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lNIM:lDl.JCCICN 

Generalidades dePseudomonas aerus1nosa 

Pseudomonas aeruginosa es un bacilo gram negativo,patogen o 

oportunista;que infecta a pacientes inmunodeprimidos,drogadictos, 

leucemicos,pacientes tratados con 1nmunosupresores y personas con 

quemaduras graves entre otros(6,17,38). Es responsable del 10 al 

20X de las infecciones nosocomiales(35); en .los hospitales se le 

ha encontrado en las soluciones oticas colirios jabones, 

an tisepticos ,lavabos ,material de cirug1a y las manos del 

personal (11,40); y debido a su gran capacidad metabolica se ha 

reportado que es capaz de sobrevivir y multiplicarse en agua 

destilada(12 ). 

Casi todas las cepas de Pseudomonas aeruginosa aisladas de 

pacientes hospitalizados presentan resistencia a uno o varios 

antibiot1cos, que esta conferida por la presencia de plasmidos 

(7,8,19) .Este microorganismo es responsable de multiples 

padecimientos en humanos , tales como septicemia ,infecciones 

pulmonares,quera ti tis,sepsis ,hemorragias,conjun ti vi tis y es capaz 

de causar hasta la muerte(34).Tod o esto provocado por los 

múltiples fact ores d e virulencia que presenta;entre los qu e 

destacan: ,, 

2

 

dePSE1..1~ïI¦.ÚITIlüI'lfl.5 EÉPLIEIHÚSE.

PSCUCÍÚNÚHHS aåruglnflåa E25 UH bflfillfi gram f1eÉa.'|1.Í.V0,Pa.†.i)gE-'HG

oportunistamfue infecta a pacientes inmunodeprimidos.drogadictos,

leucemicoapacientes tratados con inmunosupresores Y personas con

quemaduras graves 'entre otros{E,i1'.3dl. Es responsable del 10 al

E01-*I de las infecciones nosocomia1es{35}; en los hospitales se le

lia encontrado en las soluciones oticas , colirios . Jabones,

antisepticos .lavabos .material de cirugia Y las manos del

personal (11.1-L0): y debido a su gran capacidad metaloolica se lia

reportado que es capaz de sol:-revivir Y multiplicarse en agua

destiladafiiãl.

Casi todas las cepas de Pseudomonas aeruginosa aisladas de

pacientes hospitalizados Presentan resistencia a uno o varios

antibioticos. que esta conferida por la presencia de plasmados

{'l'.E-,19).Este microorganismo es responsable de multiples

padecimientos en l^iumanos,tales como septicemiadnfecciones

pulmonares,-queratitis,sepsis.liem-orragias,con_1untivi†.is y es capas

de causar hasta la muertefidl-ll.Todo esto provocado por los

multiples factores de virulencia que presenta;entre los que

d.BSÍ.&Cã.l'l2 f



FACTOR 

Exotoxina A 
Elastasa 

Proteasas 
Leucocidiria 
Glucocalix 
Pili o fimbria 

EFECTO 

Inhibe s1ntesis de prote1nas(46) 
Degrada 7 de los 9 componentes· del 
complemen to(48) 
Destruyen :barreras ana tbmicas(48) 
Degradacibn. de leucoci tos(46) 
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Evita la fag ocitosis por macrbfagos(34) 
Determinan la adhesibn a celulas 

:buco epi teliales(47 l 
Flagelo Ayuda a la movilidad del organismo.facili

tando la invasibn del huesped(29) 
Lipopo11sacar1do 

(LPS) 
Resistencia al efecto :bactericida del 

Suero Humano Normal (10,46). 

Dado que el LPS es considerado como fa ctor principal para la 

resistencia al efecto :bactericida del Suero Humano 

Normal(SHNJ · es necesario conocer la composicibn de dicha 
l.., ~ 

estructura . 

Estructura del LPS 
Consiste de tres regiones:L1p1do A, un oligosacarido denominado 

"Core" y una cadena de polisacaridos 0-especificos( Fig.1 ). 

La resibn 1 o L1p1do A es la parte de la molecula que puede 

presentar una interaccH>n hidrofÓ:bica con 11poprote1nas,esta 

embebido a la membrana externa de la celula.Consiste d e 

gl ucosamina-fosfa to y acidos grasos.de los cuales el mas 

abundante es el acido B-hidroximir is tico.Esta reg1bn es 

responsable de las propiedades endotbx1cas del LPS. 

La resibn 2 o" Core" esta unida al 11pido A por medio de un 

componente car:boh1drato;que es t1pico para las :bacterias gram 

nega t1 vas;el a cid o 2- ceto3-desox1mannulosuctbn1co (KDO).Se han · 

descrito tipos diferentes de "Core" a razon de la variacH'n por 

la s1ntes1s del 011sosacar1do. 
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FACTOR EFECTO

Esotoitina a Inliibe sintesis de proteinasfilfiì
Elastasa Degrada 7 de los 9 componentes del

complementotll-8)
Proteasas Destruyen barreras anatomicasíilol
Leucocidina Degradacion. de leucocitosili-El '
Glucocalia Evita la fagocitosis por macrofagostã-'-ll
Pili o fimbria Determinan la adhesion a celulas

bucoepitelialestllïl
Flagelo ayuda a la movilidad del organismo.faci1i-

tando la invasion del liuesped[E9)
Lipopolisacarido Resistencia al efecto bactericida del

(LPSl . Suero Humano Hormal (10.451.

Dado que el LPS es considerado como factor principal para la

resistencia al efecto bactericida del Suero Humano

Horma1(SHHl es necesario conocer la composicion de dicha

estructura.

Estructura del LPS
Consiste de tres regiones:Lipido A.un oligosacarido denominado

"Core" Y una cadena de polisacaridos 0-espe-cificos{ F'ig.i ).

La region 1 o Lipido A es la parte de la molecula que puede

presentar una interaccion hidrofdbica con 1ipoproteinas,esta

embebido a la membrana externa de la celul-a.Consiste de

glucosamina-fosfato Y acidos grasos.de los cuales el mas

abundante es el acido B-hidroi:imiristico.Esta region es

responsable de las propiedades endotonicas del LPS.

La region E o" Core" esta unida al lipido A por medio de un

componente carbol1idrato;que es tipico para las bacterias gram

negativas:el acido E-ceto3¬desoitimannulosuctonico ¡KDD!-Se han

desdrito tipos diferentes de "Core" a razon de la varia-cion por

la sintesis del oligosacarldo.
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Fig. 1 Diagrama esquematice de la estructura general de un LPS 

bacteriano (32) . 
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Res:iOn 3,pol1sacarido o-e s pecifico o ant1seno o consis t e de 

unidades repetidas de ol1gosacaridos y es esencial en todos los 

polisacar1dos bacterianos.La composic iOn y estructura de la 

reg10n 3 son la base qu1mica de la especificidad sero1og1ca de 

la s bacterias gram nega t iva s. La var i abilidad estructura l 

incrementa grand emente en los compartimentos mas exteriores de la 

mo1ecu1a del LPS (24,32,34). 

El suero contiene los factores que ayudan a la defensa del 

hospedero, de los cuales el mas importante en la acc10n 

bactericida es el complemento, revisaremos su mecanismo de 

acciOn. 

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

El complemento es un sistema secuencial de 9 prote1nas 

ser1cas, dotadas de act1 vi dad enzima tica que cumple funciones 

biolOgicas importantes , de las cuales la mas conocida es la 

hem011sis y bacter1011s1s . Estas funciones pueden seguir dos 

caminos: la v1a clas1ca en presencia de anticuerpos o la v1a 

al terna en ausencia de los mismos (fig.2). 

La v1a clasica es iniciada usualmente por una 1nteracciOn 

entre complejos ant1geno-ant1cuerpo, que involucran IgM o IgG y 

C1 : este componente del complemento es compuesto por 3 

subunidades distintas C1q, C1r. y C1s y circula como un complejo 

depend1en te de calcio.Cambios conformacionales cr1 tic os en C1q, 

5

§&eg¿.giji___3J_po_1isa<_:_arido O-especifico o antígeno __@ consiste de

unidades repetidas de oligosacaridos Y es esencial en todos los

polisacaridos bacterianos.La composicion Y estructura de la

region 3 son la base quimica de la especificidad serologica de

las bacterias gram neeativas.l..a variabilidad estructural

incrementa grandemente en los compartimentos mas ei-iteriores de la

molecula del LPS (E¿i.3E.34l.

El suero contiene los factores que ayudan a la defensa del

hospedero. de los cuales el mas importante en la accion

Ilã.-$`|Z.&1"'1.C1d.ñ ES E1 COIl'lP1&IIlEl`l†.0, PBVISHPGIDOS S11 IIIBCHIIISMÚ GE

ECCLDII.

Actuacion de la via clásica Y alterna del complemento del
suero humano.

El complemento es un sistema secuencial de 9 proteinas

sericas, dotadas de actividad enzimatica que cumple funciones

biologicas importantes. de las cuales la mas conocida es la

liemolisis v bacteriolisis. Estas funciones pueden seguir dos

caminos: la via clasica en presencia de anticuerpos lo la via

alterna en ausencia de los mismos (fige).

La via clasica es iniciada usualmente por una interaccion

entre complejos antigeno-anticuerpo, que involucran Igl-E o Igü Y

Ci: este componente del complemento es compuesto por 3

subunidades distintas Ciq. Cir. Y Cis Y circula como un complejo

dependiente de calcio.Cambios conformacionales críticos en Ciq,
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A g -A b 
Cl ------->C 1 

++ 
Mg Cltb,2a ----- > Cltb,2a,C 3b 

C2 ----> l / C6 
C7 
C8 

C3 ----> C3b C9 
\ 

C5 

~C5a 
C5b --~-- > ------>C5b-9 

----------------------- ----------¡ 

v BD 

1 
C3~~;;-> C3b,Bb 

C3(H 0) ----> C3(H O)Bb 
2 Mg++ 2 

----> 
I 

p 

C3-- --- >C3 b i . 
C3b,P,B b - --> C3b, P ,Bb,C3b 

F1g .2 Representac ibn esquema tica de la a c t1 vacib!1 de la v1a 

clasica y alterna del complemento (it2l 
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AS-Ab __
C1 ----- --2-»C1

C1-1-H

++

HE C-'-l-1'J,2å -----> C¿l~b.Eã.,C3b

CE ----> C 5
C7

osa co
ca ----> css cs

/ \
cs --,<-:.~ con ------›cse-s

C3-- ---.HI-'Bb

¦ """"""""""""""""""""""”/

lo En r s
-- C3 --2› C313 ---- --:› C3b,Bb e--~> C3b.P,Bb ----} C3b.P,Bb.C3b

Hgi-+ /
F

C3{I-I D] ----> C.'3{I-I ü)Bl>
E Hg++ E

Fis.E Representacion esquematica de la activacion de la via

clasica v alterna del complemento (del .
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traen una conversion d e las proenzimas C1r y C1s a C1r- Y c1s

mo1ecu1as con actividad de serin-proteasa.C1 rompe a C4 yC2 para 

generar la enzima C4b,2a que rompe a la mo1ecu1a C3. 

