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Resumen

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria Gram-negativa ampliamente distribuida
en el ambiente, incluyendo suelo y agua, asi como en asociacion con varios
organismos vivos y es fuente de infecciones oportunistas en humanos. En P.
aeruginosa multiples factores de virulencia implicados en la infeccion aguda y dafo
de la célula huésped son regulados por los sistemas de Quorum sensing (QS) Las
y Rhl. Nuestro grupo de trabajo determiné que la transferencia del plasmido pUM505
aumenta la virulencia de la cepa de referencia de P. aeruginosa PAO1 tanto en el
modelo de hoja de lechuga como en raton, aunado a que aumento la citotoxicidad
de esta cepa hacia las células HelLa. Por lo que se generd una biblioteca de genes
del plasmido pUM505 clonados en el vector pUCP20 para identificar los genes
relacionados con la virulencia. La clona P. aeruginosa PAO1 Ps-EH26 posee los
orfs 92, 93 y 94, los cuales codifican a un regulador transcripcional ChrB, una
probable resolvasa tipo TnpR y una transposasa tipo TnpA, respectivamente;
proteinas que a nuestro conocimiento no han sido relacionadas previamente con
virulencia. Sin embargo, el analisis in silico de los orfs del plasmido pUM505 sugiere
que el orf 92 forma parte de un operon en conjunto con los orfs 90 y 91 que
corresponden a los genes chrC y chrA, respectivamente. El orf90 codifica a una
proteina que posee identidad con proteinas superéxido dismutasas, mientras que el
orfd1 a una proteina de resistencia a cromato (ion téxico), ampliamente estudiada
en la resistencia a este metal. Mediante ensayos de virulencia empleando el modelo
de Caenorharbitis elegans se determiné que la proteina codificada por el orfo1
aumenta la virulencia de P. aeruginosa PAO1, ademas que no esta siendo regulado
por QS.

Palabras clave: Pseudomonas aeruginosa, pUM505, ChrA, virulencia, Quroum Sensing.



Abstract

Pseudomonas aeruginosa is a Gram-negative bacterium widely distributed in the
environment, including soil and water, as well as in association with various living
organisms and is a source of opportunistic infections in humans. In P. aeruginosa
multiple virulence factors involved in acute infection and host cell damage are
regulated by the Quorum sensing (QS) Las and Rhl systems. Our work group
determined that the transfer of the plasmid pUMS505 increases the virulence of the
reference strain of P. aeruginosa PAO1 in both the lettuce leaf model and in mice,
and increased the cytotoxicity of this strain towards Hela cells. Therefore, a gene
library was generated from the pUMS05 plasmid cloned into the pUCP20 vector to
identify virulence-related genes. P. aeruginosa PAO1 Ps-EH26 clone has orfs 92,
93 and 94, which encode a transcriptional regulator ChrB, a probable TnpR-like
resolvase and a TnpA-like transposase, respectively; proteins that to our knowledge
have not been previously related to virulence. However, in silico analysis of the
pUMS05 orfs suggests that orf 92 is part of an operon together the orfs 90 and 91
corresponding to the chrC and chrA genes, respectively. Orf 90 encodes a protein
that has identity with superoxide dismutase proteins, while orf 91 encodes a
chromate (toxic ion) resistance protein, widely studied in the resistance to this metal.
Through virulence assays using the Caenorharbitis elegans model, it was
determined that the protein encoded by orf 91 increases the virulence of P.
aeruginosa PAO1, and that it is not being regulated by QS.

Key words: Pseudomonas aeruginosa, pUM505, ChrA, virulence, Quroum Sensing.



l. Introduccién

1.1 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria Gram-negativa, considerada como un
patdgeno oportunista, con forma de bastdon, movil por la presencia de un flagelo
polar, pertenece a la rama de las proteobacterias, misma a la que pertenecen las
enterobacterias (Pace y col., 1997; Qin y col., 2022). Se encuentra en diferentes
ambientes como: suelos, rios, lagos y plantas. Se ha demostrado que puede
sobrevivir en ambientes inhdspitos tales como jabon, soluciones de clorhexidina e
incluso en combustible para aviones. Esto se debe a que necesita requerimientos
nutricionales minimos, también es capaz de tolerar diversos medios fisicos, por
ejemplo, temperaturas elevadas y concentraciones bajas de oxigeno (Hardalo y
Edberg, 1997; Diggle y Whiteley, 2020).

P. aeruginosa es capaz de generar infecciones cronicas debido que presenta con
un amplio repertorio de factores de virulencia y una compleja red de sefales
regulatorias tanto intracelulares como extracelulares, que permiten a la bacteria
adaptarse y asi escapar de las defensas del huésped (Sinha y col., 2022). Ademas,
esta bacteria tiene la capacidad de emplear los mismos determinantes de virulencia

para poder infectar diferentes hospederos (Fajardo y col., 2008).

Esta bacteria es un patégeno oportunista tanto de animales, plantas y humanos, y
en este ultimo es causante de diversas infecciones, como de infecciones agudas
(infecciones en el tracto urinario, en heridas) y cronicas (infecciones respiratorias en
personas que presentan fibrosis quistica) (Battle y col., 2008). P. aeruginosa es
considerada como uno de los principales patégenos oportunistas, causando
diversas infecciones intrahospitalarias. Por lo cual en 2017 la OMS la incluy6 a un
grupo de patdégenos denominado como “ESKAPE”, acronimo, formado por la inicial
de cada uno de los patdégenos que lo conforma: Enterococcus faecium;
Satphylococcus aureus; Klebsiella pneumoniae; Acinetobacter baumanni, P.
aeruginosa y Enterobacter (Santajit y Indrawattana, 2016).

Brenda Valerio Arellano 1



La cepa de P. aeruginosa PAO1, aislada de una herida, fue la primera cepa de P.
aeruginosa en ser secuenciada y es una cepa de referencia ampliamente utilizada
en el laboratorio (Holloway, 1955). Se logré concluir la secuencia completa de su
genoma en el aino 2000 el cual posee un unico cromosoma que consta de 6.3
millones de pares de bases, con un total de 5,570 marcos de lectura abiertos (Stover
y col., 2000). La informacion sobre su genoma se esta actualizando constantemente,
ampliando su contenido y funcionalidad de la base de datos y asi acelerando el

descubrimiento de potenciales blancos farmacolégicos (Klockgether y col., 2010).

