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Todo organismo porr Insignificante,
rare o peligroso que pdarezca
goza del doen mas preciado

de todos: LA VIDA



Generalldades dePseuaomonas deruginoesa

Pseudomonas aeruginoesa s un baclile gram negativo,patbgeno

oportunista;que infecta a pacientes inmunodeprimidos,drogadictos,
leucemicos,pacientes tratados con inmunosupresores y personas con
quemaduras graves Ientre otros(6,i7,38), Es responsable del 10 al
204 de las 1infecciones nosocomiales(35); en los hospitales se le
ha encontrado en las soluciones oticas , colirios , jabones,
antisepticos ,Llavabos ,material de cirugila y las manos del
personal (11,40); y debido a su gran capacidad metabdlica se ha
reportado gque es capaz de sobrevivir y multiplicarse en agua
destilada(i2).

Casi todas las cepas de Pseudomonas aeruginosa ailsladas de

pacientes hospitalizados presentan resistencla a uno o vVarlios
antibidticos, gue esta conferida por la presencia de plasmidos
(7,8,19).Este microorganismo es responsable de miiltiples
padecimientos en humanos,tales como septicemia,infecciones
pulmonares,queratitis,sepsis,hemorragias,conjuntivitis y es capéz
de causar hasta la muerte(34).Todo esto provocado por los
multiples factores de virulencia gque presentasentre los gque

destacan: -



FACTOR EFECTO

Exotoxina A Inhibe sintesis de protelnas(46)

Elastasa Degrada 7 de los 9 componentes del
complemento(48)

Proteasas Destruyen barreras anatbmicas(48)

Leucocidina Degradacidn, de leucocitos(46)

Glucocalix Evita la fagocitosis por macrbdfagos(34)

Pili o fimbria Determinan la adhesitn a ceélulas
bucoepiteliales(47)

Flagelo Ayuda a la movilidad del organismo,facili-

tando la invasitn del huésped(29)
Lipopolisacarido Resistencia al efecto Dbactericida del
(LPS) " Suero Humano HNormal (10,46).
Dado que el LPS es considerado como factor principal para la
resistencia al efecto bactericida del Suero Humano

Normal(SHN) es necesario conocer la composicidn de dicha

estructura.

Estructura del LPS

Consiste de tres regiones:Lipido A,un oligosacarido denominado
"Core" y una cadena de polisacaridos O-especificos( Fig.t ).

La regitn {1 o Lipido A es la parte de la molécula gue puede

presentar una interaccidn hidrofbica con lipoproteinas,esta
embebideo a la membrana externa de la celula.Consiste de
glucosamina-fosfato y &acidos grasos,de 1los cuales el mas
abundante es el acido B-hidroximiristico.Esta regidn es
responsable de las propiedades endotdxicas del LPS.

La regitn 2 o" Core" esta unida al lipido A por medio de un

componente carbohidratojque es tipico para las bacterias gram
negativas;el acido 2-ceto3-desoximannulosuctdnico (KDO).Se han
descrito tipos diferentes de "Core" a razdn de la variacitn por

la sintesis del cligosacarido.
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Fig. 1 Diagrama esquematico de la estructura general de un LPS

bacteriano (32).



Regidn 3,polisacirido O-especifico ¢ antigeno O consiste de

unidades repetidas de oligosacaridos y es esenclal en todos los
polisacaridos Dbacterianos.La composicidtn ¥y estructura de la
regitn 3 son la base quimica de la especificidad serologica de
las Dbacterias gram negativas.La variabilidad estructural
incrementa grandemente en los compartimentos mas exteriores de la
molécula del LPS (24,32,34).

El suero contiene los factores gue ayudan a la defensa del
hospedero, de 1los cuales el mas 1mportante en 1la accidn
bactericida es el complemento, revisaremos su mecanismo de

accion.

Activacibn de la via clasica y alterna del complemento del
suero humano.

El complemento es un sistema secuencial de 9 proteinas
séricas, dotadas de actividad enzimatica gque cumple funciones
bioltgicas importantes, de las cuales la mas conocida es la
hemodlisis y Dbacteridlisis. [Estas funciones pueden seguilr dos
caminos: la via clasica en presencia de anticuerpos .0 la via
alterna en ausencia de los mismos (f1g.2).

La wvia clasica es 1niciada usualmente por una interacciodn
entre complejos antigeno-anticuerpo, que 1inveolucran IgM o IgG ¥
Ci: este componente del complemento es compuesto por 3
subunidades distintas Cig, Cir. y Cis y circula como un complejo

dependlente de calcio.Cambios conformacionales criticos en Ciq,



Mg C4b,2a ----- > C4b,2a,C3b

W
C3 ——> C3b

-===> €3b,P,Bb =---> C3b,P,Bb,C3Db

C3(H O0) ----> C3(H O)Bb
2 Mg++ 2

Fig.2 Representacidtn esquematica de 1la activacitn de la vwvia

clasica y alterna del complemento (42)



traen una conversidon de las proenzimas Cir y Cis a Cir- y Cis-
moléculas con actividad de serin-proteasa.Cl rompe a C4 yC2 para
generar la enzima C4b,2a gue rompe a la molécula C3.

Por ruptura de C3 se forman los fragmentos C3a y C3bjeste
tltimo se une al complejo C4b,2a para formar la "convertasa C5" o
complejo C4b,2a,3b gue rompe a C5 en Cha y C5b provocando ademas
el ensamble de un complejo transmembranel estable que 1ncluye a
C5b,C6,C7,C8 y C9conocide también como MAC(Complejo de atagque a
la membrana).

