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pseudolaoL asMl8inosa es =:ct.eria pat.cSgena oport.unist.a 

para h,--4. SU virulencia es cOllpleJa debido a que se t.rat.a de 

\D'1 alcroorganis.o invasi YO y t.oxig4n1co. La adhesión es \D'1 

I 
iJlllOl't.ant.e fact.or de virulencia ya que peralt.e a la bact.eria 

colonizar 1 hospedero para despWs causarle enrer..clad. Se ha 

report.ado ue la adhesión de P a.r~tno.a a c~lulas 

bucoePit.elirles hu.anas est.é .-diada por los pili (fimbrias) 

bact.erianos

l 

y ocurre _(Uant.e \D'1 proceso independiente de energía 

(52). 

En tr~jos anteriores (1.50) heaos report.ado que el 

bacteriófago FIZ 15. aislado de una cepa clínica de P a.r~inosa. 

le COnfiere[ a su lisdgena \D'1 incre_nto significati YO en la 

adhesión a células bucoepiteliales hu.anas ..cIiante \D'1 .ecanisao 

que requier¡L energía. En el present.e trabajo reporta.os los 

resultados que heaos obtenido al probar el efect.o del sodio. 

fosfato y ~tasio (a 0".1. 10.0 Y 50.0..0 en la adhesión de P 

aer'U6inosa I a células bucoepi teliales h'UlMnAs. El sodio 

prActica_nte no tuvo efecto sobre la adhesión en tanto que el 

fosfato la lincre.entó ligeramente (alrededor del 20_ a 10.0 y 50.0 

mM>. El rt.aSio incre_nt.ó 

mM y 200~ 5O.0~. Para 

grande_nte la adhesión (190~ a 10.0 

que el pot.asio ejerza su efect.o 

est.i~at01io requiere que las bacterias se 

metabólicanent.e ya que al medir la adhesión de 
I 
I 

1 

encuent.ren activas 

bacterias 



• 

por irradi,aCilón con luz ultravioleta, el . n~ro de bacterias 

adheridas c.lula bucoepite1181 hu.a~ en presencia de KCl 50.0 

11M. es .uy silllllar al que se obtiene con bacterias vivas, o 

irradiadas, ~ ausencia de potasio. 

Estos resultados nos perlllten concluir que el potasio esti..ua 

la adhesión de P a.~tno.a a c.lulas bucoepiteliales hu.anas y 

que para e1110 requier~ 

.. tabó11c ... ]te activas, 

transportado activa .. nte. 

de acci6n del potasio. 

que las bacterias se 

probable .. nte para que el 

Queda por aclarar cuél es el 

2 

encuentren 

i6n sea 

.ecanislO 
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INTRODUCCION 

P •• udomonas aerU6tnosa es un bacilo er .... neg.t.i vo, no 

esporul.do q~ aide 1-4 aicras d. longit.ud por 0.5-1 aicras de 

di~ .. t.ro, es .erobio y su t.eaperat.ur. ópt.i .. es 37oC, .unque puede 

crecer t..nt.o • 5 co., • 42oC, es pat.ógeno oport.unist.., .-6vil por 

la presencia de un flagelo polar (36); es responsable de ent.re el 

10 al 2<»C de las infecciones nosocoaiales (6). 

Pseudomonas aerU6inosa crece en de aicrocolonias 

cubiert.as por un .oco de nat.uraleza polisac~rida (alginat.o), est.o "-

hace posible que la bact.eria se adhiera • superficies del suelo o 

bien se _ntenga en las superficies de .guas dulces o .. rinas 

. (12). 

Ps.~domonas aerU6inosa presenta gran capacidad de crecer casi 

en cualquier __ dio a~iente ha..do; sus ~bitats funda .. nt.les 

son el suelo y el agua; el "xi to de este aicroorganis., para 

crecer en diversos a~ientes se debe a sus JlÚni_ requerlaient.os 

nutricionales; tiene la habilidad de .. tabolizar ~s de 76 

COlllpuestos org~nicos diferentes (35, 38). 

En Ps.~domon.as aerU6inosa la fuente de infección .. el ser 

hUMano enfer.a o portador ( intestinal o cut.~neo), 

transaitirse de persona. persona o de teJido. tejido; se le 

pQede 

ha 

encontrado en soluciones rendlicas diluidas, soluciones 

oftálMicas, Jabones de hexaclorofeno, aparatos de succión, . 

3 
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J ... i..... cat.4t...... sondas. r .. pir.clor_. t.rw..tros. es capaz 

... reproduct .... a. en agta deatilada (33. 3!!D. 

Entr. 1 .. anter-.daclas causadas 

poda.os citar. ' entre otras. a las 

paci.nt.es con fibrosis quistica. 

granuloci t.op4nicos. .ndocardi tis .n 

por P •• ~nc:u oeM.l6i no.a, 

inf'ecciones pul.,nares .n 

sept.ic.-'a en paci.ntes 

los adictos a la heroina. 

queratitis en parsonas que utilizan lentes de contacto, sepsis .n 

pacient .. con que_dw-as, etc. (an. 