1.2 Factores de virulencia de P. aeruginosa

P. aeruginosa es considerada una de las bacterias causante del mayor porcentaje
de infecciones intrahospitalarias, gracias a que presenta una gran variedad de
factores de virulencia los cuales facilitan la invasion tisular y la diseminacion
sistemica. Algunos factores que posee son: pilis, flagelos, endotoxinas, exotoxinas
y factores de permeabilidad vascular (Rahme y col., 2000).

e Flagelo

P. aeruginosa presenta un flagelo el cual le aporta movilidad; esta estructura
celularle provee a la proteina flagelar FliD, la cual ademas le confiere a la bacteria
la capacidad de adhesion a mucosas de la via respiratoria (Arora y col., 2001). Este
flagelo posee a FliC, una proteina responsable de secretar péptidos antimicrobianos
al sistema inmunologico, lo que posteriormente ocasiona muerte celular piropoptica
(muerte celular por la infeccion de patdgenos) por la via NFKB (Kipnis y col., 2006;
Bouteiller y col., 2022).

o Pilli

La bacteria presenta un pili tipo 1V, el cual ayuda a la bacteria a adherirse a las
células del huésped, de esta menara induce el dafo y diseminacion de la bacteria,

Brenda Valerio Arellano 2



ademas de que esta estructura celular participa en la formacion de biopeliculas
(Persat y col., 2015).

e Alginato
P. aeruginosa produce alginato, un exopolisacarido constituido por unidades de ac.
D-manuronico y ac. L-glucordnico. Esta molécula es importante para la formacion
de la biopelicula, contribuyendo al aumento de la resistencia a los antibidticos
(Chung y col., 2023). Cuando el alginato es producido en exceso por las bacterias,
estas son denominadas mucoides. Las cepas de P. aeruginosa productoras de
alguinato presentan alta persistencia de las infecciones y una rapida degradacion
de la funcion pulmonar lo que se relaciona con la infecciones en pacientes con

fibrosis quistica (Faezi y col., 2017).

e Sistemas de secrecion

P. aeruginosa cuenta con diferentes sistemas los cuales se especializan en la
secrecion de moléculas a través de las membranas (Henderson y col., 2004). En las
bacterias han sido identificados seis tipos de secrecion, en los que su composicion
y la naturaleza propia de estos complejos estan altamente conservados en bacterias
que son Gram-negativas (Hachani y col., 2011). En P. aeruginosa se encuentran
cinco tipos de sistemas de secrecion, de los cuales tres son de mayor importancia.
El sistema de secrecion tipo Il secrecta a las elastas; LasA y LasB, que inhiben a
las barreras fisicas de las células huésped destruyendo el colageno y facilitando la
infeccion (Vetrivel y col., 2021). Una variedad de toxinas como Exo A, Exo T, Exo S,
Exo U y Exo son secretadas por el sistema de secrecion tipo Il (SST3) (Chung y
col., 2009). El sistema de secrecidn tipo V, es responsable de secretar piocianina,
una fenazina color azul verdoso, el cual produce disfuncién ciliar en el tracto
respiratorio e interrumpe la cadena transportadora de electrones de las mitocondrias,

lo cual provoca dafo celular e inflamacion (Al-Wrafy y col., 2023).
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Ademas, multiples factores de virulencia son regulados por el entorno y las
condiciones nutricionales de la bacteria; un ejemplo de esto es que la disponibilidad
de fosfato que regula la produccién de la fosfolipasa C una enzima que hidroliza los
fosfolipidos (Pritchard y col., 1986; Shortridge y col., 1992). La concentracion de
hierro que se encuentra disponible en el medio de crecimiento regula a la produccion
de la exotoxina A, una toxina secretada por P. aeruginosa que provoca la muerte
celular al detener la produccidn de proteinas esenciales; ademas el hierro regula la
sintesis de las elastasas (LasA y LasB), las cuales realizan la degradacion de la
elastina, una proteina clave en tejidos como los pulmones y vasos sanguineos, lo
que puede causar dafo tisular y hemorragia (Grant y Vasil, 1986; Iglewski y col.,
1990). La produccidon de un gran numero de expoproductos (elastasas, proteasa
alcalina, proteasa LasA, hemolisisna, piocianina y ramnolipidos) son dependientes
de la densidad celular y regulados por el sistema de “Quorum sensing” (Pesci e
Iglewski, 1997).

1.3 Quorum sensing de P. aeruginosa

“Quorum sensing” (QS), es un término, el cual describe a los sistemas de
comunicacion intercelular que son dependientes de la poblacion bacteriana (Diggle
y col., 2007). Por medio de moléculas difusibles se puede lograr la comunicacion
célula a célula, esto permite que las bacterias desarrollen respuestas coordinadas,
logrando resultados que de otro modo resultarian imposibles para una unica célula
(Jiménez y col., 2012). Las moléculas difusibles en Gram negativas se conocen
como acil homoserin lactonas (AHLs) y en bacterias Gram positivas es mediado por
pequefios peptidos (AIP) (Rojas y col., 2011). Las AHL (Figura 1) son moléculas
que consisten de un anillo lactona hidrofilico y una cadena acilo hidrofébica que
puede consistir de diferentes longitudes. Poseen propiedades quimicas diversas y
estan relacionadas en el control de la expresidon de genes de metabolitos

secundarios, transferencia de plasmidos, bioluminiscencia, motilidad, formacion de
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biofilm, proteasas, elastasas, swarming y piocianina (Shahy col., 2022; Diggle y col.,
2007).

El QS es considerado un importante sistema de regulacion en el control de la
patogenesis de P. aeruginosa (Toyofuku y col., 2007). En P. aeruginosa han sido
identificados dos sistemas de QS; los cuales sintetizan las acilhomoserin lactonas
N-3-oxo-dodecanoyl-homoserin lactona (30C12-HSL) y N-butanoyl-L-homoserin
lactona (C4-HLS) (Shah y col., 2019) (Figura 2).

El sistema Las produce y responde al primer autoinductor (30C12-HSL) que es una
molécula producida por la sintasa Lasl y es reconocida por el regulador
transcripcional LasR (Rampioni y col., 2007). Este sistema controla multiples
factores de virulencia como LasA, LasB, exotoxina A y proteasa alcalina, que estan
involucrados en infecciones agudas y en el dano a las células del huésped (Jones
y col., 1993; Gambello y col., 1993).

El sistema Rhl sintetiza y responde al segundo autoinductor (C4-HLS) (Pearson y
col., 1995) que es generado por la sintasa Rhll. Para que el autoinductor sea
reconocido por el regulador trancripcional RHIR, se forma un complejo que regula
la expresion de varios genes responsables de la produccién de factores de
virulencia (Bleves y col., 2005). Ambos sistemas Las y Rhl se correlacionan entre
si, el sistema Las controla al sistema Rhl, ya que el complejo 3-oxo-C12-HSL-LasR
regula directamente la transcripcién de RhIR (Waters y Bassler, 2005) (Figura 3).
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Figura 1. Estructura general de las acil homoserin lactonas (AHLs). Se presenta
la cadena R-acilo (recuadro verde) puede variar de 4 a 18 atomos de carbono.
Puede haber un grupo carbonilo o un grupo hidroxilo en el atomo C3 y/o uno o mas

dobles enlaces en la cadena de acilo. (Modificado de Foresto y Bogino, 2020).
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Figura 2. Estructura de las acil homoserin lactonas del sistema de QS en P.
aeruginosa. Se muestran las estructuras de las AHL producidas por QS en P.
aeruginosa. 1) El primer autoinductor producido es N-3-oxo-dodecanoyl-homoserin
lactona (3-oxo-C12-HSL). 2) Se muestra el segundo autoinductor producido N-
butanoyl-L-homoserin lactona (C4-HLS) (Modificado de Mayank y col., 2019).
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Figura 3. Mecanismo general del sistema de QS en P. aeruginosa. Se muestran
los sistemas Las y Rhl de QS en P. aeruginosa. El autoinductor 3-oxo-C12-HSL es
producido y secretado, al alacanzar en el exterior una concentracion umbral e forma
el complejo 3-oxo-C12-HSL-LasR, el cual se une a las regiones promotoras de
multiples genes activando o reprimendo su transcripcion. Entre los genes regulados
positivamente por este complejo son /as/, el cual aumenta la produccion de Lasl
(como efecto de autoinduccién), por otro lado, rh/IR aumenta la produccién de RhIR,
que a su vez es el regulador transcripcional de rhll, produciendo Rhll, lo que conlleva
a la produccion de C4-HLS. Al lado izquierdo de la figura se muestran algunos de
los factores de virulencia que son regulados por cada sistema QS (Modificado de
Waters y Bassler, 2005; Jiménez y col., 2012).
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l. Antecedentes