La via alterna es activada cuando el factor D se presenta en
una forma activa en la sangre, rompe las moléculas del factor B
gue se asocian a C3 en presencia de magnesioformando el complejo
inestable C3b,Bb gque también actua sobre C3. Este complejo puede
unirse al factor P (properdina) en presencia de magnesio para
formar un complejo mas estable al cual puede unirse un fragmento
C3b adicional y dar origen a la"convertasa C5 de 1al via alterna",
compuesta por el complejo C3b,P,Bb,C3b. Rompe a C5 que se
ensambla con C6,C7,C8 y C9 y se forma en complejo transmembranal

estable C5b,C6,C7,C8 y C9 (42).

Mecanismo de accibn bactericida y bacteriolitica.

Se ha sugerido gue 1la depositacidtn de las proteinas MAC
(complejo de atague de la membrana), sobre la superfiicle de las
bacterias sensibles es la causa principal de la muerte por suero

Y es prerrequisito para mediar la bacteritlisis por l1isozima.
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El MAC es un complejo estable (P.M. 2,050 Kd ), de las
proteinas terminales del complemento y su formula es
(C5b,C6,C7,C8,C9) b (C5b-C9) .Puede resultar de la activacion
de la via claslcaa o de 1la 51& alterna; ambas vias pueden ser
activadas simultaneamente.El ensamble del MAC 1involucra 1la

transformacidtn de moléculas hidrofilicas dentro de un complejo,

capaz de integrarse dentro de las bicapas lipldicas.

El complejo es un cilindro de 150 a 160 A de largo (fig.3) con
un diametro interno de 100 A gue esta "rodeado" por un anille
externo cuyo diametro es de 200 a 220 A,

Se inserta en la membrana hidroftbica interna,se conduce como
complejo proteinico integral de la membrana,penetrando a traves
de ella para formar un canal que destruye la 1integridad
membranal.El canal puede incrementar el pasc de icones a traves de

la bicapa (40).

Secuencia de eventos después de Ia exposicion al suero.

Pericdo latente:los elementos del MAC se ensamblan en el

S1tio de la lesitn primaria.en las membranas externa e interna.
Inhibicidn de 1a sintesis de macromoléculas:Se liberan las
enzimas fosfatasa alcalina y 5' nucleotldasa,asocladas con el
espacio periplasmice,esta llberacidtn es 1independiente de la

formacion del MAC,

Integracidn del MAC:en area de la Dbicapa fosfolipidica




160 R

F1g.3 Esquema representativo de la estructura formada por el

MAC
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externa,que son perforadas Y excluidas por hidroblisis
del peptoglicano debido a la accitn de lisozima(Esto provoca el
efecto letal del complemento).

Rompimiento de la membrana citoplasméatica,inhibicidon del

transporte de azlcares,aminoacidos y algunos iones.El suero puede
funcionar por la disipacidtn del potencial eléctrico de la
membrana.MAC se inserta a través de la doble membrana de 1la
bacteria haciendo un canal +transmembranal ,alterando las
propiedades de la membrana y provocando la muerte celular (42).
Hasta aqui el mecanismo de defensa del hospedero,ahora
revisaremos algunos aspectos relacionados con el ciclo de vida de

los virus bacterianos.

Bacteridofagos

Se han detectado dos tipos de bacteribfagos en referencia a su
ciclo de wvida : 1liticos y temperados ( fig 4).

En el ciclo de vida litico existen 3 pascs secuencliales:

l.Adsorcidn: El1 fago se fija a 1la Dbacteria reconociendo
receptores especificos en la superficie Dbacteriana (23,24).

2.Periodo de latencia o fase vegetativa: Poco después de la

inyeccidtn o entrada del material genético viral,se 1inicia la
expresion de los genes tempranos del fage gque codifican para
proteinas involucradas principalmente en el cese de la sintesis
de acidos nucleicos y protelnas bacterianas y en la sintesis de

los acldos nucleicos virales, La sintesis de estos acldcs
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Fig.4 Ciclo de vida de los bacteridfagos liticos Y temperacdos
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nucleicos coincide con la transcripcidtn de: los genes tardios del
fago,involucrados en ‘la sintesis de proteinas estructurales
fagicas,para de esta manera generar nuevas particulas
infecciosas.

3.Lisis:Rompimiento de 1la ceélula por accidtn de enzimas
1iticas codificadas por genes virales tardios, liberandose las
nuevas particulas infecciosas (26).

En el ciclo de vida de un fago lisogénico o temperado, éste
infecta a la bacteria de una manera similar al fago litico, sin
embargo, una vez 1nyectade el acide nucleico é&ste puede
incorporarse al cromosoma bacterianoe ¢ mantenerse como plasmido
en el interior celular recibiendo el nombre de profago y Ila
cepa portadora es una listgena (41). Esto es posible gracias a
qgue reprime 1la expresidtn de los genes estructurales y de lisis
por accidtn de una proteina con actividad represora codificada por
el genoma viral(Lisogenia),aunque se debe considerar gque un
estimulo externo c¢omo la 1luz ultravioleta puede provocar gque
el fago entre al «c¢icle 1litico (Induccidon) a razdotn de la
inactivacion del represor,y termine Ilisando a la bacteria
produciende nuevas particulas infecciosas (41).