Casi todal1 1 .. c.pas de Ps.~no.s oer\l6inosa aisladas de 

pacientes ~pitalizados presentan resistencia a uno o a varios 

antibióticos que son .. \al_nte activos contra la _yoría d. las 

bacterias Patógenas; dicha resistencia est~ conf'erida por la 

presencia de ele_nt.o. extracro_ó-'cos ll __ dos plu-'dos (37); 

ta~i4n es frecuente que las cepas resistentes a antibióticos 

potaean resis¡tencia a _t .. les (_rcurio, t.lurito. ars.nato, 

cro_to, cad-'o (Q, U, 48). 

• Es illpOrtante _ncionar ta~i4n que la frecuencia de c.pas 

lis6ganas (portadoras d. profagos) .n c.pas clínicas. _ c.rcana 

al 1~ en otras bact.rias la frecuencia de lis6g.nas .s baja; 

E.c1wrichia eoli, por .J.lllplo, ti ..... una trecuencia aproxi_da d. 

10J1, Y se ha d._trado t~i4n. que la pr.s.ncia d. profagos 

(puede ser uno o ~s) en las cepas puede .odificar algunas 

propiedades da virulencia ~ante conversión lisog4nica (23,4,7). 

La con-..rsi6n lis0g4nica s. produce cuando uno o _s g ..... s d.l 

protago introducido conf'i.ren , nuevas propiedades al hospedero. 

4 



Para Pse'UdolflDnas aer\A6(nosa se ha reportado un ejellplo de 

conversiÓn lis~nica, producida por el t'ago D3 CI'-- causa callbios 

en el antígeno "O", este fago illpide CI'-- las cepas lisogenizadaa 

sean capaces de adsorber a t'agos ho.:Slogos, disainuyendo la 

fagocitosis y .uerte de las liscSgenas por .. crót'agos de ratón (n 

tli tro (22). 

La virulencia bacteriana general .. nte se det'ine ca.o la 

capacidad que tienen las bacterias para .ultiplicarse en un 

hospedero y producirle ent'er .. dad (o incluso la _rte) (3'7). 

Algunos t'actores de virulencia bacteriana son toxinas 

extracelulares producidas por organis.os no invasivos, tales co.a 

Vtorio cholerae y CoryneOacteri~ diphteriae, la virulencia de 

estas bacterias, depende de los .ecanis.osy sitios de acción de 

sus respectivas toxinas (3'7). 

La virulencia de Psev.<:Ü:>monas aer\A6tnosa es -..y cOllpleJa, ya CI'-­

se trata de un aicroorganis.a invasivo y toxig~nico, capaz de 

causar cuadros clínicos -..y variados, predoainando las int'ecciones 

urinarias, óticas, oculares, de heridas quirclrgica. y de 

que_duras (49). 

P • .-udolftDnas aer\A6i nosa produce varias substancias 

exlracelulares que han sido relacionadas con su virulencia, entre 

ellas cabe .. ncionar a la EXOTOXINA A letal para ratones, la cual 

es un solo polip4ptido con un PM de 66 Kd. que inhibe la síntesis 

de proteínas por ADP-Ribosilación del ractor de alargaaiento 

2 (EF-2l requerido para el paso de translocación durante la 

5 
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blac10 a t.aJlbi4n ••• neuent.ran 

a.int.es1a pr~.ica (38. 7. 31). 

a la. PROTEASA ALCALINA Y una 

ELASTASA que sido illlPlicadas en la producci6n de he.orragias 

en órganos nt.ernos. espec1al_nt.e en los pul.ones (28) Y 

probabl...nt.. aon la. responsables de la destrucci6n d.l t.eJido 

corneal en infecciones oculares producidas por est.e II1croorganis.o 

(27) Aprox11111C1a_nt.e el 8!SJC de las cepas c11nicas de P 

"'X .. t_ Fr.UC'" ol .. t_ (53) la cual os.... ...ot..... neutra 

que cont.iene_fine y es sensible a quelantes de _t.ales (S,,) la 

.la.t.asa es JodUCida co.o una proenzi_ inact.i va asociada a . la 

pared celular y .. act.ivada por prot.eolisis lill1t.ada por otras 

prot..asas d. P a.r~ino.a o por la propia elastasa (2") La 

.lastasa purificada inactiva a los tactores el, C3, as , ca y C9 

del colllPle_nto in vi tro. por lo que quiz~ inhibe el .ovim.ento de 

los leucocit. poli.ortonucleares al sitio de inflaaaci6n y 

disll1nuye su ctividad fag9C1tica (43). 

Cicaanec y lder (10) han de.ost.rado in vitro que la producci6n 

de proteasa. extraeelulare. por p correlaciona 

inver .... nt. con el tie~ de generaci6n del m.croorganis.o en 

extracto de pi.l que_da de rat6n; es decir. a _yor producci6n de 

protea.a.. _nor tie~ de generaci6n y viceversa. Estos 

I 
investigador~ han sugerido que los nutriMentos que obtendr1a P 

a.r~ino.a po proteolisis de piel que_da in v(vo facilitar1an el 

crecim.ento d la bacteria hasta el n~ro critico de 105 c41ulas 

por gr..o de tejido que se ha reportado co.o necesario para 

6 
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invasi6n sisJ If.u.ca (-'O). 