El plasmido pUM505 es un plasmido conjugativo, aislado de una cepa clinica de P.
aeruginosa de un paciente hospitalizado de un hospital de Morelia, Michoacan. Se
determiné que es capaz de conferir resistencia a cromato y mercurio (Cervantes y
Ohtake, 1988). Ramirez-Diaz y col. llevaron a cabo la secuenciacion y el analisis
del plasmido pUMS505, determinando que es un replicon circular que posee 123, 322
pares de bases (pb) y que presenta 138 regiones codificantes (orfs), de los cuales
64 codifican a proteinas con funcion desconocida (proteinas hipotéticas, PH), 15
codifican a elementos moviles, 13 estan relacionados con transferencia, 13 con
resistencia a metales pesados, 13 con metabolismo y 5 con regulacion

transcripcional de genes, entre otros (Figura 4) (Ramirez-Diaz y col., 2011).

El plasmido pUMS05 presenta dos regiones bien definidas correspondientes a Islas
Gendmicas (IG), una IG conocida como isla de patogenicidad (PAI) con un tamarno
de ~67 kb en la cual se localizan genes cuyos productos participan en la virulencia;
la segunda region, de ~31 kb, que corresponde a una |G que contiene a los genes
de resistencia a metales pesados como mercurio o cromato (Figura 4) (Ramirez-
Diaz y col., 2011) . El plasmido pUMS05 es capaz de incrementar la virulencia de la
cepa de P. aeruginosa PAO1 en raton y hoja de lechuga, ademas de que aumento
la citotoxicidad de esta cepa hacia las células HelLa (Figura 5), indicando que el
plasmido pUM505 posee genes que codifican a factores que estén implicados en la
virulencia de P. aeruginosa.

Empleando una biblioteca de genes del plasmido pUM505 clonados en el vector
pUCP20 se identificaron los plasmidos recombinantes pEHS8, pEH24 y pEH26 que
al ser trasfireridos a las cepas de E. coli TOP10 y P. aeruginosa PAO1
incrementaron la virulencia de las bacterias en hojas de lechuga, generando un
mayor dafo en los tejidos de las plantas; aumentaron la virulencia en ratones; asi
como también aumentaron la citotoxidad en células HelLa (Rodriguez-Andrade y col.,
2016).
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Figura 4. Mapa genético del plasmido pUM505 de P. aeruginosa. Las regiones

codificantes se muestran con flechas o puntas de flecha, indicando la direccion de

la transcripcidn. Las posibles funciones asignadas de las proteinas codificantes se

agrupan de acuerdo a los diferentes colores mostrados en el cuadro de la derecha,

indicando también las proteinas hipotéticas (PH). La isla de patogenicidad (PAl) se

muestra con una barra roja y la isla de resistencia a metales pesados con una barra

negra. Se indica el origen de replicacion (ori) y con barras azules las regiones

relacionadas con la transferencia, replicacion, resistencia a mercurio (HgR) y

resistencia a cromato (CrR). Los bloques de estructura de mosaico se representan

como regiones de colores azul, naranja y verde (Modificado de Ramirez-Diaz y col.,

2011).
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La clona pEH26 fue la que mostré el mayor incremento en la virulencia tanto en la
cepa de P. aeruginosa PAO1 y en E. coli TOP10 (Ramirez-Diaz y col., 2011;
Rodriguez-Andrade y col., 2016). El plasmido recombinante pEH26 presente en la
clona H26 contiene a los orfs 92, 93 y 94 que estan localizados en la Gl de
resistencia a metales del plasmido pUMS505. El orf 92 (chrB) codifica a la proteina
ChrB, con un tamano de 325 aminoacidos (aa), el cual es el regulador
transcripcional del operdn chr. El orf 93 presente en el plasmido pEH26 codifica a la
proteina TnpR, una probable resolvasa de 185 aa, mientras que el orf 94 codifica
para una probable transposasa tipo TnpA. Estas proteinas no han sido previamente
involucradas con la virulencia (Rodriguez-Andrade y col., 2016).

Por otro lado, el orf 92 es codificado en forma de operdn en conjunto con los orfs 90
y 91(Figura 6) (Ramirez-Diaz y col., 2011; Rodriguez-Andrade y col., 2016). Estos
genes conforman al operdn chr el cual posee al gen chrA (orf 91) que codifica a la
proteina de membrana ChrA que es un sistema de expulsion altamente
caracterizado que confiere resistencia a cromato (Alvarez-Alvarez y col., 1999). El
operon chr (Figura 6) esta conformado por el orf 90 que codifica a la proteina ChrC,
de un tamano de 86 aa. La proteina ChrC posee identidad con la regién amino
terminal de proteinas superdoxido dismutasa, las cuales son proteinas con un
tamafo promedio de 197-199 aa (Diaz-Magafna, 2006), lo que sugiere que esta
proteina esta trunca y por lo tanto no es funcional. El orf 91, como fue descrito
previamente, codifica para la proteina ChrA, la cual presenta un tamafno de 416 aa,
siendo la primera proteina en ser estudiada y reportada como un sistema especifico
de expulsion a cromato. ChrA pertenece la superfamilia de proteinas CHR, la cua
incluye a cientos de probables homologos en todos los dominios. El orf 92 codifica
a la proteina ChrB, de un tamafo de 296 aa, la cual presenta similitud con las
proteinas ChrB del plasmido pMOL28 y pB4, ChrB que participa en la regulacién de
la expresion del transportador ChrA (Ramirez-Diaz y col., 2011; Rodriguez-Andrade
y col., 2016).
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Figura 5. Virulencia de P. aeruginosa PAO1 y PAO1 (pUM505) en un modelo
de infeccion de hojas de lechuga. a) Se muestran las areas de lesion generadas
por las cepas que fueron inoculadas en la nervadura central de una hoja de lechuga
sana. b) Se muestran las unidades formadoras de colonias (UFC) cuantificadas de
las areas de lesion de las hojas de lechuga infectadas con las cepas bacterianas.
Los datos representan la media de seis experimentos independientes con la
desviacion estandar (DE) mostrada. Las diferencias estadisticamente significativas
con respecto al control (PAO1) estan indicadas por *** P \ 0.001 (Prueba de Tukey)

(modificado de Rodriguez y col., 2016).
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La resistencia a cromato conferido por la proteina ChrA se debe a un mecanismo
de expulsion de los iones cromato, siendo uno de los mecanismos de resistencia
cromato que mejor han sido caracterizados (Cervantes y col., 1990, Ramirez-Diaz
y col., 2008). El mecanismo se basa en que la proteina ChrA actua como una bomba
quimiostatica, la cual expulsa a los oxianiones de cromato del citoplasma hacia el
periplasma, utilizando el potencial electroquimico de membrana como fuente de

energia (figura 7) (Alvarez y col., 1999).
Sin embargo, a la fecha no hay reportes acerca de que alguno de los genes chr esté

involucrado en el aumento de virulencia de P. aeruginosa; por lo que es de interés

dilucidar el papel de los genes de chry su regulacion por el sistema de QS.
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Figura 6. Arreglo genémico de los orfs 90 al 94 del plasmido pUMS505. Las

flechas color amarillo representan a los orfs 90, 91 y 92, que codifican para las

proteinas ChrC, ChrA'y ChrB respectivamente. Los cuales pertenecen al operon chr.