En Pseudomonas aeruginosa se ha encontrado una frecuencia de
lisogenia, en cepas clinicas, cercana a 100/ (20). Se desconocce
que factores determinan la alta frecuencia de lisogenia en esta
‘bacteria, sin embargoe se ha detectade gque algunas cepas

lisbgenas; aparte de la habilidad gque tienen para producir fages
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¥y la 1inmunidad a 1la super 1infeccidtn por fagos homologos,

presentan una serie de modificaciones conocidas como conversion
lisogénica, en la cual 1la bacteria lisdgena adquiere una nueva
serlie de caracteristicas fenotipicas que son codificadas por el

genoma del fago (20).
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ANTECEDENTES

La resistencia al suerv en Dbacterias, consiste en la
disminucidtn de la sensibilidad al efecto-del mismo en ensayos
que contienen cantidades excesivas del sistema bactericida (42).
Se ha establecido que el suero normal de animales presenta un
efecto Dbactericida sobre varias especies Dbacterianas como:

Escherichia coli , Salmonella Typhi , HNeisseria gonorrhoeae,

Shigella dysenteriae , Klebsiella pneumcniae Yy Pseudomonas

aeruginosa entre otros. La actividad bactericida;cuye principal
componente es el complemento; es considerada como una ilmportante
defensa del hospedero contra infecciones bacterianas, por lo gue
la resistencia a la muerte por suero es una propiedad de
virulencia importante para una bacterlia invasiva (28,34).

Los plasmidos; aparte de conferir la resistencla a
antibiodticos como estreptomicina,ampicilina y cloranfenicol entre
otros; pueden producir efectos sobre la superficie de las celulas
bacterianas,trayende consigoe la aparicidtn de nuevos determinantes
antigénicos y cambios en la estructura del lipopolisacarido,tal
es el caso de los plasmidos Ri, RIOC y R6,5 gque traen consigo
modificaciones al LPS y la aparicitn de proteinas nuevas en la
membrana externa (27,31,36,37). El plasmide Col V, no favorece
la resistencia a antibidticos, pero codifica para una proteina
(Colicina V) de la membrana externa, responsable de la
resistencia al efecto bactericida del suero de conejo,

suero de cobayo ¥y suero humano normal en cepas de E.
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coli y Salmonella typhimurium portaderes de Col V (527,34,

36,37.)

De estos plasmidos que confleren resistencia al suero el mas
estudiado es R65 y uno de sus productos: la protelna tra T
(2,27,28,42) que se encuentra en la membrana externa,
probablemente come lipoproteina unida al peptidoglucano c¢on una
amplia distribucidn en la superficie de 1la célula bacteriana. La
proteina tra T reduce la unidtn de los elementos del complemento
por la interferencia en el ensable del MAC, este mecanismo de
resistencia es sugerido también para proteinas como colicina V ¥y
es valido para E.coll y los generos Salmonella,Shigella Yy
Klebsiela (28).La proteina tra T disminuye ademas la fagocitosis
por macrofagos de raton (2).

Otro factor gque se suglere contribuye a 1la resistencia al
suero es el antigeno capsular K! codificado por algunas cepas de
E.coll y gque disminuye ademas la fagocitosls por macrofagos de
raton (1,28).

Para la resistencia al suero por Dbacteribfagos solo
conocemos un trabajo, donde al lisogenizar a 1la cepa K-i12 de
E.coli con el fagoAse 1ncrementa la resistencia al efecto
bactericida (30).

Para Pseudomonas aerugincsa han sido elaborados trabajos
para describir el efecto del suerc en cepas clinicas vy
caracterizar el comportamiento con respecto al suero segun el

fenotipe de dichas cepas (18,45). Se encontrt que la estructura
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que coniribuye a la resistencia al suero es el LPS; de esta
manera se ha evaluado como factor de virulencia bacteriano
{10),determinando asi gque cambios en el LPS traen consigo camblos
en la sensibilidad al efecto del suero (15,38,39)

En nuestro laboratorio hemos encontrado, gque la presencia de

fagos en cepas de Pseudomonas aeruginosa manifiesta cambios

con respecto a una cepa libre de fagos; de esta manera
encontramos gque ‘el fago FIZ15 .(Fago de Iztacala #$# 15) ° le
confiere a la cepa PAO1 (libre de fagos, estudiada
biogquimica y genéticamente y de uso 1internacional).un incremento
en la movilidad y la adhesibn a celulas bucoepiteliales humanas
al 1lisogenlzar dicha cepra (3).- ¢ También encontramos dgque
incrementa la resistencia a fagocitosis por macrofagos de
raton,pues los valores de fagocltoslis de 1la cepa PIZI5(Lisdgena
para el fago FIZ15) se ven disminuidos hasta un 50X con respecto
al valor de PAO!1 (3).Debido a gque el complemento participa en la

fagocitosis por macrbdfagos,comoe en ia muerte por suero - (42).



S1 le das un pez a un hombre
le daras de comer un dia,
pere sl le enseNas 4 pescar

comera toda su vida.

Proverhbio c¢hino.



HIPOTESLS

?E1 fago FIZ15 aumenta la resistencia al efecto bactericida

del Suero Humano Normal, al lisogenizar a la cepa PAO1?