P aer'-l6i1sa produce taJlbi4n dos heMO~isinas. un GLICOLIPlDO 

terMOestable y una FOSFOLIPASA terM016bil. esta dlti.a ta.bi4n 

C. es una prote1na de 78 lCd (11) que cataliza 

la hidr6lisi Fosfatidilcolina (el co~nente principal del 

surfactante ulmonar) en Fosforilco11na y Diacilglicerol. Se ha 

la coJlbinaci6n del Glico11pido heM011tico y la 

puede producir efectos citop6ticos, considerables en 

pacientes con infecciones de estos 6rganos 

(32). 

El pido parece favorecer la actividad de la Fosfolipasa 

actuando co detergente para solubilizar a los fosfo11pidos (29). 

AMbas he son producidas durente la fase estacionaria 

en medios de con bajas concentraciones-de fosfato pero son 

repri.u.das e medios con alto contenido de fosfato (20.26). 

Se ha de strado ta.blén que la FQsfolipasa C es auy activa 

sobre los osfollpldos presentes en c41ulas eucari6nticas 

(fosfatldllc llsofosfatldllcolina y esfingo.u.elina) y casi 

no tiene act sobre los fosfollpidos que forMan parte de las 

c4lulas procari6ntlcas (fosfatidiletanola.u.na. 

fosfatidilse y fosfatldl1glicerol) (5). 

Por dlti el ALGINATO y la LEUCOCIDINA han sido .. ncionadas 

COIllO substa coadyuvantes a la virulencia de P aer\l8inosa; el 

ALGINATO eS j a substancia 1MJC0ide que elaboran algunas cepas de 

o r igen Cllni

1
o. particular .. nte las aisladas de pacientes con 

I 
I 

7 



tibrosi. qut.1 ica e"",. El Alginato es tal exopolisacuido 

..... 1 ..... ~l"lpol"''' ... Ocldo ........ co y Ocl .. gol,,"'co 

(8) ~ hace r la cepas presentar una .ortología colonial .uy 

.acoideJ y s.pcm. algunos investigadores (45) , el Alginato inhibe 

las activ1d~ tagocíticas d. los leucocitos. 

La LEUCOCIDlNA es una proteína de 27.5 Kd, ter.ol~il y 

tri psi na; tiene acci6n destructiva sobre los 

o no sobre los g16bulos rojos ("1,42>. 

Uno de 1 . tactores pri .. rios de virulencia bacteriana, es la 

adhesi6n y 010nizaci6n de bacterias a un sitio del hospedero, 

c~nte c4lulas epiteliales. Mediante la adhesi6n los 

organis.os pueden establecerse, .. ntenarse y reproducirse en los 

posibilidad de invadirlos y 

de resistir as defensas nor .. les del hospedero (32). 

La adhesi bacteriana es el resultado de la asociaci6n entre 

.ol~ulas es iticas de las superficies bacterianas Cadhesinas) y 

receptores s rticiales en las c4lulas del hospedero, que sirven 

co.o estructuras adMsivas cOlllple_ntarias C"). 

Las adhesinas son pili <ftmbriae> de la superficie de las 

bacterias Gr~negativas y son fi~rillas de la superficie de las 

bacteria. Gr ~positivas. Los pili son poli_ros de proteínas, 

cOIllp~tos e subunidades id4nticas, unidas por puentes de 

hidrógeno o por interacciones hidrof6bicas. Las subunidades 

tienen un PM de 8000 a 20000, est4n tor_das en un 50" por 

a.d~cidos no polares y su punto isoe14ctrico oscila entre 3.7 y 

8 
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'.8 (4). + euanto a l~ recoptor .. e.lul .......... 1 .. >oot .. l .. 

patógenas, ~tos contienen carbohidratos en su _yor1a, a veces es 
I 

un solo res1f' uo el responsable de la adhesión y otras veces son 

c~denas de o igosac~rldos. 

tanto las adhesinas co.o los 

receptores de algunas bacterias; E coti, por eJe~lo, tiene una 

adbesina ti~icada co.o fimbria. tipo 1, -'entras que el 

receptor i es el carbohidrato D-Manosa (")J para P 

aer~inosa s sabe que tiene una adbesina del tipo ftmbrta., 

mientras que se desconoce la naturaleza del receptor. 

Las condiciones de cul ti vo de los J.tcroorganis_ .oditican 

considerableMente la producción de adhesinas; algunos pueden 

sintetizar ~s de una adhesina que puede tener 

espec1~ica e(1 algdn .o .. nto de su ciclo de vida 

necesari ... n e en el hospedero) (15,lG). 