Por ruptura de C3 se forman los fragmentos C3a y C3b;este 

Ultimo se une a l complejo C4b,2a para formar la "convertasa C5" o 

complejo C4b,2a,3b que rompe a C5 en C5a y C5b provocando ademas 

el ensamble de un com plejo transmembranel estable que incluye a 

C5b,C6,C7,C8 y C9;conocido tambien como MAC(Complejo de a taque a 

la membrana). 

La v1a al terna es activada cuando el factor D se presenta en 

una forma activa en la sangre, r ompe las moleculas del factor B 

que se asocian a C3 en presencia de magnesio,formando el complejo 

inestable C3b,Bb que tambien actua s obre 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 la v1a alterna", 

compuesta por el complejo C3b,P,Bb,C3b. Rompe a C5 que se 

ensambla con C6,C7,C8 y C9 y se f orma en complejo transmembranal 

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

Mecanismo de acción bactericida y bacteriol1 ti ca. 

Se ha sugerido que la deposi tacion de las prote1nas MAC 

(complejo de ataque de la membrana), s obre la superf11cie d e las 

bacterias sensibles es la causa princi pal de la muerte por suero 

y es prerrequ1s1to para mediar la bacteriolisis por 11.Sozima. 

7
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moleculas con actividad de serin-proteasa.Gi -rompe a G4 YCE para

generar la ensima C1l~b,Ea que rompe a la molecula C3.

Por ruptura de G3 se forman los fragmentos C3-1 Y G3b:es†.e

ultimo se une al complejo CIab,Ea para formar la "convertasa C5" o

complejo C¿ib.Ea.3b que rompe a C5 en Goa Y C5b provocando ademas

el ensamble de un complejo transmembranel estable que incluye a

C5l›.c6,C'?.Ce Y Csnconocido tambien como Mactcomplejo de ataque a

la membrana).

La via alterna es activada cuando el factor D se presenta en

una forma activa en la sangre, rompe las moleculas del factor B

que se asocian a C3 en presencia de magnesidformando el complejo

inestable C3b.Bb que tambien actua sobre C3. Este complejo puede

unirse al factor P [properdinal en presencia de magnesio para

formar un compleio mas estable al cual puede unirse un fragmento

C31) adicional Y dar origen a la"convertasa C5 de la via alterna",

compuesta por el complejo C3b,P,Bb,C3b. Rompe a C5 que se

ensambla con Co,CT.f3o Y C9 Y se forma en comple_1o transmembranal

estable C5b.Co.G'T,GE- Y G9 (421.

Mecanismo de accion bactericida Y bacteriolltica.
Se lia sugerido que la depositacion de las proteinas l-IAC

(complejo de ataque de la membrana), sobre la superfiicie de las

bacterias sensibles es la causa principal de la muerte por suero

Y es prerrequisitc para mediar la bacteriolisis por lisozima.
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El MAC es un complejo estable (P.M. 2,050 Kd ), de las 

prote1nas terminales de l complemento y su fbrmula es 

(C5b,C6,C7,C8,C9) b (C5b-C9J .Puede resultar de la act1 vacibn 
2 2 

de la v1a c1asica o de la via alterna; ambas v1as pueden ser 

activadas simultaneamente.El ensamble del MAC involucra la 

transformacibn de moleculas hidrof111cas dentro de un comple jo, 

capaz de integrarse dentro de las bicapas l1P1dicas. 

El comple jo es un cilindro de 150 a 160 A de largo (fig.3) con 

un diametro interno de 100 A que esta "rodeado" por un anillo 

externo cuyo diametro es de 200 a 220 A. 

se inserta en la membrana hidrofbb!ca interna.se conduce como 

complejo proteinico integral de la membrana.penetrando a traves 

de ella para formar u n canal que destruye la integridad 

membranal.El canal puede incrementar el paso de iones a traves de 

la bicapa (40). 

Secuencia de eventos después de la exposición al suero. 

Periodo latente:los elementos del MAC se ensamblan en el 

sitio de la lesibn primaria.en las membranas externa e interna. 

Inhibicibn de la s1ntesis de mac1'omo1ecu1as:se liberan las 

enzimas fosfa tasa alcalina y 5' nucleotidasa,asociadas con el 

espacio peripla smico,esta llberacibn es independiente de la 

formacibn del MAC. 

Integracibn del MAC:en area de la bicapa fosfol1p1dica 

8
El l-IAC es un complelo estable (P.l-1. 2.050 Kd 1. de las

proteinas terminales del complemento Y su formula es

iC5b.Go.C'r,Co.C9l o (C51:--C9) .Puede resultar de la activacion

de la via clasic-aa o de la ãia alterna; ambas vias pueden ser

activadas simu1taneamente.El ensamble del I-IAC involucra la

transformacion de moleculas liidrofilicas dentro de un complejo.

capas de integrarse dentro de las bicapas lipidicas.

El complejo es un cilindro de 150 a 160 A de largo (fig.3} con

un diametro interno de 100 A que esta "rodeado" por un anillo

externo cuYo diametro es de E00 a E20 A.

Se inserta en la membrana hidrofobica interna.se conduce como

complego proteinico integral de la membrana.penetrando a traves

de ella para formar un canal que destruye la integridad

membrana1.El canal puede incrementar el paso de iones a traves de

la bicapa (1-L0).

Secuencia de eventos despues de la exposicion al suero.
Periodo 1EI.t.el'l'Le±1c-S elelllelltoã del HAC Se ellsamhlall en el

Sltlü QE' 13 1ES1.Ul`l PI`1.I1'lfi1"'1El.El"l 13.5 D`1EI'l'lDI"'ãl'l3.S EI¦'I†.BI`”l"lä. E3 1l`1†.E'I"'I`1fl.

Iflnlblfllüfl CIB 113. S1I1†._E$15 (IE mã.¢I"'0l'l'l¦D1EG\11ã.SlSE 1113BI"3.1"l 1-HS

EI'lZJ.I'IlE.S füåffltãläã. -Hlflflllflãì Y 5' I11.1C1EO1`.1flaS&,ã.5üC13.Ú.â.S C011 El

espacio perip1asmico.esta liberacion es independiente de la

formacion del I-IAC.

;¿_i_tggracion del Haüzen area de la bicapa fosfolipidica
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externa,que son perfo r adas y excluidas por hidr011s1s 

del peptogl1cano debido a la acciOn de 11soz1ma(Esto provoca el 

efec to letal del complemento) . 

Romp1mien to de la membrana c1 toplasma t1ca,inhibic10n del 

transporte de azucares,aminoac1dos y algunos iones.El suero puede 

funcionar por la disipaciOn del p otencial electrico de la 

membrana.MAC se i nserta a traves de la doble membrana de la 

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 . 

Bacteriófagos 

Se han detectado dos tipos de bacteriOfagos en referencia a su 

ciclo de vida : 11t1cos y temperados ( fig 4). 

En el ciclo de vida 11 tico existen 3 pasos secuenciales: 

1.AdsorciOn: El fag o se fija a la bacteria reconociend o 

receptores especif1cos en la superficie bacteriana (23,24). 

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

inyecciOn o entrada del material gene.tico v iral,se inicia la 

expresiOn de los genes tempranos del fag o que codifican para 

proteinas in volucradas principalmente en el cese de la sintesis 

de acidos nu cleicos y proteinas bacterianas y en la sintesis de 

los acillos nucleicos virales. La sintes1s a.e estos ac1a.c:s 
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estterna.que son perforadas Y excluidas por liidrolisis

del peptoglicano debido a la accion de lisoaima{Esto provoca el

efecto letal del complemento).

Rompimiento de la membrana citoplasma_tiq_a.innibicion del

transporte de aaucaresaminoacidos Y algunos iones.El suero puede

funcionar por la disipacion del potencial electrico de la

membrana.l-lar; se inserta a traves de la doble membrana de la

bacteria haciendo un canal transmembranal .alterando las

propiedades de la membrana Y provocando la muerte celular (42).

Hasta aqui el mecanismo de defensa del l1ospedero.al1ora

revisaremos algunos aspectos relacionados con el ciclo de vida de

los virus bacterianos.

Bacteriofagos

Se han detectado dos tipos de bacteriofagos en referencia a su

ciclo de vida : liticos Y temperados ( fig 41.

En el ciclo de vida litico existen 3 pasos secuenciales:

Ladsorcion: El fago se fija a la bacteria reconociendo

receptores especificos en la superficie bacteriana (EI-5.24).

¿Periodo de latencia o fase vegeta_ti_va: Poco despues de la

inYeccion o entrada del material genetico viral,se inicia la

expresion de los genes tempranos del fago que codifican para

proteinas involucradas principalmente en el cese de la sintesis

de acidos nucleicos Y proteinas bacterianas Y en la sintesis de

los acidos nuclelcos virales. La sintesis de estos acldcs
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nuclei cos coincide con la t r anscripcibn de· los genes tard1os del 

fago,involucrados en ·1 a s1ntes1s de prote1nas estructurales 

fagicas,para 

infe c ciosas. 

de esta manera generar nuevas part1cula s 

3.Lisis:Rompimiento de la celula por accibn de enzimas 

11tlcas codificadas por genes virales tard1os, liberandose las 

nuevas particulas infecciosas (26). 

En el c i c lo de vida de un fago 11sogenico o temperado , este 

infecta a la bacteria de una manera similar al fag o 11 tico, s in 

embargo, una vez inyectado el acido nucleico este puede 

incorporarse al cromosoma bacteriano o mantenerse como plasmido 

en el interior celular recibiendo el nombre de profago y -la 

cepa portadora es una 11sbgena (IH). Esto es posible gracias a 

que reprime la expresibn de los gene s estructurales y de lisis 

por accibn de una prote1na con actividad represora codificada por 

el genoma viral(Lisogen1a),aunque se debe considerar que un 

estimulo externo como la luz ultravioleta puede provocar que 

el fago entre al ciclo 11tico (Induccibn) a razbn de la 

inactivacibn del represor,y termine 11sando a la bacteria 

produciendo nuevas part1culas infecciosas (41 ). 

En Pseudomonas aeruginosa se ha encontrado una frecuencia de 

11sogenia, en cepas cl1nicas, cercana a 100/. (20). Se desconoce 

que factores determinan la alta frecuencia de 11sogenia en es t a 

· bacteria , sin embargo se ha detectad o que algunas cepas 

11sbgenas¡ aparte de la habilidad que tienen para producir fag os 

12

nucleicos coincide con la transcripcion de- los genes tardios del

fago.invo1ucrados en 'la sintesis de proteinas estructurales

fagicas.para de esta manera generar nuevas particulas

infecciosas.

llídtompimiento de la celula por accion de enzimas

liticas codificadas por genes virales tardios, liberandose las

nuevas particulas infecciosas (ee).