Conocer el fenbmeno de resistencia al efecto bactericida del

suero humano en Pseudomonas aeruginosa por efecto de la

conversibn lisogénica,mediada por el fago FIZi5

Para abordar estos cuestionamientos mediremos la sobrevivencia
al efecto del SHN de la listgena PIZI5 comparativamente a la cepa
PAO1. S1 PIZi5 muestra un incremento en la resistencia al efecto
del SHN, entonces la sigulente etapa seria tratar de determinar
si el incrementc se debe a un c¢ambio superficial inducido por

FIZ15.
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MATERIAL, Y MEITITICS

Soluciones y Medios de Cultivo

CN: Caldo Nutritivo.
(Calde Nutritivo Bioxdtn 8 g, agua destilada 1000 ml)
AN: Agar nutritivo
(CN. +Agar Dbacterioltgico 1.5%)
AS: Agar suave 0.6%
(Agar. bacteritlogico 06g, Peptona de caseina Biloxdn 10g, NacCl
BaKer 2.5¢ y agua destilada 1000 ml.)
CST: Caldo de Soya y Tripticasa
(Caldo de Soya y Tripticasa Bioxdtn 30g Yy agua destilada 1000 ml)
BA: Buffer Aacido.
(Sulfato de Magnesio 40 mM, Acetado de sodio 0.25 M, pH 4.25)
NaNO : HNitrito de sodio BaKer 35 mg/ml
SHM: ¢
(Gelatina 0.5g, Cloruroc de sodio 5.85g y agua destilada 4805 ml.
ajustande a pH T.4,5e esterilizd y agregd 4.5ml de TRIS 1M pH 7.4
y 25 ml de Sulfato de magnesio M)
PBS: Buffer de Fosfatos.
( 60 ml. de KH PO {50 mM , 380 ml. de Na HPO , 440 ml de

2 4 2 4
NaCl 145 mM, ajustando a pH T.2)



Cepas 20

FPAOL
Cepa control sin fagos donada por B. W, Holloway,Monash
University,Australia
PIZ15
FAO!1 lisogenizada con el fago FIZ15
PAC1/FIZ15
Mutante espontanea FAO1 resistente al fago FIZIE ¢
PAOt-Ser 1II

Mutante espontanea PAO1 resistente al efecto bPpactericida del
suero.

FAOL (D )
3
PAO!L 1lisogenizada c¢on el fago D
3
Fagos
D
3

Bacteridvfago temperado de Pseudomonas aeruginoesa con receptor
antigeno-0 especifico,donado por B.W.Holloway, Monash University,
Australia.

D¢

3
Mutante deficiente en represidn, obtenido por mutagénesis del
fago D con HHNO

3 2
FIZ15

Bacteridfago temperado obtenide a partir de una cepa clinica de
P. aeruginosa

FIZi5¢

Mutante deficlente en represidn, obtenido por mutagénesls del
fago FIZ15 con HNO

c
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Para cumplir c¢on los objetivos @planteados se realizd la
siguiente metodologla:

Obtencitn de lisadcs de alto titulo

Se mezclaron 0.3 ml. de cepa indicadora (PAO1) crecida durante
o
la noche en CN a 37 C mas 0.4 ml. de CaCl 1 M , mas una placa
[}
del fago en un wvolumen de 10 mlde CH. Se incubt la mezcla a 37 C

con agitacibn hasta 1lisis (4-5 horas). Se centrifugd a 15000 rpm

durante 5 minutos, se decantd el sobrenadante para eliminar
o
residuos de 1lisls y se almacenb en tubo estéril a 4 C (Se
10 11
obtuvieron lisados c¢on titulos de 10 y 10 ufp).

Titulacitn de lisados.

-6 -T -8
Se diluyeron los lisados en SM (10 ,10 y 10 ),se mezclaron O.1

ml. de la dilucitn de fagos mas 0.1 ml. de bacteria indicadora
crecida durante la noche a 370 C en CN, se agragaron 3 ml. de AS
formandoe un taplz sobre una caja de AN, se incubd a 37‘.)0 Yy se
contd el numero de ufp (Unidades formadoras de placa)
relacionando con el factor de dilucion.

Titulo (ufp/ml): No. de placas X 10 X Factor de dilucidn.

Mutagénesis con Aacido nitroso.

Se mezclaron volumenes de BA,solucidtn de fagos con alto titulo
Yy nitrito de sodio fresco en proporciones 9::1 respectivamente,
en tubo de ensaye estéril, se aglitd e inmediatamente se extralo
una alicuota y se diluyd en SM mas TRIS pH 7.7 04M para detener
la reaccidbn. Se repititd el procedimiento a los 10,20 y 30

minutos.Se prepararon diluciones y se titularon 1los fagos
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Ssobrevivientes Por fAultimc se calculd la {fraccidon scbreviviente:

Fraccidon SobrevivientezFagos a t /fagos 1iniciales.

Alslamiento y purificacitn de fagos.

Con un palillo estéril se picb el centro de una placa de fagos
Y se hlzo un rayado suave sobre una caja de petri con AN, se
mezclaron 04 ml de cepa 1ndicadora mas 3 ml de AS.La mezcla se
esparcid suavemente,se dejo solidificar y se 1incubt a 37 OC para
obtener placas alsladas.Este procedimiento se repitid 3 veces

minimo hasta comprobar el fenotipo del fago, tomando una placa

alslada en cada repetlcidn.

Prueba de inmunidad para fagos.

Se mezcld 01 ml. de una solucidn con un titulo de 105 fagos y
04 ml de Dbacterias, crecidas durante 1la noche en CHN,se
agregaron 3 ml., de AS,se mezcld y se vaclid sobre una caja de
petri con AN para formar un tapiz. Se incubd 18 h a 37 OC Yy se
contd el numero de ufp gque aparecen 1incluyende un control con
PAO1.

(Un fago no puede formar placas en su lisbgena por gue esta
produce un represor cltoplasmatico gue evita la infeccidn por

otro fago una vez que ha sido lisogenizada)

Prueba de resistencia al suero.