Existe ~ gran variedad de modelos experi .. ntales 

estudio de fa adhesión de organis.os patógenos; 

pode.os .. ncionar a los siguientes, 

una tUhCión 
\ 

(aunque no 

(16) para el 

entre ellos 

a) Ádhesión de .tcroorganis.os en suspensión a una gran variedad 

de tipos cel ares. 

b) Adhesi6n .onocapas de células epiteliales hechas a partir de 

explantes. 

c) Adhesi6n bordes de cepillo de intestino. 

d) Adhesión ~ .. ~ranas celulares • 

e) Ulilizaci,ón de JMJlantes no adhesivos bien caracterizadas. 

9 
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t> Adhesi6n a l superficies inertes (vidrio y acero). 

g) He_t.oaglfinaci6n. 
I 

h) MicrOSCOPif 6ptica y electr6nica. 

!) Adhesión 'tilizandO inhibidores específicos de la adhesi6n. 

ca.o carbohidratos. lectinas y anticuerpos específicos. 

Los criterios considerados para la utilizaci6n de uno u otro 

~lo var1 

los ..canis 

por Woods y 

pero pode.os atir~ que la adhesi6n puede ser 

y el siste_ puede _nipularse para así. identificar 

"tisicoquíaicos y aislar las ..,14culas involucradas. 

nte trabajo. se utiliz6 el .adelo de adhesi6n usado 

• (52); aunque con algtmas .aditicaciones (por 

eje~lo. el c.-bio del Bufter utilizado de PBS pH 7.2 a Tris pH 

7.2). 

las Existen :tidencias que de.uestran la preferencia de 

bacterias ~a adherirse especítica .. nte a ciert.os tipos de 

tejidos y no otros; se cree que este tropisMO está deteradnado 

en gran .-elida por la dist.ribuci6n de las adhesinas de la 

supert~c~e cteriana y los receptores en los d~terentes tej~dos 

(18.25); ta.bi~n se dice que hay especificidad de especies; es 

decir. que ciertas cepas bact.erianas solo pueden colonizar 

deterainadas especies. por eJeJIIPlo. podeJlOs el tar entre otras a 

las intecclo gonococales que est.án llRdt.adas a humanos; las 

intecciones por E coli (1( 88) exclusivas de cerdos; y 

las lntecci por estreptococos del grupo A que solo se 

presentan en h~nos (39."). 

ro 
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ANTECEDENTES 

Reciente nte se ha reconocido que la adhesión es un illlPOrtante 

deteradnante ecológico en la colonización de sitioS especificos en 

plantas y ani_les. Y. en particular. un illlPOrtante pri_r .vento 

en la patog4nesis de intecciones bacterianas en ani .. les y 

hu.anos (18). 

Uno de 1 I pri.eros en considerar a la adhesi6n bacteriana 

experi_nta¡nte. fue Guyot en 1908 (19); reportó estudios sobre 

adhesión ba:feriana a eritrocitos hu.anos. 

En 1960 T.uid y col. (13). de.,straron que la adhesión de 

varios gáne os y especies de bacterias Gra.-negativas a 

eritrocitos y a cálulas epiteliales intestinales. es sensible a 

Manosa. 

Sin el estudio de los llleCanisJllOS de adhesi6n 

bacteriana. cOlllenz6 hasta hace 12 af\os. cuando Gibbons y 

col. (17). a reportar una serie de estudios. que 

mostraron la naturaleza selectiva por varios nichos en la adhesi6n 

bacteriana a cavidades o~ales y superficies dentales. 

En 1980 W'oods y col. (52). reportaron que los pili o fimbria.e 

de P aerU6inpsa son funda .. ntales para la adhesi6n de 4sta a 

cálulas bUC~1 piteliales hu.anas; realizaron una serie de 

experi.antos en los cuales demostraron que las bacterias que 

habían perdi o los pili (tratadas con calor a 100 Oc por 2 h>. 

decrecieron significativa.ente en su capacidad de adhesión; 
I 

contrastando con el hecho de que las bacterias que conservaron sus 

II 
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pili C_rt. .. por irradiaci6n con luz UV>, segu1an conservando 

int.act.a su capacidad de adhesión: pero ~ i..,ort.ant.e es adn el 

hecho de que con sus experi_ntos, establecieron q'-- el proceso de 

adhesi6n ~ado por los pi1i en P aer~(nosa no requiere energía; 

ya que las bect.erias _rt.a. por irradiaci6n con UV, cont.inuaron 

adhiriendose (10 ant.erior era de esperarse, ya q'-- el t.rat.aa1ento 

con UV no afect.6 a los pil!). 

En lQ87, Arce, G. y col. (1), encont.raron q'-- el 1'ago FIZ 15, 

aislado de una cepa clínica de P a.r~(no.a, provoc6 un au.ent.o 

signiticaUvd en la adhesi6n de la cepa PIZ 15 (l1s6gena 

1'ago FIZ 1ID a c.lula. bucoepit.eliales hu.anas (esto con 

para el 
~ 

respecto 

a la cepa cont.rol PAOl, libre de fagos). de_t.rando ade.s, que 

el bact.eriofago FIZ 15 au.enta la adhesi6n de la lis6gena a 

c.lulas bucoepit.eliales hu.anas -.diant.e un ..canis.o, adicional 

al ya descrit.o (~ado por los pili), que requiere energía (50) 

!SS>. 

