula bucocepitelial en presencia de KCl S0mM, es muy
similar al que se obtiene con bacterias vivas, o muertas por
irradiacidn, en ausencia de potasioc (gré&fica 4 El potasio
tampoco estimula la adhesidn cuando se incluye en el ensayo
C.C.C.P., un desacoplante de la fosforilacidén oxidativa que impide
la sintesis de ATP. (grafica 5).

El desacoplante de ia fosforilacidn oxidativa anula el efecto

estimulatorio del fosfatc sobre 1la adhesidén de Pseudomonas



aeruginosa a células bucoepiteliales humanas (gréfica 6).
Por ditimo, la adhesidn disminuye a medida que se aumenta el pH
en el intervalo de 7.2 a 9.8 (gréfica 7).
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QRAFICA 1
EFECTO DEL SODIO SOBRE LA ADHESION DE
Pseudomonas aeruginosa A CBH

BACTERIAS/CELULA
100
80 #1\“/_,’/’4
00
= |
20 R B N S A NS —
O i 1 1 L vS -
0 10 20 30 40 60 80

NaCl, mM
—— PAO1 —— PIZ16 —% PAD1/16

e X 10B bacterias se mezclaron con 2.8 X 10‘ células
bucoepitelialés humanas (CBH) y se incubaron a 37°C durante 2 h en
un bafic de temperatura regulable con agitacién. La mezcla se lavé
3 veces con Tris 0.1 M pH 7.2 para eliminar las bacterias no
adheridas, se tifié con eritrosina B y se hizo un frotis. La
preparacidn se contratifié con azul de metilenc y se examind al
microscopio dptico para contar el ndmero de bacterias por célula
en 50 CBH elegidas al azar. Los resultados representan el promedio
de al menos tres experimentos independientes.

El NaCl se adiciond al principio de los ensayos a 1, 10 y S0 mM.
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QGRAFICA 2
EFECTO DEL FOSFATO SOBRE LA ADHESION DE
Pseudomonas aeruginosa A CBH

BACTERIAS/CELULA
100
—%
80r7‘4f
60
40 =
Y
e Ve ol = AW
20— R
0 . : : t :
0 10 20 30 40 60

NagHPO4 , mM
—— PAO1 —+ PI216 —¥% PAO1/15

Las condiciones experimentales son las descritas
la gréfica 11‘, excepto porque 1la sal

Naal-lPO‘ a las cocentraciones indicadas.

para
adicionada fué
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QGRAFICA 3
EFECTO DEL POTASIO SOBRE LA ADHESION DE
; Pseudomonas aeruginosa A CBH

BACTERIAS/CELULA
200

160 -

o L 1 1 i 4 1

0 10 20 30 40 50
KO, mM

—— PAO1 —+ PIZ16 % PAO1/16

Las condiciones experimentales son las descritas para

la grdfica 1, excepto porque se adiciond KCl a las
concentraciones indicadas.
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GRAFICA 4

EL POTASIO NO ESTIMULA LA ADHESION DE
P. aeruginosa CUANDO ESTA HA
SIDO MUERTA POR IRRADIACION CON U.V.

BACTERIAS/CELULA

120

100

80

60

40

20

0

KCi uv UV+KGI
TRATAMIENTO

B r0n PIZ16

Las condiciones experimentales son las descritas para
la grdfica 1; excepto por la muerte bacteriana, antes
del ensayo de adhesidn, por irradiacién con luz
ultravioleta y porque se adiciond KC1 (50 ugs/ml) en
los casos indicados.
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GRAFICA 5

EFECTO INHIBITORIO DEL CCCP SOBRE LA
ESTIMULACION PRODUCIDA POR EL POTASIO
EN LA ADHESION DE P. aeruginosa

BACTERIAS/CELULA

200

160 -

100 -

T oY

-CCCP-KOI -CCOP+KCI +OCCP+KCI» +COCP+KCl*»
TRATAMIENTO
Bl 01 PIZ16 PAO1/16

Las condiciones experimentales son las descritas para
la grafica 1, excepto por la adicidén del desacoplante
CCCP (% S0ug/ml; %% 75 ugsml), durante las dos horas
de incubacidn; asi{ como por la incorporacidn de KCl
(50 ugs/ml) al inicio del ensayo de adhesidn.
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GRAFICA 6

EFECTO INHIBITORIO DEL CCCP SOBRE LA
ESTIMULACION PRODUCIDA POR EL FOSFATO
EN LA ADHESION DE P. aeruginosa

BACTERIAS/CELULA
00

~COCP-PO4, -CCCP+PO4 +COCP+PO 4
TRATAMIENTO
Bl rr01 PIZ16 PAO1/16

Las condiciones experimentales son las descritas para
la grafica /li excepto por la adicidén del desacoplante
CCCP (50ug. ) durante las dos horas de incubacidn,
~ as{ como por la incorporacién, al inicio del ensayoc de
adhesidn, de Naalll’o‘ (50 ugrml).
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GRAFICA 7
EFECTO DEL pH SOBRE LA ADHESION DE