Los orfs que estan adentro del recuadro pertenecen a los orfs del plasmido

recombinante pEH26.
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Figura 7. Mecanismo de expulsion del cromato por la proteina ChrA del
plasmido pUMS505. La proteina de membran ChrA funciona expulsando iones
cromato (CrO4?) del citoplasma hacia el espacio periplasmico, esto se debe a que
usa como fuente de energia al potencial de membrana (modificado de Pimentel y
col., 2002).
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11l. Justificacion

La clona de P. aeruginosa EH26, que posee a los orfs 92, 93 y 94 del plasmido
pUMS05, los cuales codifican al regulador ChrB, a una proteina tipo TnpR y a una
proteina tipo TnpA, respectivamente, muestra mayor virulencia que la cepa de
referencia P. aeruginosa PAO1. El orf 92 forma parte del operdn chr en conjunto
con los orfs 90 y 91 del plasmido pUM505. Se ha descrito que el operdn chr participa
en la resistencia a cromato, la proteina ChrA (codificada por el orf91) es una
proteina que se encuentra distribuida y ha sido ampliamente caracterizada como un
sistema de expulsion de cromato. Sin embargo, se desconoce la funcidn de las
proteinas codificadas por el operdn chr en la virulencia de P. aeruginosa. Por lo que
es de interés determinar la participacion de los productos del operdon chr en la
virulencia de P. aeruginosa, asi como establecer si son regulados por el sistema de
QsS.

V. Hipotesis

El incremento de la virulencia de la clona de P. aeruginosa EH26 es generado por
la presencia del 0rf92 del plasmido pUM505, que en conjunto con los orfs 90 y 91
forman un operdn que codifica a factores de virulencia de P. aeruginosa regulados
por QS.
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V. OBJETIVOS

a) Objetivo general
Determinar el papel de los orfs 90, 91 y 92 (operdn chr) del plasmido pUM505 en la

virulencia de P. aeruginosa y su regulacion por el sistema de QS.

b) Objetivos especificos

1. Evaluar la participacion de los orfs 90, 91 y 92 en la virulencia de P. aeruginosa
PAO1.

2. Determinar la participacion de los sistemas Las y Rhl del QS en la regulacién de

la virulencia y resistencia a cromato conferida por el operdn chr.
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VL.

Objetivo 1

Estrategia experimental

Obijetivo 2

Caracterizacion por PCR de
manera individual a los orfs del
operodn chr (orfs 90, 91y 92)

l

Transferir los plasmidos
recombinantes con los orfs del
operdn chr a la mutante
P. aeruginosa lasl/rhll

Evaluar la resistencia a cromato
de cada uno de los orfs

|

l

Realizar cinéticas de virulencia
empleando C. elegans

Evaluar la resistencia de la
mutante de P. aeruginosa
lasl/rhll con los orfs del operén
chr a cromato
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Realizar ensayos de virulencia
empleando C. elgans
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VIl. Materiales y métodos

7.1 Medios de cultivo

Los medios de cultivo empleados fueron:

Caldo Luria Bertani (CL): NaCl (J.T. Baker) 1%, peptona de caseina
(Bioxon) 1% y extracto de levadura (Becton Dickinson) 0.5%.

Agar Luria Bertani (AL): al CL se le agreg6 1.5 % de agar bacteriélogico
(Bioxon).

Caldo nutritivo (CN): peptona de gelatina 0.5 % y extracto de carne de res
0.3% (Bioxon).

Agar nutritivo (AN): al CN se le agregd 1.5% de agar bacteriologico
(Bioxon).

Medio de cultivo M9 (M9): sales minerales M9 (Sigma), glucosa 20 mM,
CaClz-H20 0.1 mM y MgSOs-7H20 2mM (Sambrock y col., 1989).

7.2 Cepas empleadas

1)

2)

3)

4)

P. aeruginosa PAO1 (coleccién de la Dra. Iglewski’s) (Li y col., 2007). Se
empled como cepa control en los ensayos de resistencia a cromato y de
virulencia.

P. aeruginosa PAO1 (pUM505). Cepa que se utilizé para obtener el DNA
molde para la amplificacion por PCR de los orfs 90,91 y 92. Resistente a
CrR, HgR. Utilizada como control positivo de ensayos de resistencia a
cromato y en ensayos de virulencia.

E. coli JM101 (F-, traD36, proAB, laclgDM15), thi, D (lac-proAB) (Yanisch-
Perron y col., 1985). Cepa empleada como receptora de los plasmidos
recombinantes derivados del vector pUCP20.

P. aeruginosa lasl/rhll. Cepa mutante en los genes /lasl y rhll que codifican a
las proteinas productoras de las moléculas autoinductoras del QS, fue
empleada como receptora de los plasmidos recombinantes de los orfs del

operon chr, altamente sensible a cromato.

Brenda Valerio Arellano 19



5) P. aeruginosa PAO1 lasl. Cepa que contiene una mutacion sencilla en el
gen lasl que sintetiza al autoinductor Lasl del QS. Cepa empleada como
receptora de los plasmidos recombinantes de los orfs del operdn chr.

6) P. aeruginosa ChrA. Cepa que posee el plasmido recombinante puc_chrA,
el cual tiene al 0rfO1 clonado en el vector pUCP20. Resistente a ampicilina.

7) P. aeruginosa ChrB. Cepa que posee el plasmido recombinante puc_chrB,
el cual tiene al 0rf92 clonado en el vector pUCP20. Resistente a ampicilina.

8) P. aeruginosa ChrC. Cepa que posee el plasmido recombinante puc_chrC,
el cual tiene al 0rfA0 clonado en el vector pUCP20. Resistente a ampicilina.

9) P. aeruginosa ChrAC. Cepa que posee el plasmido recombinante
puc_chrAC, el cual tiene a los orfs 90 y 91 clonados en el vector pUCP20.

Resistente a ampicilina.

7.3 Plasmidos y vectores empleados

1) pUMS05 (Cervantes y col., 1986): Es un plasmido conjugativo, confiere
resistencia a CrR, HgR y CpR.

2) Plasmido recombinante puc_chrB, el posee al 0rf92 clonado en el vector
pUCP20. Confiere resistencia a ampicilina.