Es probable que existan dos co..,onent.es superficiales, ade.s 

de los pili, ~ cont.ribuyen a au.entar la adhesi6n de Pseudomonas 

a.r~(nosa a celulas bucoepiteliales hu.anas: uno dependiente de 

energía y otro independiente. Alteraciones en cualquiera de ellos 

afectan al receptor para FIZ 15, la energía requerida para 

incre_ntar la adhesi6n quiz~ puede ser utilizada para el 

transporte act.ivo de cationes, que pudieran favorecer la 

adhesi6n (!SO) • 

Partiendo del hecho anterior_nte citado, nos propusi.os 

12 
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investigar 1 participación de los iones sodio, fosfat.o y pot.asio 

con el pro 

adhesi6n a 

n de P aer'U8inosa a c4lulas bucoepit.eliales m-nas 

it.o de profQndizar en las interpretaciones sobre la 

ntada que se presenta en la lisógena PIZ 15 • 

I3 



OBJETIVOS PARTicULARES 

Investigar si los iones SOdio, Potasio y Fosfato tienen efecto 

en la adhesi de P aer~tno$a a c41ulas bucoepitelia~es hu.anas. 

Deter-'nar el pH 6pti.a de adhesi6n de P aerU6inosa a c41ulas 

s hu.anas. 

14 
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MATERIAL Y METODOS 

1.- Material Biológico: 

Se utiliz ron las siguientes cepas de Ps..e'U.domDn.a!I Clt#MI6tnosa: 

• PAot Caracterizada Genática y Bioquí.tca.ente y de uso 

internaciona ~ (libre de fagos). Donada por el Dr. B. W. 

Holloway~ No sh. University. Australia • 

• PIZ 5; Lisógena de la cepa PAot (contiene el protago FIZ 

15).construí a en el laboratorio de Genática de la U.M.F. de la 

E.N.E.P. Izt cala. 

• 
FIZ 

II. -

mM, 

• 
• 
• 
• 

~/IIll. 75 

• 
• 
• 

PAot resistente a la infección por el fago 

en el laboratorio de Genática de la 

Medios de Cultivo: 

Buffer Tris (hidroximetilawdnometano.Merck);100 

desde 7.2 hasta 9.8. 

de Tripsina 2.6 tig/ml. en Tris pH 7.2. 

de Eritrosina B al O.~ en Tris pH 7.2. 

en Tris pH 7.2. 

(Carbonilcianuro-netaclorofenilhidrazona) 50 

en Etanol absoluto • 

1.0.M, 10.0mM. 6O.0mM en ~O bidestilada est4ril 

.. 
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de Soya y Tripticasa) 30 gr de c aldo de soya y 

de agar bacterioldgico (Bioxón) en lIt. de ~O 

gr de caldo nutritivo y 15 gr de 

agar ico (Bioxón) en lIt. de ~O destilada. 

Todas las s uc:iones y aedios de cul ti vo tueron est.erilizadas 

en autoclave 15 lbs/Pulg2 Y 121 Oc durante 15 _n. 

III. - Ensayo 

Bacterias 

lavaron 3 

Eppendorf) 

ajust.aron a 

La obtenci 

.. cl1o de 

contarlas en 

de Bacterias. 

(crecidas durante 18 hrs. en caja en T~#se 

por centritugación (15000 rp-. centrifuga 

Tris durante 3 wdn. Posterior .. nte se 

Densidad Optica de 0.2-0.3 a 

2.0 X 108 bacterias~.) 

las Cálulas Bucoepiteliales Hu.anas. 

donación vo~untaria de personas sanas por 

vigorOso# con hisopos estáriles#del · carrillo 

1" superficies dent.ales. Las cálulas se lavaron 3 

x g en centrifuga clin1ca)#para 

indigenas# en solución Buffer de Tris 

ajustada!jl a 2.5 X 10" c~lulas~. Después de 

c6mara de Newbauer. 

c) Adh sión in vitro. 

2.0 X 106 btcteriaS/Jlllo y 2.5 X 10" células ..... mI. se mezclaron en 

I 

16 
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1 ti do But,.J Tris y s. 1ncubar .... o YT ·c .... ant. 2 >rs. en .... 

incubadora co~ agitaci6n a una velocidad de 30 rp~ después de la 

incubaci6n se Irealizaron 3 lavados ~s para eli.tnar las bacterias 

no adheridas; en el segundo lavado se les agreg6 una gota de 

Eritrosina B al O. "" (con objeto de tel\1r a las bacterias). Al 

tér.tno de lo~ lavados, se obtuvieron trotis y se agregaron 5 

gotas de Azul de Metlleno al o. "" incubandose 5 .tn. (con la 

finalidad de el\1r a las c~lulas), se eli.tnó el exceso de 

colorante con ~O bidestilada y se observaron al .tcroscopio 

6ptico Carl 24iss. a .ao X y 1000 X para contar las bacterias 

adheridas a 50 c~lulas to .. das al azar. 