8
Se tomd 10 ml. de bacterias en fase exponencial{s X 10 celulas

/ml.) obtenidas de cepas c¢recidas durante 1la noche en CST , se
T
lavaron 2 veces y se diluyeron 1/10 con PBS (5 X10 bacterias/

ml.), se mezclaron 0.4 ml de bacterias c¢on SHN fresco en
concentraciones de 0,75 y 80/ a un volumen final de 4 ml. con PBS

¥}

.Las mezclas se incubaron a 37T C c¢on agltacidn durante 3
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horas,se diluyd y se determind el numero de ufc(Unidades
formadoras de colonia) sobrevivientes por cuenta viable en AN. El
% de sobrevivenclia se calculd con la formula:

% de Sobrevivencia =(ufc en el tubo con suero/ufc en el tubo
sin suero) X 100

Adsorcion de fagos.

Para medir 1la adsorcidtn de los fagos a las Dbacterias se
mezclaron 25 X 10 iacterias de fase exponencial en CHN,con 105
fagos (Multiplicidad de infeccidtn = 0.05) en un volumen total
de 0.6 ml. A diferentes tiempos (0,6 y 12 minutos) se tomaron
alicﬁotas de 50’1 Yy son diluidas en una mezcla de 045 ml. de CH
Yy 04 ml. de cloroformo para lisar las bacterias no 1nfectadas,
se diluyd, se tituld e incubd a 37 % para contar el numero de ufp
(fagos no adsorbidos)y calcular la adsorcidn con la formula:

4 de adsorsidon = 1{-(Fago libre/Fago total) X 100

Obtencibn de una mutante espontanea de PAO! resistente a un fago.

9
Se espatularon 10 fagos (FIZi5¢c o D ¢) sobre AN dejando secar
T 3
la caja,enseguida se espatularon 10 bacterias de fase exponencial

o
5S¢ dejb secar y se 1incubd a 37 C.Se Purificaron por estria de 10

a 15 colonias de Dbacterias sobrevivientes y se incubd, repitiendo
el aislamientc de colonias tres veces .Se comprobd el fenotipo de
resistencia al fago por la incapacidad de formacidtn de placas de
1isis.Los candidatos a mutantes se picaron sobre un tapiz de PAO!
para eliminar la posibilidad de gue fueran lisdgenas,en cuyo

caso se observarla un halo de 1isis al rededor de la colonia eéen
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el taplz .HNo se obtuvieron lisdgenas entre los candidatos debldo
a que el fago gue se usdb para seleccionar las mutantes €s 1ncapaz

de lisogenizar (Fago mutante de placa clara).

Obtencidn de una mutante espontanea de PAO! resistente al

suero
T
Se mezclaron 10 bacterias con SHN al 80/ en PBS y se incubbd a
37T C con agltacidn durante 12 horas.Al dila sigulente se tomd una
alicuota y se mezcld enSHN al 80 7 en PBS.La mezcla se incubd con
agitacidtn durante 12 horas.Se repitid el procedimiento una vez
mas para finalmente obtener colonias ailsladas por estria en
AN,las cuales fueron purificadas por estria 3 veces.Por

ultimo,se confirmd el fenotipo resistente al suero utilizando el

ensayo descrito anteriormente.



"Nunca te enorgullezcas de los frutes de tu Inteligencia,

Solo eres duelfo del esfuerzo que pusliste en su cultivo”.

Jacinte Canek.
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RESULITATCE

Fagocitosis por macrbofagos de ratdon.

Como se menciond en los antecedentes, el bacteridfago FIZ 15
incrementa la resistencia a la fagocitosis,cuandc se encuentra
como profago en la cepa FPAOL

En la tabla 1| se observan los valores de fagocitosis por
macrbdfagos de ratoén, se nota un decremento en los valores para la
lisogena PIZ 15 de hasta un 50/ con respecto a la cepa patron,
sin fagos, PAOi. Este cambio en la resistencia a 1la fagocitosis
por macrdfagos suglere un cambio en la resistencia al efecto
bactericida del SHN, es sabldo que el complementc participa en

ambos procesos de manera determinante (l.2.42)

Prueba de resistencia al suer¢ para PAO1 y PIZ 15,

Los datos para caracterizar la resistencia al efecto
Lactericida del SHN para las cepas PAO1 y PIZi5 se reportan en la
Tabla 2, come 7/ de sobrevivencia. Se observa gue 1la listgena
PIZ15 presenta un incremento; en la resistencia al efecto
bactericida del suero; de 5 y 20 veces (aproximadamente ) a las
concentraciones de 75 y 80/ respectivamente, con referencia a la
cepa patrodn, coincidiendo con la hipdteis planteada. La
sigulente pregunta gque abordamos fué& conocer a gque nivel es el
cambio inducido por el fago FIZi5 sobre PAOL

Prueba de inmunidad para fagos.

Los resultados de la tabla 3 nos muestran gque los fagos FIZ 15

y D3 plaguean de una manere otptima sobre la cepa FAO!, libre de
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TABLA 1

Fagocitosis por macrofagos de raton.

Cepa /7 Fagocitosis
PAOL 56,7 + 6 (4)
PIZ 15 29.4 + 4 (4)
6
Se mezclaron 2 x 10 macrdfagos peritoneales de ratén con

6
2 X 10 bacterias en un volumen final de 2 ml.Después de incubar

por 1 hora con agitacidon, las mezclas fueron centrifugadas y el

numero de Dbacterias sobrevivientes se calculd por cuenta viable

(Tomada de referencia 3.)

TABLA 2

Resistencia al efecto bactericida del SHN de las cepas

PAOi ¥y PIZ 1i5.