3) Plasmido recombinante puc_chrC, el posee al 0orf0 clonado en el vector
pUCP20. Confiere resistencia a ampicilina.

4) Plasmido recombinante puc_chrAC, el posee a los orfs 90 y 91 clonados
en el vector pUCP20. Confiere resistencia a ampicilina.

7.4 Oligonucleétidos empleados

Se utilizaron parejas de oligonucleotidos especificos disefiados con base en la
secuencia del plasmido pUM505 para la amplificacion de manera individual y en
conjunto de los orfs 90, 91 y 92 del operon chr. Las secuencias de los
oligonucledtidos y sus caracteristicas se enlistan en la Tabla 1, también se muestran

las condiciones empleadas en la Tabla 2.

Brenda Valerio Arellano 20



7.5 Aislamiento de DNA plasmidico por lisis alcalina

Para el aislamiento de los plasmidos se utilizo el método de lisis alcalina (adaptado
de Birnboim y Doly, 1979 e Ish-Horowics y Burke, 1981), de acuerdo al siguiente
protocolo: Se crecieron cultivos bacterianos en 4 mL de CN, durante 18 h a 37°C,
con agitacion constante. Posteriormente se centrifugé durante 2 min a 12000 rpm a
temperatura ambiente. Se decantd el sobrenadante, hasta eliminar el medio de
cultivo. El sedimento se resuspendio en 100 pL de la solucién STE (sacarosa 50
mM, Tris-HCI 25 mM pH 8.0 y EDTA 10 mM), y se le adicion6 20 pyL de una solucién
de lisozima (20 mg/mL), se mezcl6 ligeramente y se incub6 a 37°C durante 5 min.
A la suspension se le agrego 300 pL de la solucion litica recién preparada (NaOH
0.2 Ny SDS 1%), se mezclé suavemente y se mantuvo durante 10 min en hielo.
Transcurrido ese tiempo se le adiciond 300 uL de una solucién de acetato de potasio
3 M, pH 4.8, se mezcl6 ligeramente y se incubé 10 min en hielo. Se centrifugd
durante 10 min a 13000 rpm a temperatura ambiente y el sobrenadante se transfirio
a otro tubo. Se adicionaron 500 yL de la mezcla fenol:cloroformo (1:1), se mezclé
moderadamente y se centrifugd durante 10 min a 12000 rpm a temperatura
ambiente. Se recuperd la fase acuosa superior, se le adicioné6 1 mL de etanol
absoluto frio y se incubd durante 20 min a -80°C. Transcurrido este tiempo se
centrifugd durante 10 min a 13000 rpm a temperatura ambiente. El sedimento se
lavd dos veces con 500 pL de etanol al 70% centrifugando durante 5 min a 12000
rpm entre cada lavado, se recuperd el sedimento y se seco a temperatura ambiente.
Se resuspendio la pastilla de DNA obtenida en 50 yL de agua desionizada y estéril.
Se adiciono6 5 yL de RNasa (Promega) y se incub6 30 min a 37°C. Posteriormente
se inactivo la RNasa incubando 15 min a 65°C. Las muestras se almacenaron a -

20°C y se sometieron a corrimientos electroforéticos en geles de agarosa.

7.6 Aislamiento de DNA plasmidico por el método de Casse

Se incubd un cultivo bacteriano en medio LB (matraz con 30 mL) durante toda la
noche a 30 o 37°C con agitacion constante, se centrifugé a 8000 rpm a 4°C durante
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Tabla 1. Oligonucleétidos empleados para la amplificacion por PCR de los

genes del operdn chr (orf 90-92).

Orf | Oligonucleétido | Secuencia 5' — 3' | Tamano (pb) del
amplificado
oD AGCGCTTGCATGCGAGCATTTACAT
90-92 OR CAAGGGCGTCGCAAGCTTCAAACAC | 3300 pb
(chrA-
C)
oD AGCGCTTGCATGCGAGCATTTACAT
20 OR CAAGGGCGTCGCAAGCTTCAAACAC | 800 pb
(chrC)
oD AGCGCTTGCATGCGAGCATTTACAT
91 OR CAAGGGCGTCGCAAGCTTCAAACAC | 1600 pb
(chrA)
oD AGCGCTTGCATGCGAGCATTTACAT
92 OR CAAGGGCGTCGCAAGCTTCAAACAC | 1300 pb
(chrB)
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Tabla 2. Condiciones empleadas para la amplificacién de los orfs 90, 91 y 92
por PCR.

Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95°C 2 min

Condiciones de Desnaturalizacion 95°C 30 seg
amplificacion Alineamiento 55°C 30 seg
(30 ciclos) Extension 72°C 1 min
Extensién final 72°C 5 min
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10 min. Se desechd el sobrenadante y se resuspendi6 totalmente la pastilla obtenida
a 500 uL de Tris-HCI 50 mM (pH 8.0) y se utilizé vortex. Se adiciond 9.6 mL de la
solucion litica preparada con: 5.0 mL de Tris-HCI 1 M (pH 8.0), 4.0 mL de EDTA 0.5
M, 5.0 mL de SDS al 20%, 5.5 mL de NaOH 2 N y 80.50 mL de agua destilada. Se
mantuvo a los tubos en agitacién suave durante 25 min a 34°C. Se agregd 990 uL
de Tris-HCI 2 M (pH 7.0), se incubo en agitacién suave durante 10 min. Se afiadio
2 ml de NaCl 5 M y se mantuvo en agitacion suave durante 10 min. Se conservé en
hielo durante 1 h o0 mas. Se centrifugd a 12000 rpm a 4°C durante 25 min. Se
recuperd el sobrenadante por decantacidon en otro tubo y se agregd 1 volumen de
fenol saturado con amortiguador TE, se mezcld. Se centrifugé a 12000 rpm a 4°C
durante 15 min. Se extrajo la fase acuosa (con pipeta Pasteur) para pasarla a otro
tubo, se anadié 1 volumen de acetato de sodio 3 My 2 volumenes de etanol absoluto
frio, se mezcld y se conservo a -20°C toda la noche. Se centrifugd a 12000 rpm a
4°C durante 30 minutos. Finalmente, se elimind el etanol por decantacion, se seco
al vacio la pastilla obtenida y se resuspendié en 100 uyL de amortiguador TE. Se
guardé a -20°C.

7.7 Amplificacién por PCR

Los oligonucledtidos utilizados fueron disefiados con base a la secuencia de los orfs
90, 91 y 92 (Tabla 1). Para la amplificacion por PCR se hizo una mezcla que
contenia: DNA (~100 ng), oligonucledtidos directo y reverso a una concentracion de
10 picomoles, 5 yL de la mezcla de reaccion Master Mix (Promega) que contiene la
enzima Taq polimerasa, MgCl>, dNTPs y un amortiguador de reaccion a
concentraciones optimizadas. La mezcla de reaccion se llevd a un volumen final de
10 uL. El proceso se realizd empleando un termociclador MultiGene™ Gradient
Thermal Cyce, utilizando las condiciones descritas en la Tabla 2.

