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Bordetella pertussis es el agente causal de la tos convulsa, enfermedad infecciosa del tracto respiratorio humano
considerada actualmente una enfermedad re-emergente. A pesar de la alta tasa de vacunacion a nivel mundial,
los casos de tos convulsa siguen siendo alarmantes. B. pertussis es una bacteria Gram negativa que tiene la
capacidad de crecer adherida a sustratos bi6ticos y abioticos formando biofilm y se postula que esta forma de
vida podria permitirle a la bacteria persistir en el hospedador; por consiguiente es importante comprender el rol
de las proteinas de membrana respecto a la capacidad de adhesion mediante interacciones célula-célula y célula-
superficie. Con el propésito de analizar el efecto de las fuerzas de “shear” sobre el posicionamiento de las
proteinas en la membrana y la consecuente adhesién, se planea evaluar mediante Microscopia de Fuerza
Atomica (MFA) la distribucién de las mismas sobre la cubierta externa de células individuales adheridas a
soportes abio6ticos bajo diversas velocidades de flujo de medio de cultivo. Para realizar las medidas, una vez
adheridas las bacterias, es necesario conservar las estructuras externas de las mismas mediante fijacién,
impidiendo que se generen cambios en la distribucién de adhesinas durante la adquisicion de los datos con el
MFA. EIl objetivo del trabajo es registrar los efectos de la fijacion con glutaraldehido sobre las propiedades
nanomecanicas de B. pertussis, analizando la rigidez de la envoltura celular bacteriana, y comprobar la utilidad
de la técnica de fijacién. Se utiliz6 la cepa de referencia B. pertussis Tohama |. Las células fueron adheridas
mediante interaccién electrostatica a un porta objetos de 1cm x 1cm previamente modificado con Poli-I-lisina
0.1%. Luego, los vidrios con las bacterias adheridas fueron sometidos a fijacion e incubados con glutaraldehido
0,5%. Se realizé un registro de las propiedades nanomecéanicas mediante el calculo de los médulos de Young (E)
para cada condicion. Para ello, se utilizo la herramienta Force Volume que permite adquirir curvas de fuerzas
sobre la superficie de células individuales. En este trabajo, las curvas de fuerza fueron analizadas utilizando el
modelo de Hertz. Los resultados indican que B. pertussis Tohama | fijada presenta un valor promedio de E
mayor que B. pertussis Tohama | no expuesta a glutaraldehido. Estos resultados pueden ser atribuidos al efecto
del glutaraldehido sobre las proteinas de membranas generando mayor rigidez en la cubierta, que sin embargo no
modifica la distribucién de las mismas reflejadas en los histogramas. La tendencia a formar uniones cruzadas
hace del glutaraldehido un fijador muy atil ademas de mantener la integridad de las estructuras, ya que actla
sobre las proteinas asegurando su maxima preservacion espacial. Los resultados obtenidos permiten concluir que
la fijacion mediante glutaraldehido resulta un método Util para conservar la distribucion de las proteinas de
membranas previo a su anélisis mediante MFA.
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Histogramas representativos del E de (A) B. pertussis Tohama | fijada con glutaraldehido y (B) B. pertussis Tohama I sin
fijar.