Pseudomonas aeruginosa a CBH
BACTERIAS/CELULA
80
80
40 \*
\ |
" - PRGN
20 f—————— e T
o 1 1 | ¥
7.2 8.0 9.0 8.8
pH

—— PN -~ PIZ15- % POVIB

Las condiciones experimentales son las descritas para
la grafica 1, excepto porque se usé Tris 0.1 M a los
pHs indicados y porque no se adiciond NaCl.
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DI SCUSION

En el presente trabajo hemos presentado evidencias que
confirman que el bacteridfago FIZ 15, al lisogenizar, aumenta la
adhesidén de Pseudomonas aeruginosa a células bucoepiteliales
humanas. Iguil.nt‘ hemos confirmado que para gque ocurra el
incremento en la adhesidn no es necesaria la presencia del
profago; basta con que la cepa PAO1 haya sufride un cambio
superficial a nivel del receptor para el fago (antigeno "0", ver
Vaca y cols. 1988) (48), ya que la cepa PAO1/15 se adhiere a
células bucocepiteliales humanas en nu-or'o mucho mayor que la cepa
silvestre PAO1 o la lisogena PIZ 15 (grafica 1).

También hemos confirmado nuestro hallazgo previo de que el
incremento en la adhesidén conferido por el profago FIZ 15 a su
llsdg'onn ocurre mediante un mecanismo, adicional al descrito
mediado por fimbriae (Woods y col., 1880) (52), que requiere
energia, ya que la irradiacidén con luz UV disminuye la adhesidn de
la cepa PIZ 18 en tanto que no afecta a 1la de PAOi, en
concordancia con lo reportado para esta dltima por Woods y col.
(852) (gréfica 4).

A objeto de averiguar el papel de los iones en la adhesidén de
Pseudomonas aeruginosa a células bucoepiteliales humanas,
decidimos sustituir el PBS, Buffer cominmente usado en este tipo
de ensayos, por Tris 0.1 M pH 7.2 e incorporar a la mezcla
bacterias con células bucoepiteliales humanas, NaCl, KCl o Na_HPO

2 4
a distintas concentraciones.
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El NaCl no tuvo efecto apreciable sobre la adhesién a células
bucoepiteliales humanas en ninguna de la cepas probadas (grifica
1); a diferencia del fosfato que la incrementd ligeramente
(grafica 2) y del potasio, el cual 1la favorecié grandemente
Cgrafica 3).

El incremento causado por el potasio fue nulificado cuando las
cepas bacterianas no estaban metabdlicamente activas (grafica 4 o
cuando se les desacopld la fosforilacién oxiﬁat..lvn con C.C.C.P
(grafica 5), el cual es un compuesto que rompe el gradiente
electroquillcp de la membrana por introduccidén de protones y con
ello impide la sintesis de ATP. El requerimiento de sintesis de
ATP para la adhesidén incrementada es mds pronunciado en las cepas
PI_Z 15 y PAO1/715 que en PAO1, como puede inferirse al observar el
mayor efecto estimulatorio del fosfato (sustrato para la sintesis
de ATP) en las primeras que en la dltima Cgréfica 2). Asi,
cuando las bacterias estdn impedidas para sintetizar ATP
(desacopladas) por fosforilacidén oxidativa, el fosfato no estimula
su adhesidén a células buccepiteliales humanas (grafica 6).

Tomados en su conjunto, estos resultados nos permiten
hipotetizar que el estado energético de Pseudomonas aeruginosa
influencia grar\dennto su adhesién a células bucoepiteliales
humanas; part}lcularnente la de la cepas PIZ 15 y PAO1-15, ya que
PAOi se adhiere en nimeros comparables tanto viva como muerta o
‘'desacoplada (2, 3).

El hecho de que disminuya la adhesidén de PIZ 18 cuando esta
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muerta o desacoplada nos indica que existen dos mecanismos de
adhesidn en esta cepat: uno mediado por los fimdbriae y otro,
dependiente de energia, en el que participa la superficie externa
de la membrana ¢ el LPS ? ). En este segundoc mecanismo que
proponemos, el grado de exposicién de los sitios de unidn a
células bucoepiteliales humanas en la superficie bacteriana
dependerd de la energizacién de la membrana, de modo que los
factores que alteren el gradiente electroquimico, tales como ‘el
C.C.C.P. que introduco protones o el potasio que provoca la salida
de éstos, disminuyen y activan, respectivamente 1la adhesidn,
mediante la ‘mr—-mr exposicién de los sitios de union.
Finalmente, creemos que las uniones adherentes de Pseudomonas
aeruginosa a células bucoepiteliales humanas probablemente
incluyen un componente de tipo electrostitico, toda vez que la
adhesidn dl.s-l}nuyo a medida que se incrementa el pH en el
intervalo 7.2-0.8; podemos suponer también que estas uniones no
son puentes idnicos ya que al aumentar la fuerza 1idénica con NaCl,

la adhesidn précticamente no aumenta.
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