En el ciclo de vida de un fago lisogenico o temperado, este

infecta a la bacteria de una manera similar al fago litico. sin

embargo, una vez inyectado el acido nucleico este puede

incorporarse al cromosoma bacteriano o mantenerse como plasmido

en el interior celular recibiendo el nombre de profago Y la

cepa portadora es una lisogena (41). Esto es posible gracias a

que reprime la expresion de los genes estructurales Y de lisis

por accion de una proteina con actividad represora codificada por

el genoma vira1[Lisogenia).aunque se debe considerar que un

estimulo externo como la luz ultravioleta puede provocar que

el fago entre al ciclo litico flnduccionl a razon de la

inactivacion del represor,Y termine lisando a la bacteria

produciendo nuevas particulas infecciosas (ei).

En Pseudomonas aeruginosa se lia encontrado una frecuencia de

1150391113., EH ¢9Pã.$ ¢11I'l1C-3.5. CEI"CflI`l& 3 10071 {E0]. SE (1-BSGÚIIGCE

QUE fãG†..O1"E-*S (1E'†.&I"'II'l1I'lã.I'1 13. 311',-B. fI"BC11.BI1Clã. GE 11.SOfl'&l'11ã. E11 E5123.

Dâüt-E'1"'1.3.. $111 EMDHPEO SG ha <1.BÍ.&CÍ-¿(1.0 C[`L1E 3.1Q'L1I'l&S CBPâ.$

lisogenas; aparte de la habilidad que tienen para producir fagos



13 

y la inmunidad a la super infecciOn p or fagos homOlogos, 

presentan una serie de mOl"Uficaciones conocidas como conversiOn 

lisoeenica , en la cual la bacteria lisOgena adquiere una nueva 

serie de cara cter1st1ca s fen ot1picas que son codificadas por el 

genoma del fago (20). 

13
Y IE. lI'lI¦'l`l1I'i1.d-HG. 3. la SUPE? lI'lfECC1.01"l 1301* fåflüã ÍIOIIICIIOEDS,

presentan una serie de modificaciones conocidas como conversion

lisogenica. en la cual la bacteria lisogena adquiere una nueva

serie de caracteristicas fenotipicas que son codificadas por el

genoma del fago (20).
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ANTECE DENTES 
La resistencia al suero en bacter1as , consiste en la 

disminucion de la sensibilidad al efecto del mismo en ens ayos 

que contienen cantidades excesivas del sis tema bactericida 14 2). 

Se h a establecido que e l s uero normal de animales presenta un 

efect o bactericida sobre v aria s especie s bacterianas como: 

Escher ichia coli Salmonella Typhi Neisseria gonorrhoeae, 

Shigella dysen ter iae Klebsiella pneumon1 a e y Pseudomonas 

aeruginosa entre otros. La actividad bactericida;cuyo principal 

componente es el complemento; es considerad a como una importante 

defensa d el hospedero contra infecciones bacterianas, por l o que 

la resistencia a la muerte p or s uer o es una propiedad de 

virulencia importante para una bacteria invasiva (28 ,34). 

Los plásmidos; apart e de co nferir la resist encia a 

antibio t i cos como estreptomicina,ampicilina y c lo r anfenicol entr e 

otros; pueden prod ucir efectos sobre la superficie de las cel ulas 

bacterianas.t rayendo consigo la apar1cion de nuevos determ1nantes 

antigenicos y cambios en la estructura del lipopolisacarido,tal 

es el caso de los plas midos Ri , R100 y R6,5 que traen consigo 

modificacion es al LPS y la a paricion de proteinas nuevas en l a 

membrana externa (27,31,36,37). El plásm ido Col V, no favor·ece 

la resistencia a an tibibticos, pero codifica para una proteina 

(C oli cina V) de la membrana exter n a, responsa ble de la 

resistenc ia al efecto ba c tericida del s uer o de cone jo, 

suero de coba y o y s uer o humano normal en cepas de ~ 
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ANTECEDENTES
La resistencia al suero en bacterias. consiste en la

disminucion de la sensibilidad al efecto- del mismo en ensaYos

que contienen cantidades excesivas del sistema bactericida feel.

Se ha establecido que el suero normal de animales presenta un

efecto bactericida sobre varias especies bacterianas como:

Escherichia coli . Salmonella Tgphi , HeisserJia___g_g_ino_rr__l;oe_a_e.

Shigella dYsente_r_iae , Klebsie1l_›:-_i__ pneumoniag Y Pseudomonas

aeruginosa entre otros. La actividad bactericida¦cuYo principal

componente es el complemento; es considerada como una importante

defensa del hospedero contra infecciones bacterianas. por lo que

la'resistencia a la muerte por suero es una propiedad de

virulencia importante para una bacteria invasiva (25341.

Los p1asmidos¦ aparte de conferir la resistencia a

antibioticos como estreptomicinaampicilina Y cloranfenicol entre

otros; pueden producir efectos sobre la superficie de las celulas

bacterianas.traYendo consigo la aparicion de nuevos determinantes

antigenicos Y cambios en la estructura del lipopolisacarido.ta1

es el caso de los plasmidos R1. Ri00 Y RE-,5 que traen consigo

modificaciones al LPS Y la aparicion de proteinas nuevas en la

membrana externa [ET.3i.3o.3T). El plasmido Col 1.', no favorece

la resistencia a antibioticos. 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 L
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col1 y Salmonella tYPhimurium por·tadores de Col V (5,27,31. 

36,37.) 

De estos p1asmidos que confieren resistencia al suero el mas 

estudiado es R6,5 y 

(2,27,28,42) que se 

uno de sus 

encuentra 

productos: 

en la 

la protelna tra T 

membrana externa , 

probablemente como l1poprote1na unida al peptidoglucano con una 

amplia distrll:>ucion en la s uperficie de la ce1u1a bacteriana. La 

protelna tra T reduce la union de los elementos del complemento 

por la interferencia en el ensable del MAC, este mecanismo de 

resistencia es sugerido tambien para prote1nas como collcina v y 

es valido para E.col! y los generos Salmonella,Shigella y 

Klebsiela (28).La prote1na tra T disminuye ademas la fagocitosis 

por macrofagos de raton (2) . 

Otro factor que se sugiere contribuye a la resistencia al 

suero es el antigeno capsular Ki codificado por algunas cepas de 

E.coll y que disminuye ademas la fagocitosis por macrofagos de 

raton (1,28). 

Para la resistencia al suero por bacteriofagos solo 

conocemos un trabajo, donde al l1sogenizar a la cepa K-12 de 

E.col1 con el fago "-se incrementa la resistencia al efecto 

bactericida (30) . 

Para Pseudomonas aerusinosa han sido elaborados trabajos 

para describir el efecto del suero en cepas cl1nicas y 

caracterizar el comportamiento con respecto al suero segun el 

fenotipo de dichas cepas (18,45). se encontro que la estructura 
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coli Y Salmonella tïphimuriugi portadores de Col V t5.E'?',3l.

35,37.)

De estos plasmidos que confieren resistencia al suero el mas

estudiado es Re-.5 Y uno de sus productos: la proteina tra T

{E.E'f,ae,±i-E) que se encuentra en la membrana externa.

probablemente como lipoproteina unida al peptidoglucano con una

amplia distribucion en la superficie de la celula bacteriana. La

proteina tra T reduce la union de los elementos del complemento

Por la interferencia en el ensable del I-IAC, este mecanismo de

resistencia es sugerido tambien para proteinas como colicina v Y

es valido para m Y los generos Salmonellaeliigella Y

Klebsiela (Edl.La proteina tra T disminuYe ademas la fagocitosis

por macrofagos de raton (E).

Dtro factor que se sugiere contribuYe a la resistencia al

suero es el antígeno capsular Ki codificado por algunas cepas de

í Y que disminuYe ademas la fagocitosis por macrofagos de

raton (1,251.

Para la resistencia al suero por bacteriofagos solo

conocemos un trabajo, donde al lisogenlzar a la cepa K-le de

53% con el fagoä-se incrementa la resistencia al efecto

bactericida {30L

Para Pseudomonas aeruginosa han sido elaborados trabajos

PHPE. (15-'$CI"1D1I" El Cf&C†..0 (IBI SIIEPO Gil CBPE-IS C1'.'|.fl1.Cfl.S Y

C¦ã.1"â.C1I.&P12fiI¬' El Cï0IIlPOI""|¦.ã.IIl1&I`l'E0 C011 PBSPECÉO âl SUEPÚ SEÉÍII1 El

ÍEHÚÍIPO QE filflhñã CBP&S (15.451. Se BI1COI`lt.1”'0 C[\1E la 651 I""l1C'|L`l1I"'fl
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que contribuye a la resistencia al suero es el LPS; de esta 

manera se ha evaluado como fa cto r de virulencia bacteriano 

(10 ),det<:rrninando as1 que cambios en el LPS traen consigo cambios 

en la sensibilidad al efecto del suero (15,38,39) 

En nuestro laboratorio hemos encontrado, que la presencia de 

f a gos en cepas de Pseudomonas aerugin osa manifiesta cambios 

con respecto a una cepa libre de f agos; de esta manera 

encontramos que ·el fago FIZ15 . (Fago de Iztacala :f:I: 15) · le 

confiere a la cepa PA01 (libre de fag os, estudiada 

b1oquirnica y geneticamente y de uso internacional) . un incremento 

en la movilida d y la adhesiOn a celulas bucoepiteliales humanas 

al 11sogenizar dicha cepa (3). - ~ Tambien encontrarn os que 

incrementa la resistenci a a fagocitosis por macrofagos de 

ra ton, pues los valores de fagocitosis de la cepa PIZ15(LisOgena 

para el fago FIZ15) se ven disrnin uidos hasta un 50/. con respecto 

al valor de PA01 (3).Debido a que el complemento participa en la 

fa gocitosis por macrofagos,como en la mu erte por suero · (1!2) . 

16
que contribuye a la resistencia al suero es el LPS: de esta

manera se ha evaluado como factor de virulencia bacteriano

iiütdeterminando asi que cambios en el LPS traen consigo cambios

en la sensibilidad al efecto del suero (l5.38,39)

En nuestro laboratorio hemos encontrado. que la presencia de

fagos en cepas de Pseudomonas aeruginosa manifiesta cambios

con respecto a una cepa libre de fagos¦ de esta manera

encontramos que .el fago 171215 -(Fago de lztacala tt: 15) ' le

confiere a la cepa PACH (libre de fagos, estudiada

bioquímica Y geneticamente Y de uso internacional)-un incremento

en la movilidad Y la adhesion a celula-s bucoepiteliales humanas

al lisogenizar dicha cepa (3).- *Tambien encontramos que

incrementa la resistencia a fagocitosis por macrofagos de

raton.pues los valores de fagocitosis de la cepa PIZl5{Lisogena

para el fago FIZl5) se ven disminuidos hasta un 503 con respecto

al valor de Paüi (3}.Debido a que el complemento participa en la

fagocitosis por macrofagoacomo en la muerte por suero*{f-12].
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:[El fago FIZ15 aumen ta la resistencia al efecto bactericida 

del suero Humano Normal, al 11sogenizar a la cepa PA01? 