Los iones ( ,NaCl, Na2 HPO., KC1) se adicionaron a la ..zcla 

bacterias-cél as bucoepiteliales a concentraciones de 1.0, 10.0 Y 

50.0 .... El desacoplante C.C.C.P. se adicionó a 50 ~~ o a 75 

d) Ir adiaci6n de las Bacterias con luz ultravioleta. 

Los s bacterianos, crecidos hasta saturaci6n a 37 Oc en 

TSA, fueron lavados y resus pendi dos en Tris 0.1 M pH 7.2 e 

irradiados, en una caja de petri de vidrio, con una l~ra 

gerlRicida Ge Electric 50 W a una distancia de.o cent1 .. tros 

La auerte bacteriana se confirMÓ por la ausencia 

de crecimient en TSA • 

17 
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"No I ~. mtc:t. ta inte6ri.dad c:t. 'Un hombre por s'Uexi to 
uocClCtonaL solo .sta en nuestra mano hacer lo _lor Q'Ue se fYU8de. 
~l.ando to _lor Que se t t.ne. a nadie se le puede pedir lIlAs. en 
•• to consi.t.

r 
la natural_a de la tnte6ridad; lo 6en'Uino del 

propio •• fuer. ". 
David Ireland 
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Los 

I 

valor4 
RESULTADOS 

reportados en las gr~ficas son el pro.edio de a! 

.anos 3 exper¡ aentos independientes. La desviaci6n stAndard de ' 

la aedia fu-'. en genera! _nor de 10" del proaedio. 

Co., puede verse en la gr~fica 1. el sodiopr~ctic ... nt. no 

tuvo efecto slbre la adhesi6n de Ps.udomono.s aeMJ6inosa a c4lulas 

bucoePitelialLs h~s (CDR>. en tanto que el tostato la 

increaent6 lirl eraaente (alrededor de 2<»C a 10 y !SO ..o (gr~tica 
2). 

El potasiol increaent6 grandemente la adhesi6n de las 

probadas (180~ a 10 MM Y 200" a !SO ..o (gr~tica 3). 

tres cepas 

Para que el potasio ejerza su etecto esti~atorio sobre la 

adhesi6n. re~uiere que las bacterias se encuentren activas 

metabólicamente. ya que al .edil' la adhesi6n de bacterias .uertas 

por irradiaci~n con luz ultravioleta. el n~ro de bacterias 
I 

adheridas por' c4lula bucoepitelial en presencia de KCl ~es .uy 

similar al qt se obtiene con bacterias vivas. 

irradiaci6n. n ausencia de potasio (gr~fica 4) 

o _rtas por 

El potasio 

tampoco estira la adhesi6n cuando se incluye en el 

C.C.C.P., un desacopl ante de la fosforilac16n oxidativa que 

ensayo 

i lIIpi de 

la síntesis :e ATP. (gr~fica 5) • 

El desaco lante de la fosforilaci6n oxidativa anula el etecto 

esti~atoriQ del fosfato sobre la adhesi6n de Ps.udomonas 

18 
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I 
a.M.I6tno~a a c41ulas bucoepitel1ales hu.anas (gr6fica G). 

Por dlti.,~ . Ila adhesión disalnuye a .ed1da que se .~nta el pH 

en el interVal1 de 7.2 a 9.8 (gr6fica 1). 

I 

I 

I 

1 

I 

I 

I 

,1 

I9 



• 

.. 

I GRAFICA 1 
EFrCTO DEL SODIO SOBRE LA ADHESlON DE · 

PsflUdomonas IJtJruglnosa A CSH 

_~~T~ER~I~~~,/~CE~LU_L_A ____________________________ -. 
100~ 

80 ~-----,-----------_._-_._------.---i 

~~-------------­-...-
00 -.-----.--.---.--------------. 

40~~r~. ======================~---~ 
20 --.-............... _ ............. -...... -..... -._ ... - ......... - ........ - .. --.. _ .... -_.-.-..... -_ .. _-_.--_._ .. _._._ .. __ .-.•....... 

OL-__ ~-L ______ L-____ -L ____ ~~ ____ ~ __ ~~ 

O 10 20 30 

NaO, mM 
40 

- PA01 -+- PIZ16 --- PPD1I16 

50 , 60 

2 X 10
6 

b .lcterias se _zclaron con 2. 5 ~ 10" coflulas 
bucoepitelia es humanas (CBID y se incubaron a 37 C dlD'ante 2 h en 
un bal\o de t qMtratura regulable con a91 t,aeión. La _zela se lavó 
3 veces con ris 0.1 M pH 7.2 para eli-'nar las bacterias no 
adheridas, s ti~ con eritrosina B y se hizo un frotis. La 
preparación e contrat1ftó con azul de _t11eno y se exa-'ncS al 
microscopio ptico para contar el ndaero de bacterias por coflula 
en 50 CBH el~gidas al azar. Los resultados representan el pro.adio 
de al _nos tres experimentos independientes. 
El NaCl se adicionó al principio de los ensayos a 1, 10 Y 50 MM. 