7.8 Electroforesis en gel de agarosa
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Los fragmentos que se amplificaron por PCR se sometieron a un corrimiento
electroforético, para lo cual se prepard un gel de agarosa (Sigma) al 1 % (p/v) en
amortiguador TAE (Tris-acetato 40 mM y EDTA 1 mM). El gel se depositd en una
camara de electroforesis horizontal, con el mismo amortiguador. La muestra de la
amplificacion se mezcldé con 2 yL de amortiguador de carga (azul de bromofenol al
0.05 %, EDTA 0.1 M pH 8.0, SDS 0.5 %, sacarosa 40 %) y se descargo en los
orificios del gel. La camara de electroforesis se conect6 a una fuente de poder (E-C
Apparatus Corporation modelo EC452) y se sometié a una corriente constante de
120 voltios durante 30-40 min. Posteriormente el gel se tind con una solucion de
bromuro de etidio al 0.01 % durante 10 min. Para observar las bandas obtenidas se
coloco en un transiluminador de luz ultravioleta de onda corta (UV-Products Inc.).

Como marcador de tamanio se utilizé el marcador de 1 Kb plus (Invitrogen).

7.9 Preparacion de células competentes

Para la preparacion de células competentes de E. coli JM101 y P. aeruginosa PAO1
lasl/rhll se siguié el método adaptado de Enderle y Farwell, (1988), el cual se
describe a continuacion:

Se crecieron los cultivos en placas de agar durante 18 h a 37°C y posteriormente
se transfirio una asada de células con la ayuda de un asa bacteriolégica estéril en
500 pL de agua desionizada estéril y fria. Las células se resuspendieron en voértex
hasta que se formé una mezcla homogeénea. Se centrifugd a 13000 rpm por 1 miny
se desecho el sobrenadante. La pastilla se lavé dos veces con 500 pyL de agua
desionizada estéril y fria. Finalmente, la pastilla se resuspendioé en 500 pyL de agua
fria desionizada estéril.

7.10 Transformacién por el método de electroporacion

A 100 pL de células competentes se les adicion6 1 uL de DNA a una concentracion
aproximada de 40 ng/uL; la mezcla se colocé en una celda para electroporacion 215
(Eppendorf) y se sometio a un pulso eléctrico de 1.8 kilovoltios. Se transfirid
inmediatamente a un tubo con 2 mL de CL incubandose por 1 h a 37°C con agitacion

constante. Posteriormente, se distribuyeron 100 pL del cultivo en placas de AL
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selectivo (100 pg/mL de ampicilina para E. coliy 400 ug/mL de carbenicilina para P.
aeruginosa) incubandose a 37°C durante toda la noche.

7.11 Pruebas de susceptibilidad en medio liquido.

De un cultivo de 4 mL de CN crecido durante la noche se tomaron 40 uL para
inocular tubos con 4 mL de CN con concentraciones crecientes de cromato (K2CrOa).
Los tubos se incubaron 18 h a 37°C con agitacion constante y la susceptibilidad se
determind en funcion de la turbidez de los cultivos al medir la absorbencia a 600 nm
en un espectrofotometro Spectronic 21, Miltron Roy.

7.12 Virulencia en el modelo de nematodo Caenorhabditis elegans.

Se crecieron preindculos de las cepas de interés, en medio M9 a 37°C durante 18
h. Adicionalmente, se crecieron durante 5-6 dias nematodos C. elegans, hasta
alcanzar la edad adulta, en una placa con medio NGM (medio de crecimiento de
nematodos) a 18°C. En un placa de 96 pozos, se colocd 1.5 yL (1x10* UFC) de las
cepas de interés y se llevo a un volumen final de 200 yL con medio M9, se
adicionaron 18-20 nematodos por pocillo en esterilidad, se cuantifico el numero de
nematodos vivos dando un ligero toque con un asa estéril y se incubo a 18°C
durante 3 dias, se monitoreo la sobrevivencia de los nematodos cada 4 h, tomando
como nematodos muertos aquellos que al tocarlos no tienen movimiento. Al final se
grafico el porcentaje de sobrevivencia contra el tiempo en que fueron observados

los nematodos.

7.13 Ensayos de toxicidad en el modelo del nematodo C. elegans

Se crecieron preindculos de las cepas de interés, en medio M9 a 37°C toda la noche.
Los cultivos fueron centrifugados por 10 min a 12000 rpm y se recuperd el
sobrenadante. En una placa de 96 pozos, se coloco 1.5 uL de los sobrenadantes y
se llevo a un volumen final de 200 pL con medio M9. A las muestras de
sobrenadante se adiciono 18-20 nematodos por pocillo, se incubd a 18°C durante 3

dias y se cuantificarén los nematodos vivos monitoreando la sobrevivencia de los
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nematodos cada 4 horas, tomando como nematodos muertos aquellos que al
tocarlos no tienen movimiento. Al final se grafico el porcentaje de sobrevivencia

contra el tiempo en que fueron observados los nematodos.
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VIll. Resultados

8.1 Amplificacion mediante PCR de los genes chrA, chrB, chrAC y chrC de la
cepa de P. aeruginosa PAO1

Para comprobar la presencia de los genes chrA, chrB, chrAC y chrC en las cepas
de estudio, se aislo el DNA plasmidico de las diferentes cepas por medio de una
lisis alcalina y se llevo a cabo la amplificacion por PCR. Para lo cual se utilizé los
oligos directo y reverso para cada gen y las condiciones que se encuentran descritas
en las tablas 1 y 2. Los productos amplificados se sometieron a corrimiento
electroforético. En la Figura 8 se muestran los productos de amplificacion con los
tamafos esperados, la amplificacion del gen chrA presentd una banda de
amplificacion de 1.250 kb, para chrB una banda de 1.161 kb, para el gen chrC de
500 pb y para chrAC (chrA y chrC) de 2 kb, estos resultados confirmaron la
presencia de los plasmidos recombinantes con los genes chr en la cepas de
estudio.

8.2 Pruebas de susceptibilidad a cromato de las cepas de P. aeruginosa con
los genes chrA, chrB, chrC y chrAC (chrA 'y chrC)

Una vez que se confirmo la presencia de los genes chr, se llevaron a cabo pruebas
de susceptibilidad a dicromato de potasio, esto con el propdsito de confirmar que el
fenotipo de resistencia conferido por chrA seguia estando presente. Se realiz6 una
curva de susceptibilidad a concentraciones crecientes (0.0, 0.25, 0.50, 0.75, 1.00,
1.25, 1.50 mM) de dicromato de potasio. Se utilizé como control negativo a la cepa
silvestre de P. aeruginosa PAO1 y como control positivo a la cepa de P. aeruginosa
PAO1 con el plasmido pUMS505. En la Figura 9 se observa que la presencia de chrA
en P. aeruginosa muestra un comportamiento similar a la cepa de P. aeruginosa
pUMS505, siendo que ambas cepas presentan una mayor densidad a altas
concentraciones de cromato. Se observa que la cepa silvestre de P. aeruginosa
PAQO1; asi como también a las cepas de P. aeruginosa con los genes chrB y chrC,
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kb M (orf90-91) chrA
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kb M (gffgi)
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PCR orf 92 PCR orf 90