Conocer e l fenbmeno de resistencia al efecto bac tericida d e l 

suero humano en Pseudomonas aeruginosa por efecto de la 

conversibn Usogenica,mediada por e l fago FIZ15 

Para abordar estos cuestionamientos mediremos la sobrevi vencia 

al efecto del SHN de la 11sbgena PIZ15 comparativamente a la cepa 

PA01. Si PIZ15 muestra un incremento en la resistencia al efecto 

del SHN, entonces la siguiente etapa seria tratar de determi n ar 

si el incremento s e debe a un cambio superficial inducid o por 

FIZ15. 

18
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j'_El fago FIZIE aumenta la resistencia al efecto bactericida

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

@ 

Conocer el fenomeno de resistencia al efecto bactericida del

suero humano en Pseudomonas¬_a_gruginosa por efecto de la

COIIVEPSIDII 1lSOEÉ!I'l1Cã.,IIIE<11&(1& POP El fâflü FIZ15 .

Para abordar estos cuestionamientos mediremos la sobrevivencia

al efecto del SI-lll de la lisogena FIZi5 comparativamente a la cepa

PAUL Si PIZi5 muestra un incremento en la resistencia al efecto

del SHH. entonces la siguiente etapa seria tratar de determinar

si el incremento se debe a un cambio superficial inducido por

FIZi5.
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Soluciones y Medios de Cultivo 

CN: Caldo Nutritivo. 

(Caldo Nu tri ti vo Bioxbn 8 g., agua des ti lada 1000 ml.) 

AN: Agar nutritivo 

(CN +A gar ba c terio lbgico 1.51.) 

AS: Agar suave 0.6 1. 

(Agar. bacteriOlogico 6g, Peptona de caseina Bioxbn !Og, NaCl 

BaKer 2.5g y agua destilada 1000 ml.) 

CST: Caldo de Soya y Tripticasa 

(Caldo de Soya y Tripticasa Bioxon 30g y agua destilada 1000 ml.) 

BA: Buffer iic1do. 

(Sulfato de Magnesio 40 mM, Acetado de sodio 0.25 M, pH 4.25) 

NaNO : Nitrito de sodio BaKer 35 mg / ml 
2 

SM: 

(Ge la ti n a 0.5g, Cloruro de sodio 5.85 g y agua destilada 480.5 ml. 

ajustando a pH 7.4,se ester ilizo y a grego 4 .5ml de TRIS lM pH 7 .4 

y 2,5 ml de Sulfato de magnesio 1M). 

PBS: Buffer de Fosfatos . 

60 rol. de KH PO 150 mM • 380 ml. de Na HPO 440 m i d e 
2 4 2 4 

NaCl 145 mM , a j ustando a pH 7.2) 
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Soluciones y Medios de Cultivo
CH: Caldo Hutritive.

(Caldo nutritivo Biesen -5 g., agua destilada 1000 ml.)

AH: Agar nutritivo

(CH. +Agar hacterielegico 1.52)

AS: Agar suave 0.62

(Agar bacterielegice 63, Peptona de caseina Biexbn iüg. liaC1

Baker 8.5g Y agua destilada 1000 ml.)

CST: Calde de Sera y Tripticasa

(C-alde de Seïa 11' Tripticasa Biexbn ãüg Y agua destilada 1000 ml.)

BA: Buffer acido.

(fåulfate de Magnesio 4-D mfl, Acetade de sedie 0.25 H. PH 4.25)

NaH0 : Hitrite de sedie Baker 35 mgfml

SH: 2

(Gelatina 0.5g. Clerure de sodio 5.851; Y agua destilada 4-80.5 ml.

ajustande a pl-I TA-,se esterilizb Y agrege 4.5m1 de TRIS IM pl-I 7.4

Y 2.5 mi de Sulfate de magnesio il*-I).

PBS: Buffer de Fesfates.

( 60 ml. de KH PD 150 [HH . 350 ml. de Ha HPC! , ¿U-1-O ml de
E 4 E 4

HaC1 145 mfl. a.Jus†.ande a pl-I 7.2)



20 
Cepas 

PA01 

Cepa control sin fag os donada por B. 
Uni ver si ty,A ustralia 

w. Hollowa y,Monasn 

PIZ15 

PA01 llsogenizada con el fago FIZ15 

PA01/FIZ15 

Mutante espontanea PA01 resHtente al fago FIZ15 c 

PA01-Ser II 

Mutante espontanea PAO! resistente al efecto bactericida del 
suero. 

PA01 (D ) 
3 

PA01 11sogenizada con el fag o D 
3 

Fagos 
D 

3 
Bacteriofago temperado de Pseudomonas aeruginosa con 
ant1geno-O espec1fico,donado por B.W.Holloway, Monash 
Austral ia. 

D c 
3 

receptor 
Uni versity, 

Mutante deficiente en represion, obtenido por mutagenesis del 
fago D con HNO 

3 2 

FIZ15 

Bacteriofago temperado obtenido a partir de una cepa cli nica de 
P. aerugin osa 

FIZ15c 

Mutante deficiente en represion, obtenido por mutagenesis 1."lel 
fago FIZ15 con HNO 

2 

2 0
Capas

FAO1

CEISIEI. CÚfl'l2I"O1 5111 Í-HEÚS flüflflflä PGP B. W. H011ÚWfl.Y.I'ÍÚ1'1€íL$h
UI¦1.l.V€'I"$1.'bY,Al.15†.I"'â11ã. .

PIZ15

PAC-'1 11SOQ'E¦I`11.Zé':lC1å C011 'E1 fã.E."Ú FIZ15

PAUL/F'IZl5 -

Hutâfltê BSPO1'if.ål`1'Eå PAC-'1 PE.'Sl5†.-'E'1`1`LE E11 f¿I.E¦-Q FIZ15 C

PAOI-SEI" II

Hutante espontanea PA-01 resistente al efecte bactericida del
suero.

PAO1 (D 1
3

PÄ01 1.|.SOQ€1'11Zã.Ú.ã C011 E1 faflü U
3

Fagos
D

3
BB.C'|'.E'1"1Ófflg0 ÍBDIPEPHCIÚ f.1E' FSÉUIÍÚHIÚHHS ¿1'E'I"11g1I'10S3. C011 1"&CE"P†.0I"'
3111183110-Q E'SPEC1flCO,C1C'I1ãd.D PGP B-w.Hü110W-BY, HOI`1ãSh UI'l.'|.V'E'I"'Sl†.Y,
A`¦.1S`|¦.I"a.113..

D C
3

Hufiâfltê Qleflülefltfl En I"BP1"'E'5J.CII1. ÚDÍEHIQO POP l]1l.1f.ã›BE21`1E-'SIS flül
f-3.30 D C011 HHO .

3 El

FIZ15

Easter1€›fag=:› temperade ebtenide a partir de una cepa clinica de
P- ãšI`1-IK-L_1Í1__¢$_+ì

FIZ15¢

Hutante deficiente en represitan. ebteliide por mutagenesis del
faee FIZ15 con HH@

I¬I.-
-.-
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Para cumplir con los objetivos planteados se realizb la 
s1guien te metodolog1a: 

Obtenc.ibn de lisados de al to t1 t ulo 

Se mezclaron 0.3 ml. de cepa indicadora (PA01) crecida durante 
o 

la noche en CN a 37 e mas 0.1 ml. de CaCl 1 M , mas una placa 
o 

del fago en un volumen de 10 ml.de CN. Se incubb la mezcla a 37 e 

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

durante 5 minutos, se decantb el sobrenadante para eliminar 
o 

residuos de lisis y se almacenb en tubo ester 11 a 4 e (Se 
10 11 

obtuvieron lisa dos con t1t u los de 10 y 10 u fp). 

Tit ulacibn de lisados. 
-6 -7 -8 

Se diluyeron los Usados en SM (10 ,10 y 10 ),se mezclaron 0.1 

ml. de la dilucibn de fagos mas 0.1 ml. de bacteria indicadora 
o 

crecida durante la noche a 37 e en CN, se agragaron 3 ml. de AS 
o 

formando un tapiz sobre una caja de AN, se incubb a 37.C y se 

conto el numero de ufp (Unidades formadoras de placa) 

relacionando con el factor de dilucibn. 

Titulo (ufp/mll= No. de placas X 10 X Factor de d!luciOn. 

Mu ta11enesis con acido nitroso. 

Se mezclaron volUmenes de BA,solucibn de fagos con alto titulo 

Y nitrito de sodio fre sco en proporciones 9:1:1 respectivamente, 

en tubo de ensaye esteril , se agitb e inmediatamente se extrajo 

una al1cuota y se diluyo en SM mas TRIS pH 7.7 0.1M para detener 

la reacciOn . Se re pi t10 el procedimiento a los 10,20 y 30 

minutos.Se prepararon diluciones y se titula ron los fagos 
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Para cumplir con los objetivos planteados se realizo la
siguiente metodologia:

or›±.e_nci¿›Fn de iieados ae aim tituio
Se mesclaron U3 m1. de cepa indicadora {Pa01] crecida durante

o
la noche en CH a 37 C mas 0.1 ml. de CaC1 1 H . mas una placa

o
del fago en un volumen de 10 m1.de CH. Se incubo la mezcla a 3'? C

con agitacion hasta lisis (4-5 horasì. Se centrifugo a 15000 rpm

durante 5 minutos, se decanto el sohrenadante para eliminar
«J

residuos de lisis v se almaceno en tubo esteril a 4 C (Se
10 11

obtuvieron lisados con titulos de 10 v 10 ufp).

Titulacion de 1_is_ados._
-e -T -e

Se diluveron los Iisados en SH (id ,ID Y te },se mezclaron 0.1

ml. de la dilucion de fagos mas 0.1 ml. de bacteria indicadora

crecida durante la noche a 370 C en CH, se agragaron 3 m1. de AS

formando un tapiz sobre una caja de MI, se inoubo a 37% Y se

conto el numero de ufp (Unidades formadoras de placa)

relacionando con el factor de dilucion.

Titulo (ufp,›"m1J= Ho. de placas X io X Factor de diluoion.

L'¶I.1†.ã.fiE'I`l&S1.$ CÚI1 HCIGO HIÍPOSO.

Se mezclaron volumenes de Bfiusolucion de fagos con alto titulo

Y nitrito de sodio fresco en proporciones 9:1:± respectivamente.

en tubo de ensave esteril, se agito e inmediatamente se extraJo

una alicuota v se diluïo en SH mas TRIS pi-I TJ? 0.11-1 para detener

la reaccion. Se repitio el procedimiento a los 10.20 Y 30

minutos.Se prepararon diluciones 1? se titularon los fagos
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.sobre vi vi en tes.Por Ultimo se calculó la f racción sc,brev i vi en te; 

Fracción Sobreviviente=Fagos a t / fag os iniciales. 

Aislamiento y purificación de fagos . 

Con un palillo esteril se picó el centro de una placa de fagos 

y se hizo un rayaliO suave sobre una caja de petri con AN, se 

mezclaron 0.1 ml de cepa indicadora mas 3 ml de AS.La mezcla se 
o 

esparcio suavemente.se dejo solidificar y se incubo a 37 e para 

obtener placas aisladas .Este procedimiento se repitió 3 veces 

mlnimo hasta comprobar el fenotipo del fago, tomando una placa 

aislada en cada repetición. 