4 _de Sobrevivencia

Cepa 75% SHN 807 SHN

PAO1 9.3 + 1.8 1.0 + 01

PIZ 15 57.9 + 04 20.7 + 1.3
T

Se mezclaron 10 bacterias de fase exponencial con SHN
ajustando a 4 ml. c¢on PBS, se 1ncubd durante 3 hrs.,se diluyd y

espatulé para calcular las ufc¢. Los datos se reportan en 7 de
sobrevivencia.
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TABLA 3

Prueba de inmunidad para los fagos FIZI5 y D3

Cepa Fago
FiZ 15 D3
FPAOQL + +
PIZ 15 = -
PAOLD3) = -
5 10
El ensayo consiste en mezclar 10 fagos con 10 bacterias
o 3 4

incubar a 37 C y contar las ufp. El simbolo + significa 10 -10

ufp. ¥ - significa ausencia de ufp.
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fagos,no asi sobre las lisogenas PIZ15 y PAOID )donde no

aparecieron ufp de ninguno de los dos fagos scb1~e3su listgena
y la del otro. Esto plantea dos opciones: Una es gque compartan la
la misma inmunidad,es decir , el mismo represor actue sobre ambos
fagos y la otra es gque compartan un mismo receptor los fagos,
conociendo gque el fago D se adsorbe especificamente al
antigeno-0 (23). .

Una forma de probar el cambio ocasionade por el profage a
nivel del receptor es midiendo la eficacia gque tengan 1los fagos
para reconocerlo y adsorberse a la cepa silvestre y sus
listgenas. Para medir adsorcidn recordaremos gqgue se mezclan fagos
con bacterias y a distintos tiempos se cuantifica el fago no
adsorbido por titulacidtn; una fraccitn pequeha de la poblacidn de
lisbgenas libera fagos espontaneamente, los cuales aumentarian
artificialmente el numerc de fagos no adsorbidos, pues los fagos
FIZi15 y D3 presentan un fenotipo de placa turbia que es igual al
fenotipo de los fagos que salen de las lisbgenas, pues estas se
construyeron con los fagos FIZi5 y D3. Para resolver este

problema decidimos obtener mutantes de placa clara Para

distinguirlos de aquellos liberados espontaneamente.

Mutagénesis con acido nitroso

La grafica 1 muestra la curva de letalidad del fago FIZi5 por
tratamiento con acido nitroso. Se observa muerte lineal,
disminuyendo el titulo del fago en aproximadamente medio
logaritmo cada 10 minutos . La frecuencia dJde mutantes con

fenotipo de placas claras fue de (Y a los 20 minutos. En el
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GRAFICA 1
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Se mezclaron BANa NO y una solucibn de fagos en proporciones
2
o1l yse incubd,se extrajeron alicuotas a los diferentes tiempos

incluyendo tiempo cero.
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control sin tratar la frecuencia de placas con fenotipo claro

fué menor de 10_5y se obtuvo una figura similar para el fagoe D3
(dato no mostrado). Se purificd una placa de fenotipo claro para
hacer lisados de alto titulo y usarlos en la adsorcidn de los
fagos a las cepas patrdn y lisdgenas.

El fenotipo claro se obtiene por gue el tratamiento con acido
nitros¢o causa una mutacidn gque evita la funcidn represora para
la wvia 1litica, provocando gque los fagos silvestres gque podian
sintetizar el represor y hacer llsogenia, ahora sean llticos por
ausencia de la funcidon del mismo. La placa turbia lo es porque en
el centro de ella sobreviven lisbgenas 1nmunes Yy la placa clara

€5 una 1lisis total gue no permite el crecimento de las lisbgenas.

Adsorcibn de los Fagos FIZi5¢c y D3¢ a 1la cepa control PAO1

y las Lisbgenas PIZ 15 y PAQ1L (D3).

S1 las listgenas han sufridoe un cambilo superficial en el
receptor para los fagos, estos no deben ser capaces de adsorberse
a ellas, pero s1 a la cepa silvestre PAO! gque no ha sufrido
modificaciones en el receptor para el fago.

En la grafica 2 y 3 podemos observar un comportamiento similar
para los fagos D3c y Fiz 15¢, es decir, se adsorben a valores
cercanos al 100 % en PAOL a los 6’ y 12 no asi a las lisdgenas
PIZ 15 y PAO1 (D3) donde la adsorcitn es a valores menores del 97
para ambos fagos a los 6 y 12 minutos,esto nos 1indica gque los
cambios 1nducidos por los profagos son a nivel del receptor, que

es el antlgeno-0.
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Se mezclaron 10 fagos c¢on 10 bacterias y se extrajeron
alicuotas a los diferentes tlempos para titular los fagos no

adsorbidos.
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GRAFICA 3
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Estos resultados sugirieron gue el 1ncremento en 1a
resistencia al efecto bactericida del suero de la cepa PIZ 15, se
debe al cambio superficial inducide por el profage FIZ 15 a nivel
de su receptor (antigeno-0j. Para confirmar lo planteado
decidimos obtener dos mutantes espontaneas de la cepa FAOL

A)Una mutante resistente a FIZ 16 (FAOL/FIZi5) y

B)Una mutante resistente al efecto DPbactericida del suero
(PAOL-Ser II).

De acuerdo a nuestra hipdtesis los fenotipos de estas
mutantes debieron ser: la resistente al fago _debe ser resistente
al suero y ninguna de las dos debe permitir 1la adsorcidn
de FIZ 15, ni D3.

Prueba de Resistencia al suero de PAO1/FIZi5 y PAOi1-Ser II

El resultado de ressistencia al efecto bactericida del suero
para las mutantes PAO!/FIZ15 resistente al fago y PAO1-Ser 1II
resistente al suerc se presenta en la tabla 4 . Agqul observamos
que la cepa PAO1/FIZI5S fué {10 y 36 veces mas resistente a las
concentraciones de 75 y 804 de SHN con respectoc a la cepa
silvestre PAO!; asl también 1la cepa PAOi1-Ser II presenta una
resistencia aumentada 4 y 15 veces sobre PAOL a concentrac16nes
de 75 y 804 de SHN.