Figura 8. Amplificacion mediante PCR de los genes chrA, chrB, chrAC y chrC
de la cepa de P. aeruginosa PAO1. a) Se muestra el producto de amplificacién
correspondiente a los genes chrA-C con una banda de 2.0 kb, b) para chrA con una
banda de 1.250 kb, ¢) para el gen chrB con una banda de 1.161 kb, y d) para chrC
con una banda de 500 pb. Se muestan las fotografias de la electroforesis en geles

de agarosa al 1 %, tefiidos con bromuro de etidio al 5%.
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Figura 9. Curva de susceptibilidad a cromato de las cepas de P. aeruginosa
con los genes genes chrA, chrB, chrC y chrAC (chrA 'y chrC). Los cultivos de
las diferentes cepas se crecieron en CN por 18 h, a 37°C con una agitacion
constante, se muestran las diferentes concentraciones a las que fueron crecidas,
los cuales fueron medidos a una absorbancia de 600 nm. Las barras corresponden
al error estandar. Los datos fueron analizados mediante la prueba de Dunnet,
*p<0.05.
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disminuyen su crecimiento al aumentar la concentracion de cromato, sugiriendo un
fenotipo susceptible al cromato. Por otro lado, se observa que la cepa

que contiene a los genes chrA 'y chrC en conjunto tiene un crecimiento similar a las
cepas de P. aeruginosa (pUC_chrA) y P. aeruginosa (pUM505). Estos resultados
confirman que las cepas de estudio que poseen al gen chrA son resistentes a

cromato.

8.3 Virulencia conferida por el gen chrA sobre la cepa de P. aeruginosa PAO1
Con el propésito de evaluar la participacion de los genes chr en la virulencia, se
realizaron ensayos de virulencia empleando el modelo de C. elegans. Se utilizé
como control negativo de la virulencia a la cepa silvestres de P. aeruginosa PAO1 y
como control positivo a la cepa P. aeruginosa con el plasmido pUM505. En la Figura
10 se muestra que las cepas de P. aeruginosa (pUC_chrB) y P. aeruginosa
(pUC_chrC) presentan un comportamiento similar al control negativo, en donde se
observa que la sobrevivencia de los nematodos fue de alrededor de 80%, mientas
que la sobrevivencia de los nematodos incubados con P. aeruginosa PAO1 fue de
75%, sugiriendo que estas cepas no son virulentas. Por otro lado, la cepa de P.
aeruginosa (pUC_chrA) y P. aeruginosa (pUC_chrAC) mostraron un
comportamiento similar al del control positivo (el cual genero una sobrevicencia de
30% de los nematodos), disminuyendo considerablemente la sobrevivencia de los
nematodos a valores de entre 20 y 30%. Estos resultados indican que el gen chrA

incrementa la virulencia de P. aeruginosa.

8.4 Toxicidad del sobrenadante de las cepas de P. aeruginosa en presencia
del gen chrA

El gen chrA codifica para la proteina ChrA, una proteina de membrana que lleva a
cabo la expulsidén de cromato, sin embargo, esta proteina no habia sido relacionada
con el aumento de virulencia de P. aeruginosa. Por lo que se determind el efecto

del sobrenadante libre de células en el aumento de la toxicidad de P. aeruginosa.
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Figura 10. Virulencia de las cepas de P. aeruginosa con los genes chrA, chrB
y chrC. Las cepas de interés fueron crecidas en medio M9 a 37°C durante 18 h con
agitacion constante. Los diferentes grupos de nematodos fueron incubados con
1x10* UFC de las cepas y se incubaron a 20°C, se monitoreé el nimero de
nematodos vivos en los tiempos indicados. Las barras corresponden al error

estandar. Los datos se analizaron con la prueba Mantel-Cox *** <p0.01.
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Para este ensayo se empled el sobrenadante de P. aeruginosa PAO1 como control
negativo y el sobrenadante de P. aeruginosa (pUM505) como control positivo. Los
resultados mostraron que los nematodos inoculados con el sobrenadante de P.
aeruginosa (pUC_chrB) y P. aeruginosa (pUC_chrC) tuvieron un porcentaje de
sobrevivencia de aproximadamente 75%, que fue similar al del control negativo P.
aeruginosa PAO1 (Figura 11); con esto se mostr6 que los sobrenadantes de estas
cepas no son toxicos. En cambio, los nematodos que fueron inoculados con los
sobrenadantes de P. aeruginosa (pUC_chrA) y P. aeruginosa (pUC_chrAC),
tuvieron un comportamiento similar a los nematodos inoculados con el
sobrenandanre de P. aeruginosa (pUMS505); en los que el porcentaje de
sobrevivencia de los nematodos disminuyo a aproximadamente 30%. Esto
resultados sugieren que la proteina ChrA podria estar secretando alguna molécula

que esté relacionada con el aumento de la virulencia de P. aeruginosa.

8.5 Evaluacion de la expresion del gen chrA en la susceptibilidad de dicromato
de potasio en medio minimo (M9)

Se ha reportado que las bacterias presentan la capacidad de adaptarse a su
entorno, dependiendo del medio de crecimiento podria modificar la expresion de
multiples genes, pudiendo modificar el fenotipo de virulencia o resistencia. Por lo
cual se llevé a cabo la determinaciéon de la susceptibilidad de las cepas de estudio
al cromato, empleando al medio minimo M9, medio que ha sido empleado para el
crecimiento de las bacterias en ensayos de virulencia y toxicidad. Se llevaron a cabo
curvas de susceptibilidad utilizando concentraciones crecientes de cromato a 0, 15,
30, 45, 60, 75 y 90 uM. Los resultados mostraron que si bien en general en este
medio todas las cepas son mas susceptibles al cromato en comparacién con el
medio nutritivo perviamente empleado (Figura 9), las cepas de P. aeruginosa
(pUC_chrA) y P. aeruginosa (pUM505) mostraron ser resistentes al cromato en
comparacion con la cepa de P. aeruginosa PAO1 (Figura 12). Estos resultados
mostraron que el crecimiento de las cepas en M9 no modifica la resistencia a

cromato conferida por la proteina ChrA.
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Figura 11. Evaluacién de la toxicidad de las cepas de P. aeruginosa con los
genes chrA, chrB y chrC. Los diferentes grupos de nematodos fueron inoculados
con los sobrenadantes de las cepas de interés, las cuales fueron crecidas en medio
M9 a 37 °C durante 18 h con agitacion constante, posterior a esto se centrifugo, par
asi obtener el sobrenadante. Los nematodos inoculados se incubaron a 20 °C, se
evalud la toxicidad monitoreando el numero de nematodos vivos en los tiempos
indicados. Las barras corresponden al error estandar. Los datos se analizaron con
la prueba Mantel-Cox *** <p0.01.
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Figura 12. Susceptibilidad a cromato de las cepas de P. aeruginosa con chrA
en medio minimo (M9). Los cultivos de las diferentes cepas se crecieron en medio
M9 por 18 h, a 37°C con una agitacion constante. Las diferentes concentraciones a
las que fueron crecidas se muestran en la grafica; se realizd la medicion a una
absorbancia de 600 nm. Las barras corresponden al error estandar. Los datos

fueron analizados mediante la prueba de Dunnet, *p<0.05.
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8.6 Determinacion de la virulencia de las cepas de P. aeruginosa con el gen
chrA adicionando cianuro de potasio