Prueba de inmunidad para fagos. 
5 

Se mezcló 0.1 ml. de una sol uciOn con un titulo de 10 fagos y 

0.1 ml. de bacterias, crecidas durante la noche en CN,se 

agregaron 3 ml. de AS,se mezclo y se vaciO sobre una caja de 
o 

petri con AN para formar un tapiz. Se incubo 18 h a 37 e y se 

conto el numero de ufp que aparecen incluyendo un control con 

PA01. 

(Un fago no puede formar placas en su lisOgena por que esta 

produce un represor ci toplasmatico que evita la infección p or 

otro fa go una vez que ha sido lisogenizada) 

Prueba de resistencia al suero. 
8 

Se tomo 10 ml. de bacterias en fase exponencial(5 X 10 celulas 

/ ml.) obtenidas de cepas c recidas 

la va ron 2 veces y se diluyeron 

dur'ante 

1/ 10 con 

la n oche en 
1 . 

PBS (5 X10 

CST se 

bacterias/ 

ml. ). se mezclaron 0.1 ml de bacterias con SHN fre sco en 

concentraciones de 0,75 y 801. a un volumen flnal de 4 ml. con PBS 
0 

.Las mezclas se incubaron a 37 e con agitacion durante 3 
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_sobrevivientes.Por ultimo se calculo la fraccion sobreviviente:

Fraccion Sobreviviente:Fagos a t ,-*fagos iniciales.

Ais1rami_en_to. Y P1-1r1_f1c;1_c1o1'1 de ffisefi-

C011 1.111 Pflllllü E.'S12.É'I"11 SE' PICÉI El ¢'E¦I'l†.I"'Ú QE 'l.1I`1-H Plâüå R1'-E ÍBEÚS

1* se hiso un rayado suave sobre una caia de petri con AH, se

mesclaron 0.1 ml de cepa indicadora mas 3 ml de AS.La mezcla se

esparcio suavemente.se dejo solidificar Y se incubo a ST QC para

obtener placas ais1adas.Este procedimiento se repitio 3 veces

minimo hasta comprobar el fenotipo del fago. tomando una placa

aislada en cada repeticion.

Prueba de inmunidad _para__f_a_gos,__
o - 5

Se mescio 0.1 mi. de una solucion con un titulo de 10 fagos Y

0.1 mi. de bacterias, crecidas durante la noche en CH,se

HEPEEHPÚH 3 1111. QE i¡|.S±SE I'IÍ'l-BZCIÚ Y SE' VE-'LCIÚ SÚDPE una II.-'EJE CIE
o

petri con AH para formar un tapiz. Se incubo 1-5 h a 3'? C y se

conto el numero de ufp que aparecen incluyendo un control con

PAUL

[Un fago no puede formar placas en su lisogena por que esta

produce un represor citoplasmatico que evita la infeccion por

otro fago una vez que ha sido lisogenizadai

Prueba _de resistencia al suero.

Se tomo 10 ml. de bacterias en fase esponencialfä X lg celulas

/ml.) obtenidas de cepas crecidas durante la noche en CST , se
7.

lavaron 2 veces Y se diluveron iƒlü con PES E5 X10 bacteriasf

m1.). se mezclaron 0.1 ml de bacterias con SI-IN fresco en

concentraciones de 0.75 1-' emi a un volumen final de 4 ml. con PES
ü

.Las mezclas se incubaron a 3'? C con agitacion durante 3
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horas.se <11luyo y se <1etermino el numero <1e ufc(Unida<1es 

forma<1oras <1e colonia) sobrevivientes por cuenta viable en AN. El 

t. <1e sobrev i vencia se calculo con la formula: 

t. <1e Sobrevivencia =(ufc en el tubo con suero/ufc en el tubo 
sin suero) X 100 

A<1sorc1on <1e fasos . 

Para me<11r la a<1sorc1on <1e los fagos a 
8 

las bacterias se 
5 

mezclaron 2.5 X 10 bacterias <1e fase exponencial en CN,con 10 

fagos (Multiplicidad <1e infeccion 0.05) en un volumen total 

<1e 0.6 ml. A diferentes tiempos (0,6 y 12 minutos) se tomaron 

aacuotas de 50 Jll y son diluidas en una mezcla de 0.45 ml. de CN 

y 0.1 ml. de cloroformo para lisar las bacterias no infectadas, 
o 

se diluyo, se titulo e incubo a 37 e para contar el numero de ufp 

(fagos no adsorbidos)y calcular la adsorcHm con la fOrmula: 

t. <1e adsorsion = 1-(Fago libre/Fago total) X 100 

Obtenc1on de una mutante espontanea de PA01 resistente a un faso. 

9 
Se espatularon 10 fagos (FIZ15c o D c) sobre AN dejando secar 

7 3 
la caja.enseguida se espa t ularon 10 bacterias <1e fase exponencial 

o 
,se deJO secar y se incubo a 37 e.se Purificaron por estria de 10 

a 15 colonias de bacter 1as sobrev 1 vi en tes y se incubo, re pi tiendo 

el aislamiento de colonias tres veces .Se comprobO el fenotipo de 

resistencia al fago por la incapac1da<1 de formaciOn de placas de 

lisis.Los can<11da tos a mu tan tes se picaron sobre un tapiz de PA01 

para eliminar la posibilidad de que fueran lisOgenas,en cuyo 

caso se observarla un halo de lisis al rededor de la colonia en 
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horas.se diluvo 1* se determino el numero de ufc-(Unidades

formadores de colonial sobrevivientes por cuenta viable en AH. El

Z de sobrevivencia se calculo con la formula:

Z (IE É›übI'*'EV'1.†|FEI'l¢1fi ifllffi En El tllbü CGT! SHBPOÍIIÍC En B1 'LHDO
S111 SIIEPÚÍ X 1Ú'Ú

Adsorc_i_o¬_n_ d_e__ fagos.

FHP3 I|.'HE'.*fl11"" li HQSÚPCIUII QE IDS fåflüä E 13.5 h3.'¢Í.&I"'1flS SE
B 5

IHEZCIHPUH E.-5 H IU DHCLBPIHS CIE fH.SE EIEPÚHEIICIHI En ÚH,¢OI"1 10

fãflü-'5 (H1.I1`|¦1P11C1€13.~11 QE 1I1f&CC1OI"l 2 ÚJD5] E11 'I.1I'l VÚIUIDED Íütfil

118 0.5 II11. Á fl.1fEI"*EI11'..&$ f..1BIllPÚS ÍÚ,fi Y 'IE l1llI11¦J.'(.ü5] SB †.0lIlfl1"0I`l

3.11Cì_10†.3.S (IE fiüfl Y S011 dlluldaå En 11113. Il1EZ¢`1ã. ¿.16 0.45 1111. de CH

Y 0.1 ml. (IE C1-üI"üfOI”'I¦I'l0 På.1"'ã. 1153.1” 13.5 ÍDfi¢Í.E1"'1ã.S 110 lflfeütadflä,

Se fl111.1YO. SB `L1'C.\11ü B .IIICIIDD 8. 37 cè Para {¦0I'l`|¦.fl1" 'B1 I'lU.Il'l&1"O GC Ilfp

[f3.ÚOS HO å.¢1SÚI"ÍD1flOS]Y I.'I¦ã1C1.11ã.I"' 13. &¢.1SÚI`”-1¦1.CII'1 C011 la fOI'*Il`lL11ñ¦

Z de adsorsion =. i-[Fago libre/Fago total] lll 100

Obtencion de una mutante espontanea de PAD1 resistente a un fago.

9
Se espatularon 10 feeds (FIZl5c o D ci sobre AH dejando secar

T S
la caJa,enseguida se espatularon lo bacterias de fase exponencial

.se dejo secar Y se incubo a 3'? C¦.Se Purificeron por estria de 10

a 15 colonias de bacterias sobrevivientes Y se incubo, repitiendo

el aislamiento de colonias tres veces .Se comprobo el fenotipo de

resistencia al fago por la incapacidad de formacion de placas de

1isis.Los candidatos a mutantes se picaron sobre un tapiz de PAOI

Para eliminar le posibilidad de que fueran lis-o5enas.en cuïo

caso se observarie un halo de lisis el rededor de la colonia en
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el tapiz .No se obtuvieron lisOgenas entre los candidatos debido 

a que el fago que se uso para seleccionar las mutantes es incapaz 

de lisogenizar (Fago mutante de placa clara). 

ObtencHm de una mutante espontanea de PA01 resistente al 

7 
Se mezclaron 10 bacterias con SHN al 80/. en PBS y se incubo a 

37 e con agitaciOn durante 12 horas.Al d1a siguiente se tomo una 

aucuota y se mezclo enSHN al 80 t. en PBS.La mezcla se incubo con 

agi taciOn duran te 12 horas.Se repitiO el procedimiento una vez 

mas para finalmente obtener colonias aisladas por estr1a en 

AN,las cuales fueron purificadas por estr1a 3 veces.Por 

Ult1mo,se confirmo el fenotipo resistente al suero utilizando el 

ensayo descrito anteriormente. 
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el tapiz .Ho se obtuvieron lisogenas entre los candidatos debido

a que el fago que se uso Para seleccionar las mutantes es incapas

de lisogenizar {Fago mutante de placa clara).

obtencion de ¿na ¿11utafntef¬§pon_tga_nea de Facir resistente al

. S
T

Se mesclaron lo bacterias con Sl-lll al eüifi en PES Y se incubo a

3'? C con agitacion durante 12 horas.Al dia siguiente se tomo una

alicuota v se mesclo enSI-¡H al 60 lt en PBS.La mezcla se incubo con

egitaoion durante 12 horas.Se repitio el procedimiento una vez

mas para finalmente obtener colonias aisladas por estria en

Al~I,las cuales fueron purificadas por estria 3 veces.Por

ultimo-.se confirmo el fenotipo resistente al suero utilizando el

E11-SHLYO (1&SCI`1Í.ü â.I1Í.E!I`10I"!'IlB1"lÍ,B.



"Nunca te enorgullezc as de Jos f rut.os <te t.tz 1nt.e11genc 1a. 

Solo eres due'l'lo del esfuerzo que pus1st.e en su c ultJ.vo" . 

Jac1nto CaneK. 

"Hunca te eiiorgullescas de los frutos de tu inteligencia

Solo eres dueno del esfuerzo que pusiste en su cultivo"

JJCIHÍ-0 Úéìfl-BK.
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Fagoc1 tos is por macrofagos de ra ton. 

como se menciono en los antecedentes, el bacteriofago FIZ 15 

in cremen ta la resistencia a la fagoci tosis,cuando se encuentra 

como profago en la cepa PA01. 

En la tabla se observan · 1os valores de fagocit osis por 

macrofagos de raton, se nota un decremento en los valores para la 

lisogena PIZ 15 de hasta un 50% con respecto a la cepa pa tron, 

sin fagos , PA01. Este cambio en la resis tencia a la fagocito s is 

por macrofagos sugiere un cambio en la res1stenc1a al efecto 

bactericida del SHN, es sabido que el complemento participa en 

ambos procesos de manera determinan te (l.2 .lt2) 

Prueba de resis tencia al suero para PA01 y PIZ 15. 