Asl se confirma la primer parte de la hipbdtesis:

Un cambio en el receeptor al fago trae un 1ncremento en la
resistencia al suero.

Adsorcidn de los fagos FIZ 15¢ y D3c a las cepas PAOI/FIZIS y

PAO1-5er 1.
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TABLA 4

Resistencia al efecto bactericida del SHN de las mutantes

espontaneas PAOi-Ser II y PAOi/FIZi5.

Zde sobrevivencla

Cepa 757 SHN 807 SHN
PAO1L 9.3 + 18 1 + 04
PAOi-Ser II 389 + 9 15 &« 3

PAO1/FIZ15 100 + © 36 + 1
7

se mezclaron 10 Dbacterias de fase exponencial c¢on SHN
ajustande a 4 ml. con PBS;se incubd® durante 3 hrs.se diluyd vy

espatuld para calcular las ufc.los datos se reportan en /4 de
sobrevivencia.
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GRAFICA 4
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GRAFICA 5
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El ensayo es el mismo que el citado al pie de la grafica 2
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Al medir la adsorcibn a estas cepas encontramos (Graficas 4 y

5) que los fagos FIZ 15¢ y D3¢ presentan valores por debajo del
107 de adsorcibn para ambas.

Estos resultados Jjunto con los anteriores confirman gue el
bacteridfage FIZ 15 aumenta la resistencia al suero de la cepa
PIZ 15 al causar un cambio superficial a nivel de su propio

receptor.



"Hemos camblade el conoeclimlente por la emoclidn:
que es tambitn una manera de penetrar en las cosas".

Emilio Abreu Gomez
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DISCUSION

Los resultados presentados nos indican que al lisogenizar a la
cepa PAO1 con el fago FIZiI5 trae consigo cambios a nivel del
receptor del fago, pues al 1intentar plaquear a los fagos D3
{antigeno o-especifico) y FIZi5 'sobre las listgenas PAOL(D3) ¥
PIZ 15 estos n¢ lo hacen, esto se ve apoyado por el trabalo de
Kusio y Kropinskii23) quienes reportan gque al .:lsogenizar a la
cepa PAO!1 con el fago D3, cuyo receptor es el antigeno-O sufre
modificaciones en el sitio de reconocimiento del fago; evitando
asi la reinfeccidtn de algun oltro fago con receptor en el antigeno
O sobre la listgena PAOi(D3). Aunque este reporte indica camblos
sutlles que consisten de una acetilacion repetida en el antigeno
O y el camblo de enlaceswi-4 a enlacespi-4 de los azucares del
mismo, son suficientes para evitar que el fago D3 se adsorba a su
lisbgena, no ocurriendo esto en la cepa PAO1 donde el fag.o D3 se
adsorbe eficienfemente hasta valores cercanos al 1004

La idea de medir adsorcidon al fago FIZ 15 contra su listgena y
la del fago D3, asl como a la cepa silvestre PAO1, es con el fin
de caracterizar el cambio superficial que le induce a la bacteria
.al lisogenizarla. El comportamiento similar en adsorcidbn de los
fagos nos indica que ambos fagos comparten un receptor antigeno
O-especifico que podria ser el mismo ¢© encontrarse uno muy
cercano de otro. Es conocido dque varios fagos pueden presentar
receptores en el antigeno-0, podemos incluir a los fagos 24,

P1,T3, T4 y TT de E.Coli con esta propiedad (24).
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Se han reportado trabajoes para Klebsiella pneumoniie (43) vy

Pseudomonas aeruginosa (1¢) donde al obtener cepas resistentes
con cambios en el receptor para un fago,obtenemos camblos en la
¢composicidn y estructura de la regitn antigeno-O del LPE;ademéas
estos camblos inducen modificaciones en el comportamientoe c¢on
respecto a la sensibilidad al efecto bactericida del suero.En
Klebsiella cepas resistentes al -fago FC-3 son mas sensibles al
efecto del suero, y en Pseudomonas una mutante resistente al
fago E T79obtenida de cepa silvestre resistente al suero;muestra
un fenotipc de sensibillidad al suere debida a la ausencia de una
fraccidtn del antigeno-0.Asl es claro gque el antigenc-0 Juege un
papel ilmportante en la sensibilidad al efecto bactericida del
suero.

La modificacidn en el antigeno-O creemos que es mas drastica
en la cepa PAO1/FIZIE resistente al fago, con modificaciones en
el receptor del mismo, pues el incremento en la resistencia al
efecto bactericida del SHN es mayor en esta cepa que en la
lisbgena PIZ15 y aun que la cepa PAOi-Ser II seleccionada como
resistente al suero, ademas un cambio en la sensibilidad al
suero trae un cambic en el receptor del fago, pues la cepa
PAO1-Ser II gque nunca fué& seleccionada contra un fago no permite
gue se adsorban los fagos FIZ {5¢ y D3c.