20 



I GRAFICA 2 
EFE1TO DEL FOSFATO SOBRE LA ADHESlON DE 

Pseudomonss _rugInoss A CSH 

BACTER~~/CELULA 
100 I 

~===;=l==-----------------

~----------~------------------------------------------------------------------

20 30 40 50 

N~HP041 mM 

PA01 -1-- PIZ15 -*- PAOl115 

Las condiciones experi~ntales son las descritas para 
la grá~ica ~. excepto porque la sal adicionada fu~ 
NaaHPO" a las cocentraciones indicadas. 

I 

2I 

60 
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GRAFICA 3 
EFEfTO DEL POTASIO SOBRE LA ADHESlON DE 

Pseudomonas seruginoBa A CBH 

BACTERI,AS/QELULA 

200 I 

150 ........-.,00:==------===--=::::.::::=-.----------------------

~~==~----==--=--~----

10 20 30 

Ka , mM 
40 

PA01 -+- PIZ15 ..... PA01I15 

50 

Las condici~nes experinen~ales son las descri~as para 
la gr~fica ~. excepto porque se adiciond KCl a las 
concen~racirnes indicadas. 

22 
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GRAFICA 4 
EL POTASIO NO ESTIMULA LA ADHESlON DE 

P. IJfll'U(Jln08ll CUANDO ESTA HA 
MUERTA POR IRRADlAClON CON U.V. 

SACTE ULA 
120r>-----+---------------------------------------, 

80~ ----- -+_----------·-·---~ 

60r---------+-----------

40r-·-----·-~-··-·-·---·----

20 

o 
1- Ka uv 

TRATAMIENTO 
_ PA01 _ PIZ15 

UV~KCI 

Las conclici 
la gr~f'ica 

experimentales son las descritas para 
; excepto por la .uerte bacteriana, antes 

de adhesión, por irradiación con luz 
" .... ~ ..... ''' .. y porque se adiciond KCl (!;SO ¡..¡g/JIll) en 

del 
ultr 

cados • 
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GRAFICA 5 

I 
I 
I 

¡ 

EFECTO INHIBITORIO DEL CCCP SOBRE LA 
E$TIMULACION PRODUCIDA POR EL POTASIO 

EN LA ADHESlON DE P. atmJgInosa 

BACTERIAS/CELULA 
200r---------------------------------------------, 

150~-----·-~------ ·· ------------- ti~?~l-------------·---------------------~ 

100 

50 ~---------·-r? 

o 
-CQCP-KOl +CCCP+KCI' +CCCP+KO" 

TRATAMIENTO 
_ PA01 _ PIZ15 [IJJ PA01/15 

. 
Las condiciones experiMentales son las descritas para 
la gr4fica 1. excepto por la adición del desacoplante 
CCCP <* 50¡.ig/JRl; .. 75 ¡..¡g/Jftl.). durante las dos horas 
de incubación; as1 como por la incorporación de KCl 
<50 pg/JRl.) al inicio del ensayo de adhesión. 

24 
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I GRAFIC~ 6 
EfECTO INHIBITORIO DEL CCCP SOBRE LA 