Los datos para caracterizar la res1stenc1a al efecto 

bactericida del SHN para las cepas P A01 y PIZ15 se reportan en la 

Tabla 2, como % de sobrevi vencia. Se observa que la lisogena 

PIZ15 presenta un incremento; en la res1stenc1a al efecto 

bactericida del suero; de 5 y 20 veces (aproximadamente a las 

concentraciones de 75 y 80% respectivamente, con referenc1a a la 

cepa pa tro n, co in c idiend o con la hipOteis pla nteada. La 

s1gu1ente pregunta que abordamos fue conocer a que nivel es el 

cambio inducido por el fa go FIZ15 sobre PAOl. 

Prueba de i nmunidad para fa gos. 

Los resul tactos de la tabla 3 nos muestran que los fag os FIZ 15 

Y D3 plaquean de una manere opt1ma s obre la cepa PAOl, libre de 
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i'REEI. 

Fagocitosis por macrofa_go_sL__de raton.

Como se menciono en los antecedentes, el bacteriofago FIE 15

incrementa la resistencia a la fagocitosis,cuando se encuentra

como profago en la cepa PAO1.

En la tabla 1 se observan `los valores de fagocitosis por

macrofagos de raton, se nota un decremento en los valores para la

lisogena PIZ 15 de hasta un 502 con respecto a la cepa patron.

sin fagos. PAUL Este cambio en la resistencia a la fagocitosis

por macrofagos sugiere un cambio en la resistencia al efecto

bactericida del SHH, es sabido que el complemento participa en

ambos procesos de manera determinante (1.E.f-L2]

Prueba de; resi¬s_tenc¿a_ al _sl_-le-*ro _p_a_ra __1?¿§iQ_i_ 1 HZ i'_:Í_›_,_

Los datos para caracterizar le resistencia al efecto

bactericida del SHH para las cepas PAO1 v PIZi'5 se reportan en la

Tabla 2, como I de sobrevivencia. Se observa que la lisogena

PIZ15 presenta un incremento; en la resistencia al efecto

bactericida del suero; de 5 Y E0 veces (aproximadamente 1 a las

concentraciones de 'T5 Y 8-Oli respectivamente, con referencia a la

cepa patron, coincidiendo con la hipoteis planteada. La

siguiente pregunta que abordamos fue conocer a que nivel es el

cambio inducido por el fago FIE15 sobre PAUL

Prueba de inmunidad para fagogs.

Los resultados de la tabla 3 nos muestran que los fagos FIB 15

Y D3 plaquean de una manere optima sobre la cepa Psül. libre de
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TABLA 1 

Fagocitos is p or macrofag os de ra ton. 

Cepa Y. Fagocitosis 

PA01 56.7 ! 6 (4-) 

PIZ 15 29.4- ! 4- (4- ) 

6 
se mezclaron 2 x 10 macrofagos peritoneales de raton con 

6 
2 x 10 bacterias en un volumen final de 2 ml.Despues de incubar 

por 1 hora con agitacion, las mezclas fueron cent rifugadas y el 

numero de bacterias sobrevivientes se calculo por cuenta viable . 

(Tomada de referencia 3.) 

TABLA 2 

Resistencia al efecto bactericida del SHN de la s cepas 

PA01 y PIZ 15. 

t. de Sobrev i vencia 

Cepa 75/. SHN 80Y. SHN 

PA01 9.3 :t._ 1.5 1.0 ! 0 .1 

PIZ 15 57.9 :t._ 0.1 20.7 ! 1.3 

7 
Se mezr.laron 10 bac t erias de fase exponencial con SHN 

a j ustando a 4- ml. con PBS, se i ncubo durante 3 hrs.,se diluyo y 
espatulo para calcular las ufc. Los datos se reportan en f. lie 
s obr evi vencia. 

2?

TABLA 1

Fagocitosis por macrofagos de _r_aton.

Cepa Si Fagocitosis

PAOi 56.7 1 6 (41

PIZ 15 29.4 ± 4 (41

. 6
Se mezclaron 2 1-: 10 macrofagos peritoneales de raton con

5
E s lo bacterias en un volumen final de 2 ml.Despues de incubar

por 1 hora con agitacion, las mezclas fueron centrifugadas 3! el

numero de bacterias sobrevivientes se calculo por cuenta viable .

(Tomada de referencia 3.11

TABLA 2

R&$1SÍ.E1'1C1& 3.1 ÉÍÉCÍO 1)ãCtEI"1C1d.& C191 SHH 'CIE' l€'±S C-'E:P&?5

PA01 Y PIE 15.

¡+5 de Sobrevivencia

cepa 151-: si-ni so:-: si-ni
Paoi 9.3 L is 1.o ± o.i
riz is sm _+_ o.1 aofr 1 1.3

'T
Se mezclaron lo bacterias de fase exponencial con Sl-lll

aiustando a ¿L ml. con PBS. se incubo durante 3 hrs.,se diluvo v
ES-PñÍ.1..11¢'-' Para Cã.ll.'1l.1l&I" IELS 'tlf-J. LOS (1fl`tÚS SE I¬'EPÚ1"'†.Ell'l EH if QE
SDDI"E'ViïEI'1C1ã.
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TABLA 3 

Prueba de inmunidad para los fag os FIZ15 y D3 

Cepa Fag o 

FIZ 15 D3 

PA01 + + 

PIZ 15 

PA01(D3) 

5 1 o 
El ensayo consiste en mezclar 10 fagos con 10 bacterias 

o 3 q. 
incubar a 37 e y contar las ufp. El s1mbolo + significa 10 -10 

ufp. y - significa ausencia de ufp. 

28

TitBL.a 3

Erueba ,de inmunidad para los fagos FIZI5 1-* Ds

Cepa Fago

FIZ 15 D3

PA01 + +

PIE 15 - -

PA01(D31 _ _

5 lo
E1 ensavo consiste en mezclar lo fagos con lo bacterias

o 3 4
incubar a 3'? C v contar las ufp. El simbolo + significa lo -lo

ufff. Y _ Slgnlflflâ. å`L1SE'I`i-C13. CIE Ufp. _



29 
fagos ,no a s 1 s obre l as lisogenas PIZ15 y P A01(D ),donde no 

3 
aparecieron ufp de ninguno de los dos fagos sobre su lisogena 

y la del otro. Esto plantea dos opciones: Una es que compartan la 

la misma inmunidad,es decir , el mismo represor actue sobre ambos 

fagos y la otra es que compartan un mismo receptor l os fa gos , 

conociendo que el fag o D se adsorbe espec1ficamente al 
3 

ant1geno-0 (2 3) . . 

Una forma de probar el cambio ocasionado · por el profago a 

nivel del receptor es midiendo la eficacia que tengan los fagos 

para reconocerlo y adsorberse a la cepa silvest re y sus 

lisOgenas. Para medir adsorcion recordaremos que se mezclan f agos 

con bacterias y a distintos tiempos se cuantifica e l fag o n o 

adsorbido por titulacion; una fraccion pequena de la poblacion de 

lisOgenas libera fagos es pontáneamente, l os c ua l es aumen tar1an 

artificialmente el numero d e fagos n o adsorbidos, pues los fag os 

FIZ15 y D3 presentan u n fenotipo de pla ca turbia que es igual al 

fenotipo de los fagos que salen de las lisOgenas, pues estas se 

construyeron con los fagos FIZ15 y D3. Para r eso lver este 

problema decidim os obtener mu tan tes de placa c lara para 

distinguirlos de aquellos llberados es pon táneamen te. 

Mu tagenesis con ácido nitroso 

La gráfica 1 muestra la curva de letalidad del fago FIZ15 por 

tratamiento con ácid o nitroso. Se obse rva muert e lineal, 

disminuyend o el titulo d el fago en aproximadamente medi o 

logaritm o ca da 10 minu tos La fre cuencia de mu ta ntes co n 

fenotipo de placas claras fue de 1% a l os 20 minutos. En e l 

29
fagos,no asi sobre las lisogenas PIZ15 Y PAUHD Ldonde no

3
aparecieron ufp de ninguno de los dos fagos sobre su lisogena

Y la del otro. Esto plantea dos opciones: Una es que compartan la

la misma inmunidad,es decir . el mismo represor actue sobre ambos

fagos Y la otra es que compartan un mismo receptor los fagos,

conociendo que el fago D se adsorbe especificamente al

antígeno-O (E3). 3'

Una forma de probar el cambio ocasionado por el profago a

nivel del receptor es midiendo la eficacia que tengan los fagos

para reconocerlo y adsorberse a la cepa silvestre v sus

lisogenas. Para medir adsorcion recordaremos que se mezclan fagos

con bacterias Y a distintos tiempos se cuantifica el fago no

adsorbido por titulacion; una fraccion pequena de la poblacion de

iisogenas libera fagos espontaneamente, los cuales aumentarian

artificialmente el numero de fagos no adsorbidos, pues los fagos

FIZ15 v D3 presentan un fenotipo de placa turbia que es igual al

fenotipo de los fagos que salen de las lisogenas, 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.

Hutagenesis _ con _ac_i_do nitr_oso

La grafica 1 muestra la curva de letalidad del fago FIZ15 por

tratamiento con acido nitroso. Se observa muerte lineal,

disminuyendo el titulo del fago en aproximadamente medio

logaritmo cada 10 minutos . La frecuencia de mutantes con

fenotipo de placas claras fue de 15€ a los Ed minutos. En el
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control sin tratar la frecuencia de placas con fenotipo claro 

-5 
fue menor de 10 y se obtuvo una figura similar para el fago D3 

(dato no most rado). Se purificb una placa de fenotipo claro para 

hacer 11sados de alto titulo y usarlos en la adsorcH>n de los 

fagos a las cepas pa trbn y 11sbgenas. 

El fenotipo claro se obtiene por que el tratamiento con aci•1o 

nitroso causa una mutacibn que evita la funcH>n represora para 

la via li tica, provocando que los fagos s11 vestres que podian 

sintetizar el represor y hacer 11sogenia, ahora sean 11 ticos p or 

ausencia de la funciOn del mismo. La placa turbia lo es porque en 

el centro de ella sobreviven 11sOgenas inmunes y la placa cla ra 

es una lisis total que no permite el crecimento de las 11sOgenas. 

AdsorciOn de los Fagos FIZ15c y D3c a la cepa control PA01 

y las Lisbgenas PIZ 15 y P A01 (D3). 

Si las lisOgenas han sufrido un cambio superficial en el 

receptor para los fa gos, estos no deben ser capaces de adsorberse 

a ellas, pero si a la cepa silvestre PA01 que 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 15c, es decir, se adsorben a valores 

cercanos al 100 ;r. en PA01 a los 5' y 12', no asi a las 11sOgena s 

PIZ 15 y PAOl (D3) donde la a dsorciOn es a valores menores del 91. 

para ambos fagos a los 5 y 12 minut os.esto n os indica que los 

cambios inducidos por l os profagos s on a nivel del receptor , q ue 

es el antige no-0. 
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control sin tratar la frecuencia de placas con fenotipo claro

fue menor de io_5Y se obtuvo una figura similar para el fago DB

(dato no mostradol. Se purifico una placa de fenotipo claro para

hacer lisados de alto titulo Y usarlos en la adsorcion de los

fagos a las cepas patron Y lisogenas.