El efecto de la lisogenizacitn en la resistencia al efecto
bactericida del suero de la cepa PIZ 15, podriamos sugerir se
debe a un incremento en el tamaho de la cadena de azlucares del

antigenc-0 del LFS3, esto Dbasado en reportes para Klebsiella
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pneumoniae (43), se encontrd que una ceépa con una cadena de LF:

grande presenta un incrementc en la resistencia al suerc con
respecto a cepas 1sogénicas con un LPS reducido. Asl mismo con
este Dbacilo gram negativo se ha reportado ya que el factor
principal de la resistencia es el antigeno-0 (44), pues al
suplementar el ensayo de muerte con las fracciones de LPS, se
observd que la fraccidn por suero correspondiente al antigeno-0
protegla mas a una cepa sensible del efecto del suero, evitando
l1a muerte de esta, no asi las fracciones correspondientes al
"Core"y el "Lipido A" donde la cepa sensible no era protegida de

la muerte por el efecto del suero. En Pseudomonas aeruginosa,

Schiller en 1984 (38) selecciondb cepas resistentes al suerc a
partir de cepas sensibles y compard la composicidn del LPS en
ambos grupos de cepas; encontrandoe en el patron electroforéetico
la presencia de un numerc mayor de bandas de alto peso molecular
en los carriles de las mutantes resistentes, n¢ asl en las
silvestres sensibles, dichas bandas correspondian a la regidon del
antigeno-O del LPS. Las modificaciones ademias 1nclulan cambios
en los serotipos de las cepas resistentes con respecto de las
sensibles.

En otro reporte Cryz en 1984 (10) describe que al seleccionar
una mutante sensible al efecto del suero obtenida de una cepa
resistente al mismo, la disminucidtn en la resitencia se debe a la
ausencia de banda de la regidbn del antigeno-0 observada en un
patron electroforético y en una cromatografia en columna, ademas
al inocular a ratones para la prueba de DL 50 con ambas cepas,

la mutante sensible no provoca muerte a los organismos
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infectados, no ocurriendc en las cepas resistentes gquienes si
matan a los ratones de modo Jue la resistencia al suero es un
importante factor de virulencia de este microorganismo.

Hasta aqul puede gquedar la idea gue la modificacibn en el LPS
evita la activacion del MAC, pero la resistencia no es guiza por
esta razoén, Schiller en 1986 (39) determind el consumo y fijacidon
de (C3, C5 y C9 del complemento a una cepa -de Pseudomonas
aeruginosa encontrd gue los niveles de consumo de estos factores
en cepas resistentes se ve 1incrementadoe al doble del consumo de
una cepa sensible en un lapso de una hora, esto puede ser por la
presencia de un mayor numero de determinantes antigénicos en el
LPS, solo que la cantidad de moléculas de C3, C5 y C9 gque se
encontraban unidas a la cepa resmte:nte eran solo el 104 del
numero de moléculas unidas a la superficie de la membrana
externa de. la cepa sensible. Asl pues la resistencia no se debe
unicamente a la 1inactivacion del complemente, sino a la
obsttruccidtn de los sitios de union del MAC, evitando la lesidn
capaz de provocar el efecto bactericida y bacteriolitico.

Un incrementce en el tamato de la cadena del antigeno-O puede
traer consige aparte del blogqueo de la unidn del MAC, una
disminucibn en la fluidez de la membrana gue es un prerreequisito
para favorecer la muerte por suero de un organismo (42).

La capacidad de un organismo para evadir los mecanismos de
defensa de su hospedero le permitiran sobrevivir y diseminarse en
€l mismo provocando una 1infeccidtn sistémica gque puede ser letal

para el hospedero.



Lo que hace mas Importante a tu Rosa

es el tilempo que le has dedlicade a ella.

AS.Exupery
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OO I ISRONES

De lo discutido anteriormente podemos concluir:

1)Al lisogenizar a la cepa PAOL con el fago FIZ 15 trae consigo
un 1incremento en la resistencia -a fagocitosis por macrodfagos de
raton y al efecto bactericida del SHHN.

2)El cambio por efecto de la lisogenizacitn es a nivel del
antigeno-O gque es el receptor del fago FIZ 1i5.

Y sugerimos ademas gque:

A) La modificacion puede consistir en un incrmento en el tamaho
de la regidtn del antigeno-0O del LPS, por un aumento en la cadena
de acidos grasos y azlcares.

B)Un incremento en el tamaho del antigeno-O produce consigo un
blogueo estérico de los elementos del MAC a los sitios de lesidn
entre la membrana externa y la membrana ciltcocplasmatica sin
afectar la formacidtn del complejo.

C) El LPS es un factor gue contribuye a la resistencia al suero

en Pseudomonas aeruginosa.

D) La resistencia al suero esta dada por la presencia de
estructuras sobre o cercanas a la superficie Dbacteriana y gque
son capaces de interferir en la formacion, fijacidtn o activacion
del MAC.

E) La resistencia al suero es un 1lmportante determinante de la
virulencia, pues de la capacidad gue tengan para evadir el

sistema de defensa del hospedero, sera la diseminacidbn en este.
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PERSPECTIVAS
1. Estudiar la gquimica del LPS de PAO! y PIZ 15 para concluir
mas acertadamente acerca de los camblos en el antigeno-0
2. Averiguar cual de las vilas (clasica o alterna) participa en

la funcidon bactericida contra Pseudomonas aerugingsa.

3. Caracterizar el gene o genes gue inducen a la conversidn
lisogénica para tratar de ahondar en este fenbme‘no.

4, Tratar a PIZ 15 con difenilamina para observar el efecto
del suero al disminulr la sintesis de &cidos grasos,se sabe gque
este compuesto inhibe la sintesis del antigeno-O (13)

5. Usar antisueros comerciales para detectar diferencias en
1o0s serotipos de PAOQL y PIZiI5 por efecto de conversidon lisogénica
(53¢ ha hecho fagotipla para ambas c¢epas, Perc no presentan

diferencia alguna, dato no mostrado (17)).
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