ES[MUlACION PRODUCIDA POR El FOSFATO 
EN LA ADHESlON DE P. aeruglnosa 

~~~T~E~R~I ~/CE==l=U=lA~ _________________ -__________ --¡ 
lOO .... 

60~---4-----~X"C ~-_._----_._-- ~~ 

40~-·----+-----ts;;~~------

20 

o 

_ PAOl _ PIZ15 EIJ PAOlI15 

Las COndiCi~nes experi_ntales son -las descritas para 
la gráfica , excepto por la adición del desacoplante 
CCCP (50#-19.... ) durante las dos horas de incUbación, _ 

-- así co., po la incorporación, al inicio del ensayo de 0._1"'1 ~4 (50 ... ,." • 
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GRAFICA 7 
EFECTO DEL pH SOBRE LA ADtESION DE 

P8eudomonaa aerugInoea a CBH 

BAOTE RIM/(ELULA 
60 

*-

I 

~ 
+---... "'* 

60 

40 

I I 
"""- + 

20 

-
o 

I 7.2 8.0 9.0 9.8 

pH 

- AttDl -+- PIZ16 -+- AttDlI16 

Las condic ones experimentales son las descritas para 
la gráfica 1, excepto porque se usó Tris 0.1 M a los 
pHs indica os y porque no se adicionó NaCl. 
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En el 

cont'ir.an 

adhesi6n 

h..-nas. 

I 

I DI SCUSI ON 

present.e t.rabajo ha~ present.ado evidencias 

que t I bacteri6t'ago FIZ 15, al lisogenizar, a~nta 
que 

de fseudbmonas a.~tnosa 

I~ .. nte he.os cont'ir .. do 

a c41ulas 

que para 

la 

bucoepiteliales 

que ocurra el 

incre .. nto en I la 

prot'ago; basta con 

supert'icial a ~vel 

adhesi6n no es necesaria la presencia del 

que la cepa PA01 haya sufrido W\ ca.t>io 

del receptor para el rago (antígeno "O", ver 

Vaca y col •• 1Q88) (48), ya que la cepa PA01/iS se adhiere a 

c4lulas . bucoep~teliales hUIla nas en nd.-ro IMJCho .. yor que la cepa 

silvestre PA01! o la lisogena PIZ 15 (gr~rica 1). 

Ta.bi4n he~ cont'ir .. do nuestro hallazgo previo de que el 

incre .. nto en Ila adhesi6n cont'erii:lo por el profago FIZ 1S a su 

lis6g~na ocurrí .-diante W\ .ecanis~. adicional al descrito 

-.diado por ~imbria. (Woods y col., 1980) (52), que requiere 

energía, ya qr. la irradiaci6n con luz UV dislllinuye la adhesi6n de 

la cepa PIZ 15 en tanto que no afecta a la de PA01. en 

concordancia 10n lo reportado para esta dIti.. por Woods y col. 

(52) (gr~t'ica 4). 

A objeto d~ averiguar el papel de los iones en la adhesi6n de 

P • .udomonas rrU6inosa a c41ulasbucoepiteliales 

decidi.as sus ituir el PBS, Bufter comdnMente usado en este tipo 

de ensayos, ~r Tris 0.1 M pH 7.2 e incorporar a la mezcla 

bacterias con c4lulas bucoepiteliales hUllanas, NaCl, KCl o Na2HP04 
I 

a distintas c.ncent.raciones. 

27 
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El NaCl nol tuvo efecto apreciable sobre la 

bucoepi telial s humanas en ningtma de la cepas 

adhesi6n a 

probadas (gr~f1ca 

1): a diterencia del {osfato que la incre .. nt6 liger ... nte 

(gr~fica 2) Y del potasio, el cual la favoreci6 grande .. nte 

(gr~f1ca 3). 

El incre .. nto causado por el potasio tue nuliticado cuando las 

cepas bacteri ' nas no estaban .. tabólic.-nte activas (gr~ica .4) o 

cuondo Sé lOS¡desacOP1. l. fostorllacl6n oxida.l .. coo C.C.C.' 

(grMica 5), el cual es tm COlllpuesto que ro..,. el gradiente 

electroquialc

t 
de la .. lIbrana por introducción de protones y con 

ello illlpide 1 síntesis de ATP. El requerialento de síntesis de 

ATP para ' la a basiÓn incre .. ntada es ~s pronunciado en las cepas 

PIZ 15 Y PAotY15 que en PAot, COIllO puede interirse al .observar el 

mayor efecto Lsti.u1atorio del fosfato (sustrato para la síntesis 

de ATP) en lalpri_ras que en la dltiIU (gr~fica~. Así, 

cuando las cterias est~n illlp8didas para sintetizar ATP 

(deSaCOPladaSr por fosforilación oxidativa, el fosfato no esti.u1a 
I 

su adhesiÓn a l c~lulas bucoepiteliales humanas (gr~fica 6). 

To_dos en su conjtmto, estos resul tados nos peral ten 

hipotetizar que~ el estado energ~tico de Pse~monas aerU6(nosa 

influencia 9 andemente su adhesiÓn a c~lulas bucoepiteliales 

humanas: part cularmente la de la cepas PIZ 15 y PAot/15, ya que 

PAot se adhiere en nümeros cOlllparables tanto viva COIllO .uerta o 

desacoplada <F,3). 

El hecho db que dlsainuya la adhesión de PIZ 15 cuando est~ 

28 
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.... t. o dea.¡OPlad. nos indic. que ex1st.en dos .ec:.niS.,s de 

adhesicSn en 1t.. cepar uno -.di.do por los ItmbrtO!l!l y otro, 

dependiente de energ1., en el que p.rt.icipa la superticie externa 

de 1 ... lIbr.J ( ~l LPS ? ). En este segundo ..eanis., que 

propone.os, eJ grado de exposici6n de los sitios de uni6n a 

c4lul.s buc~Pit.eliales hu.anas en la superficie bacteriana 

" depender~ de la energizaci6n de la _lIbrana, de .:>do que los 

f.ctor .. que ~t.eren el gradiente electroquiaico, tales COJllO ' el 

C.C.C.P. que lnt.roduce protones o el pot.sio que provoca la salida 

de _tos, dijainuyen y .cti van, respecti va_nte l. adhesi6n, 

~i.nt.e la -¡nor-.. yor exposici6n de los sitios de union. 

Final_nt.e.' cr_JIIOs que las uniones .dherentes de Psev.domenas 

O!I!I~tnosa a c~lulas bucoepiteliales huaanas probable .. nte 

incluyen tD\ cOJllPOnente de tipo .lectrost~tico, toda vez "que la 

adhesi6n diS±uye a ~ida que se incrementa el pH en el 

intervalo 7.2 .8; pode.os suponer' taJllbi~n que estas uniones nO 

son puent.es 
I 

ifniCOS ya que al .~ntar la tuerza 

Pf~ctic ... nte no au.enta. 

i6nica con NaCl, 

la .dhesi6n 

29 
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