El fenotipo claro se obtiene por que el tratamiento con acido

nitroso causa una mutacion que evita la funcion represora para

la via litica, provocando que los fagos silvestres que podian

sintetizar el represor Y hacer lisogenia, ahora sean liticos por

ausencia de la funcion del mismo. La placa turbia lo es por-que en

el centro de ella sobreviven lisogenas inmunes Y la placa clara

es una lisis total que no permite el crecimento de las lisogenas.

Adsorcion de los Pagos F`IZl5c Y __LJ_3c ,a la cepa control Paül

Y las Lisogenas PIE 15 Y Paúl lbs).

Si las lisogenas han sufrido un cambio superficial en el

receptor para los fagos, estos no deben ser capaces de adsorberse

a ellas, pero si a la cePa silvestre Paúl que no ha sufrido

modificaciones en el receptor para el fago.

En la grafica E Y 3 podemos observar un comportamiento similar

para los fagos Dãc Y Fiz 15c, es decir, se adsorben a valores

cercanos al 100 li en PAOi a los 6' Y 12', no asi a las lisogenas

PIZ 15 Y Paúl {D3l donde la adsorcion es a valores menores del 991

para ambos fagos a los e Y le minutos,esto nos indica que los

cambios inducidos por los profagos son a nivel del receptor, que

es el antígeno-U.
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Se mezclaron 10 fa gos con 10 ba c te r ias y se extra jeron 
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Estos resultados sugirier o n que el incremento en 1 3. 

r esistencia al efecto bactericida del suero de la cepa PIZ 15, se 

debe a l ca mbio superficial inducido por el profago FIZ 15 a nivel 

de su receptor (ant1geno- o¡ . Pa ra confirmar l o planteado 

decidimos obtener d os mutantes espontaneas de la cepa FAOl: 

A) Una mu t ante resistente a FIZ 15 (F A0 1/ FIZ15) y 

B)Una mutante resistente al efecto b acteri c ida d el s uer o 

(PA 01-Ser II ). 

De a cue rdo a nues tra h ipOtesis l os fen otipos de estas 

mutantes debieron ser: la resistente al fag o debe ser resistente 

al suero y ninguna de la s dos debe permitir la adsorcion 

de FIZ 15, ni D3. 

Prueba de Resistencia al s uero de PA01 /FIZ15 y PA01-Ser II . 

El resultado de resistenci a al efecto bactericida del suero 

para las mutantes PA01 / FIZ15 resistente al fago y PAOi-Ser II 

resistente al suero se presenta en la tabla 4 . Aqu1 observamos 

que la cepa P A01 / FIZ15 fue 10 y 36 veces mas resi sten te a las 

concentraciones de 75 y 80 /. de SHN con respecto a la cepa 

silvestre PA01 ; as1 tambien la cepa PA01-Ser II presenta una 

resistencia aumentada 4 y 15 veces sobre PA01 a concentraciones 

de 75 y 80/. de SHN. 

As1 se confirma la primer parte de la hipOtesis: 

Un cambio en el receeptor al fa go trae un incremento en la 

resistencia al su ero. 

AdsorciOn de los fag os FIZ 15c y D3c a las cepas P A0 1/ FIZ15 y 

PA01-Ser II. 
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Estos resultados sugirieron que el incremento en la

resistencia al efecto bactericida del suero de la cepa PIZ 15, se

debe al cambio superficial inducido por el profago FIZ 15 a nivel

de su receptor lantieeno-Oi. Para confirmar lo planteado

decidimos obtener dos mutantes espontaneas de la cepa Fafïli:

a]Una mutante resistente a FIZ 15 (PAO1/FIZ15l Y

B]Una mutante resistente al efecto bactericida del suero

(Paúl-Ser lll.

De acuerdo a nuestra hipotesls los fenotipos de estas

mutantes debieron ser: la resistente al fago debe ser resistente

al suero Y ninguna de las dos debe permitir la adsorcion

de FIZ 15, ni D3. .

Prueba de Resistencia al suero de PAO1/l?Iz15 Y P¿5Ol_-_S,erHll _

El resultado de resistencia al efecto bactericida del suero

para las mutantes PAOUF-`IZ15 resistente al fago Y Paúl-Ser II

resistente al suero se presenta en la tabla 4 . Aqui observamos

que la cepa PAOI/FIZl5 fue 10 Y 36 veces mas resistente a las

concentraciones de 'T5 Y soii de Sl-ill con respecto a la cepa

silvestre PAOI; asi tambien la cepa Paúl-Ser II presenta una

resistencia aumentada 4 Y 15 veces sobre Pnül a concentraciones

de T5 Y Gol; de Sl-lll.

asi se confirma le primer parte de la hipotesis:

Un cambio en el receeptor al fago trae un incremento en la

resistencia al suero.

adsorcion de los fagos FIZ 15c Y Ddc a las cepas PA-Íll;'FIZl5 Y

PAC-'l-Ser II.
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TABLA 4 

Resistencia al efecto b a ctericida del SHN de las mutantes 

espontáneas PA01-Ser II y PA01/FIZ15. 

/.de sobrev i venc1a 

Cepa 751. SHN 

PA01 9.3 ±. 1.8 

PA01-Ser II 38.9 ±. 9 

PA01/FIZ15 100 :!:.. o 

7 
se mezclaron 10 bacterias de 

ajustando a 4 
espa t ulo para 
sobrevive ncia. 

ml. con PBS,se incubo 
calcular las ufc.los 

80% SHN 

:!:. 0.1 

15 :!:. 3 

36 :!:. 

fase exponencial 
duran te 3 hrs.,se 

datos se reportan 

con SHN 
diluyo y 
en % de 

35

TABLA ¿L

B_esistencia__ al efecto _bacte_r_ici_d_a __ç_l_.el _SH_l¬l__1d_e__r_la__s m_u_tante¿:,

espontaneas PAOi-Ser II Y EAUl¬.f'F'IZi5.

ide sobreviyencia

Copa TSE SHH BUE SHH

Pool es ¿ia 1 ± o.1

PAO1-SEI* II 38.9 1 9 15 + 3

Pioi/sizis ioo Y o se ±_ 1

'F'
se mezclaron lo bacterias d e fase exponencial con Sl-lll

ajustando a -'l ml. con PBS.se incubo durante 3 hrs.,s¬e diluYo Y
espatulo para calcular las ufc lo. s datos se reportan en E de
sobrevivencia.
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Al medir la a dsorcion a estas cepas encontramos (Graficas 4- y 

5) que los fagos FIZ 15c y D3c presentan valores por debaJo del 

10/. de adsorcHm para ambas . 

Estos resul tados Junto con los anteriores confirman que el 

bacter1ofago FIZ 15 aumenta la resis tencia a l suero de la cepa 

PIZ 15 al causar un cambio superficial a nive l de su propio 

receptor. 

38
al medir la adsorcion a estas cepas encontramos {Greficas 4 Y

5} que los fagos FIZ 1'5c Y Dsc presentan valores por debajo del

loli de adsorcion para ambas.

Estos resultados Junto con los anteriores confirman que el

bacteriofago FIZ 15 aumenta la resistencia al suero de la cepa

PIE 15 al causar un cambio superficial a nivel de su propio

receptor.



"Hemos ca.ml>1a.(to el c onoc..im..ient.o por Ja. emoc1t>n: 

que es ta.ml>1en una. manera. (te pe11etra.1' en las cosas". 

Em11..io Al>reiz CiOmez 

Hemos cambiado ei conocimiento por ia emocion:

que es tambien una manera de penetrar en las cosas"

Emilio Abreu Gomes
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Los r esultados prese n tados nos indican q ue a l lisogen1zar a la 

cepa PA01 con el fago FIZ15 tra e cons i go cambi os a n1 ve l del 

r ecep t or del fag o, p u es a l intentar plaquear a l os fa gos D3 

(ant1geno o-espec if ico) y FIZ1 5 sobr e l a s 11sog enas PA 0 1(D 3) y 

PIZ 15 est os n o lo hacen, esto se ve apoyad o por el trabaJo d e 

Kusio y KropinsKi;(23) quienes reportan que al i isoge11izar a la 

cepa PA01 con el fago D3, cuyo receptor es el antigeno-0 sufre 

modificaciones en el sitio de recon ocimiento del fago; evitando 

as1 la reinfeccibn de algUn otro fago con receptor en el ant1geno 

o sobre la lisogena PA01(D3). Aunque este reporte indica cambios 

sutiles que consisten de una acetilacibn repetida e n el an tigeno 

o y el cambio de enlaces ... 1-it a enlaces f'> i -'t de l os azucares del 

mismo, son suficientes para evitar que el fago D3 se adsor ba a su 

lisbgena, no ocurriendo es to e n la cepa PA01 donde el fago D3 se 

adsorbe eficientemente hasta valores cercanos al 100 1.. 

La idea de medir adsorcibn al fago FIZ 15 contra su lisbgena y 

la del fago D3, asi como a l a cepa silvestre PA01 , es con el fi n 

de caracterizar el cambio superficial que le induce a la bacteria 

. al lisogenizarla. El compor t amiento similar en adsorc i on de los 

fagos nos indica que <.robos fagos comparten un receptor antigeno 

o-especifico que podr,1a ser el mismo o encontrarse uno muy 

cercano de otro. Es conoc i do que varios fag os pueden presentar 

receptores en el antigeno- 0, pod emo s incluir a los fag os 21 , 

P1 ,T3, T4 y T7 d e E.Coli con esta propied ad (2't ). 
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IDIUSCÉCJSIÍIIFH

Los resultados presentados nos indican que al lisogenizar a la

cepa Paüi con el fago FlZi5 trae consigo cambios e nivel del

receptor del fago, pues al intentar plaquear a los fagos DE

(antígeno o-especifico) Y F-`lZi5 sobre las lisogenas PaC>l(D3) Y

PIE 15 estos no lo hacen, esto se ve apoYado por el trabajo de

Kusio Y Kropinsl-ti;{E3l quienes reportan que al iisogenizar a la

cepa Paúl con el 'fago D3, cuYo receptor es el antígeno-0 sufre

modificaciones en el sitio de reconocimiento del fago; evitando

asi la reinfeccion de algun otro fago con receptor en el antígeno

0 sobre la lisogena PaUi{D3}. aunque este reporte indica cambios

sutiles que consisten de una acetilacion repetida en el antigeno

0 Y el cambio de enlaces-el-Li a enlacespl--'-L de los azucares del

mismo, son suficientes para evitar que el fago 133 se adsorbe a su

lisogena, no ocurriendo esto en la cepa Paol donde el fago D3 se

adsorbe eficientemente hasta valores cercanos al leo:-fi.

La idea de medir adsorcion al fago FIZ 15 contra su lisogena Y

la del fago 1213, asi como a la cepa silvestre Paüi, es con el fin

de caracterizar el cambio superficial que le induce a la bacteria

al lisogenizarla. El comportamiento similar en adsorcion de los

fagos nos indica que ambos fagos comparten un receptor antigeno

O-especifico que podria ser el mismo o encontrarse uno muY

cercano de otro. Es conocido que varios fagos pueden presentar

receptores en el antigeno-0, podemos incluir e los fagos Ei,

P1,T3, T-'-l Y TT de E.Coli con esta propiedad (2-'-H,
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se han reportado trabajos para Klebs1ella pneu m.)niae í43) y 

Pseudomonas aerug1nosa (10 ) donde al obtener cepas resistentes 

con cambios en el receptor para un fago.obtenemos cambios en la 

composicHm y estructura de la region ant1geno-o del LPS;adema s 

estos cambios inducen modificaciones en el comportamiento con 

respect o a la sensibilidad al efecto bactericid a del s uero.En 

Klebsiella cepas resistentes al fago FC-3 son mas sensibles al 

efecto del suero, y en Pseudomonas una mutante re.>istente al 

fag o E 79;obtenida de cepa silvestre resistente al suero:muestra 

un fenotipo de sensibilidad al suero debida a la ausencia de una 

fracciOn del antigeno-0.Asi es claro que el antigeno-0 Juege un 

papel importan te en la sensibilidad al efecto bactericida del 

suero. 

La modificaciOn en el antigeno-o creemos que es mas clrás tica 

e n la cepa PA01 / FIZ15 resisten te al fago, con modificaciones en 

e.l receptor del mismo, pues el incremento en la res1stenc1a al 

efecto bactericida del SHN es mayor en esta cepa que en la 

lisogena PIZ15 y aun que la cepa PA01-Ser II seleccionada co mo 

resistente al suero, adema s un cambio en la sensibil idad al 

suero trae un cambio e n el receptor de l fago , pue s la ce pa 

PA01-Ser II que nunca fue seleccionada contra un fag o no permite 

que se a dsorban los fag os FIZ 15c y D3c, 

El efec to de la 11Sogen1zaciO n en la resis t en cia al efec t o 

bactericida del s uero de la ce pa PIZ 15, podr1amos sugerir se 

debe a un increm ento en el tamano de la cadena el e azucares d el 

antigeno-o de l LPS, esto basado e n reportes para Kl ebsiella 
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La modificacion en el antígeno-0 creemos que es mas drastica

en la cepa Paúl,-'FIZi'5 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

lisogena PIZl5 Y aun que la cepa Paúl-Ser II seleccionada como

resistente al suero. ademas un cambio en la sensibilidad al

suero trae un cambio en el receptor del fago, pues la cepa

Paúl-Ser II que nunca fue seleccionada contra un fago no permite

que se adsorban los fagos FIZ 15o Y D3c.

El efecto de la lisogenizacion en la resistencia al efecto

bactericida del suero de la cepa PI2 15. podriamos sugerir se

debe a un incremento en el tamano de la cadena de azucares del

antigeno-O del LPS. esto basado en reportes para Klebsiella
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pneumoniae (43), se encontro que una cepa con una cadena de LPS 

grande presenta un incremento en la r esistencia al suero con 

respecto a cepas isogenicas con un LPS reducid o. As1 mismo con 

este b a cilo gram negativo se ha reportado ya que el factor 

principal de l a resistencia es el ant1geno-0 (44), pues al 

s uplementar el ensayo de muerte con las frac ci ones de LPS, se 

observo que la fraccion por s ue.r o correspondiente al a nt1geno-0 

proteg1a mas a una cepa sensible del efecto del suero, evitando 

la muerte de esta, no as1 las fracc iones correspondientes al 

"Core"y el "L1pido A" d onde la cepa sensible no era protegida de 

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

Schlller e n 1984 (38) selecciono ce pas resistentes al suero a 

partir de cepas sensibles y comparo la com posicion del LPS en 

ambos grupos de cepas; encontrando en el patron electroforetlco 

la presencia de un numero mayor de bandas de alto peso molecular 

e n l os carr iles de la s mutantes resistentes, no as1 en las 

silvestres sensibles, dicha s bandas correspond1an a la region del 

ant1geno-o del LPS. Las modificaciones ademas inclu1an cambios 

en los serotipos de las cepas resistentes con respecto de las 

sensibles. 

En otro repor te Cryz en 1984 (10) describe que al se leccion ar 

una mutante sensible al efecto del suero obtenida de una cepa 

re sis ten te al mismo, la dismin ucion en la res1 ten cia se debe a la 

ausencia de banda de la region del ant1gen o- 0 observada en un 

patron electroforeti co y en una cromatografia en columna, ademas 

a l inocular a ra tones para la prueba de DL 50 con ambas cepas, 

la mutante sensible n o provoca muerte a los organismos 
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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 disminucion en la resitencia se debe a la

ausencia de banda de la region del antígeno-0 observada en un
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al inocular a ratones para la prueba de DL 50 con ambas cepas,

la mutante sensible no provoca muerte a los organismos



43 

infectados, no ocurriendo e n las cepas resisten tes quienes si 

matan a los ratones de modo que la resistencia al suero es un 

importante factor d e v i rulencia de este microorganismo. 

Hasta aqu1 puede quedar la idea que la modificacion en el LPS 

evita la acti vacion del MAC, pero la resistencia n o es q uiza por 

esta razon, Schiller en 1986 (39) ·determino el con s umo y fiJacion 

de G3, G5 y G9 del com plemento a una cepa ·de Pseudomonas 

aerusinosa encon tro que los ni veles de consumo de estos factores 

en cepas resistentes se ve incrementad o al doble del consumo de 

una cepa sensible en un lapso d e una hora, esto puede ser por la 

presencia de un ma yor numero de determinantes antígenicos en el 

LPS, solo que la cantidad de molecu las de C3 , C5 y C9 que se 

encontraban unidas a la cepa resistente eran s olo el 10/. del 

numero de moleculas unida s a la superficie de la mem brana 

externa de . la cepa sensible. As1 pues la resistencia no se d e be 

u ni came nte a la inacti vacion del co mpleme n to, sino a la 

obsttruccion de los sitios de union de l MAC, evi tando la lesion 

capaz de provoca r el efec to bactericid a y bacter i o l1 tic o. 

Un incremento en el tamano de la cadena del ant1geno-O puede 

traer consigo apa rte del bloqu e o de la union del MA G, una 

d1sm1n u cion en la fluidez de la membrana que es un prerreequis i t o 

para favorecer la muerte por s u ero de un organismo (LJ.2). 

La capacidad de un organismo para evadir los mecan ismos de 

defensa de su hospedero le permitiran sobrevivir y diseminarse en 

el mismo provocando una infeccion s1stem1ca que puede ser letal 

pa ra el hospedero. 
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De lo discutido anteriormente podemos concluir: 

1lAl lisogenizar a la cepa PA01 con el fago FIZ 15 trae consigo 

un incremento en la resistencia · a fago ci tos is por macrOfagos de 

ra ton y al efecto bactericida del SHN. 

2)El cambio por efecto de la lisogenizaciOn es a n1 vel del 

antigeno-0 que es el receptor del fago FIZ 15. 

Y sugerimos además que: 

A) La modificacion puede con s istir en un incrmento en el tamano 

de la regiOn del antigeno-0 del LPS, por un aumento en la cadena 

de ácidos grasos y azucares. 

B)Un incremento en el tamano del antigeno-0 produce consigo un 

bl oqueo esterico de los elementos del MAC a los sitios de lesiOn 

entre la membrana externa y la membrana citoplasmática sin 

afectar la formaciOn del complejo. 

Cl El LPS es un factor que contribuye a la resistencia al suero 

en Pseudomonas aeru¡ünosa. 

Dl La resistencia al suero está dada por la presencia de 

estructuras sobre o cercanas a la superficie bacteriana y que 

son capaces de interferir en la formac1on, fijacion o acti vaciOn 

del MAC. 

E) La resistencia al suer o es un importante determinante de la 

virulencia, pues de la capa cidad qu e tengan para evadir el 

sistema de defensa del hospedero, será la diseminaciOn en este. 
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De lo discutido anteriormente podemos concluir:

UA1 lisogenizar a la cepa PA01 con el fago FIZ 15 trae consigo

un incremento en la resistencia -a fagocitosis por macrofagos de

raton Y al efecto bactericida del SI-IN. _

E}E1 cambio por efecto de la lisogenizacion es a nivel del

antigeno-0 que es ei receptor del fago FIZ 15.

Y sugerimos ademas que: I

al La modificacion puede consistir en un incrmento en el tamano

de la region del antígeno-O del LPS. por un aumento en Ia cadena

de acidos grasos Y azúcares.

B}Un incremento en el tamano del antígeno-O produce consigo un

bloqueo esterico de los elementos del MAC a los sitios de lesion

entre Ia membrana externa Y la membrana citoplasmatica sin

afectar Ia formacion del complejo.

C] El LPS es un factor que contribuye a la resistencia al suero

en Ps_eudom_o†n__,as_ aeruginosa.

D] La resistencia al suero esta dada por la presencia de

estructuras sobre o cercanas a la superficie bacteriana 1' que

son capaces de interferir en la formacion, fijacion o activacion

del HAC. -

E] La resistencia al suero es un importante determinante de la

virulencia, pues de la capacidad que tengan para evadir el

sistema de defensa del hospedero. sera la diseminacion en este.
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PERSPECTIVAS 

1. Estudiar la qu1mica del LPS de PA01 y PIZ 15 para concluir 

mas acertadamente acerca de los cambios en el an tigeno-0 . 

2. A ver iguar cual de las v1as (clásica o al terna) participa en 

la funciOn bactericida contra Pseudomonas aeruginosa. 

3. Caracterizar el gene o genes que inducen a la conversiOn 

lisogenica para tratar de ahondar en este fenbmeno. 

4. Tratar a PIZ 15 con difenilamina para observar el efecto 

del suero al disminuir la s1ntesis de ácidos grasos,se sabe que 

este compuesto inhibe la s1ntesis del antigeno-0 (13) 

5. Usar antisueros comerciales para detectar diferencias en 

los serotipos de PA01 y PIZ15 por efecto de conversion ll sogenica 

(Se ha hec110 fagotipia para ambas cepas, pero no presentan 

diferencia alguna, da to no mostrado (17)). 
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PERSPECTIVAS

i. Estudiar la quimica del LPS de Paúl Y PIZ 15 para concluir

mas acertadamente acerca de los cambios en el antígeno-0 .

E. Averiguar cual de las vias [clasica o alterna) participa en

la funcion bactericida contra Pseudomonas aeruginosa.

3. Caracterizar el gene o genes que inducen a la conversion

lisogenica para tratar de ahondar en este fenomeno.

4. Tratar a PIZ 15 con difenilamina para observar el efecto

del suero al disminuir la sintesis de acidos grasos,se sabe que

este compuesto inhibe la sintesis del antigeno-0 (13)

5. Usar antisueros comerciales para detectar diferencias en

los serotipos de PAD1 Y PIZ15 por efecto de conversion iisogenica

{Se ha hecho fagotipia para ambas cepas, pero no presentan

diferencia alguna. dato no mostrado {17)}.
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