La proteina ChrA es un transportador de membrana, ampliamente estudiado. ChrA
expulsa cromato empleando el diferencial del potencial de membrana. Por lo que se
evaluo la participacion de la proteina ChrA en la virulencia empleando cultivos
suplementados con compuestos que abaten el potencial de membrana. El primer
compuesto que se analizo fue el cianuro de potasio (KCN), un inhibidor del potencial
de membrana. Primeramente, se realizaron cinéticas de crecimiento en presencia
de concentraciones crecientes de KCN de las cepas de estudio, para determinar la
concentracion subinhibitoria del KCN que no afectara su crecimiento. Se establecio
la concentracion de 100 uM de KCN como concentracion subinhibitoria. Los
resultados mostraron que los nematodos que fueron incubados con P. aeruginosa
(pUC_chrA) y P. aeruginosa pUMS505 tuvieron una sobrevivencia similar a de los
nematodos incubados con la cepa de P. aeruginosa PAO1 (Figura 13), teniendo
entre un 80 a 90 % de sobrevivencia. Estos datos indican que la virulencia conferida
por la proteina ChrA depende del potencial de membrana, el cual es abatido por la
adicion de KCN, ademas, sugieren que la molécula responsable de la virulencia es
secretada por ChrA.
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Figura 13. Virulencia de las cepas de P. aeruginosa con el gen chrA
adicionando cianuro de potasio. Los diferentes grupos de nematodos fueron
incubados con las cepas de interés, las cuales fueron crecidas en medio M9 a 37°C
durante 18 h con agitacion constante, adicionando 100 yM de KCN. Los nematodos
inoculados se incubaron a 20°C, posterior a esto se monitoreé el numero de
nematodos vivos en los tiempos indicados. Las barras corresponden al error

estandar. Los datos se analizaron con la prueba Mantel-Cox *** <p0.01.
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8.7 Evaluacion de la virulencia de las cepas de P. aeruginosa con el gen chrA
adicionando N- acetilcisteina

Estudios han demostrado que la N-acetilcisteina (NAC) actua como un compuesto
antioxidante precursor del glutation (GSH), el cual es el principal sistema
antioxidante intra y extra celular. Con el propdsito de evaluar la participacion del
estrés oxidativo en la virulencia conferida por la proteina ChrA se realizaron ensayos
de virulencia de las cepas crecidas con este compuesto. Primeramente, se
realizaron cinéticas de crecimiento empleando concentraciones crecientes de NAC
para determinar la concentracion subinhibitoria a emplear. Se empleé una
concentracion subinhibitoria de 7.5 mM de NAC para realizar los ensayos de
virulencia, empleando C. elegans como modelo de virulencia. Los resultados
mostraron como se observa en la Figura 14, que los nematodos que fueron
incubados con cultivos de P. aeruginosa (pUC_chrA) y P. aeruginosa pUM505
crecidos en presencia de NAC tuvieron una sobrevivencia similar a de los
nematodos incubados con la cepa de P. aeruginosa PAO1, mostrando entre 75 a
90% de sobrevivencia, indicando que la incubacion con NAC disminuye la virulencia
de P. aeruginosa conferida por el gen chrA. Estos datos sugieren que la expresion
de la proteina ChrA ademas de incrementar la virulencia de la bacteria, puede
generar el incremento del estrés oxidativo celular, sugiriendo una probable conexion

entre ambos fendmenos.

8.8 Determinacidn de la virulencia de los genes chr en la cepa de E. coli JM101
Con el propésito de evaluar la participacion del gen chr en la virulencia de E. coli,
los plasmidos pUC_chrA, pUC_chrB y pUC_chrC fueron tranferidos a la cepa de E.
coli JM101, cepa en la que se ha descrito que el gen chrA no es funcional con
respecto a la resistencia a cromato. Después se realizaron ensayos de resistencia
a dicromato de potasio para evaluar su participacion en la resistencia a cromato.
Los resultados mostraron, como se esperaba, que las cepas que expresan el gen
ChrA no mostraron resistencia a cromato, las cepas fueron igual de sensibles que
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Figura 14. Virulencia de las cepas de P. aeruginosa que expresan al gen chrA
crecidas en presencia de NAC. Los diferentes grupos de nematodos fueron
inoculados por las cepas de interés, las cuales fueron crecidas en medio M9
suplementado con 7.5 mM de NAC a 37°C durante 18 h con agitacién constante.
Los nematodos con las bacterias se incubaron a 20°C, posterior a esto se monitore6
el numero de nematodos vivos en los tiempos indicados. Las barras corresponden

al error estandar. Los datos se analizaron con la prueba Mantel-Cox *** <p0.01.

Brenda Valerio Arellano 39



1.25

= 1.00-8 - JM101
c -= JM101 (chrA)
o
@ 0.75- —— JM101 (chrB)
)
(%]
=
[
£ 0.50-
o
[72]
]
<
0.25=—
0.00

T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700
Cromato uM

Figura 15. Susceptibilidad a cromato de las cepas de E. coli JM101 con genes
chr. Cultivos de las cepas de E. coli JM101 con los genes chrA'y chrB se crecieron
en medio M9 por 18 h, a 37°C con una agitacion constante. Las diferentes
concentraciones a las que fueron crecidas se muestran en la grafica; se realiz6 la
medicion a una absorbancia de 600 nm. Las barras corresponden al error estandar.
Los datos fueron analizados mediante la prueba de Dunnet, ns, no significativo.
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E. coli JM101 (Figura 15). Posteriormente, se realizaron ensayos de virulencia
empleando el modelo de C. elegans. Los resultados mostraron que los nematodos
inoculados con las cepas de E. coli JM101 con los genes chr no presentaron un
cambio significativo en el porcentaje de sobrevivencia con respecto al control
negativo E. coli JM101 (Figura 16), lo que indica que el gen chrA no es capaz de

conferir virulencia en este fondo genético.

8.9 Susceptibilidad a cromato de la cepa de P. aeruginosa lasl/rhll con los
genes chrA, chrBy chrC

Se ha reportado que multiples genes de virulencia de P. eruginosa son regulados
bajo el sistema de QS, por lo que se determino la participacidn del sistema de QS
en la virulencia conferida por los genes chr. Primeramente, se realizé la
transformacion de los plasmidos pUC_chrA, pUC_chB y pUC_chrC a la cepa doble
mutante de P. aeruginosa lasl/rhl, mutante en el sistema de QS. Se llevaron a cabo
ensayos de susceptibilidad dicromato de potasio. Se utiliz6 como control negativo a
la cepa silvestre de P. aeruginosa PAO1 y como control positivo a P. aeruginosa
con el plasmido pUM505. Los resultados mostraron (Figura 17) que la cepa de P.
aeruginosa lasl/rhll (pUC_chrA) mostro un nivel de crecimiento similar a la que
mostro la cepa de P. aeruginosa (pUM505), a diferencia de la cepa de P. aeruginosa
lasl/rhll, la cual mostré poco crecimiento, un resultado similaral observado en la cepa
de P. aeruginosa PAO1. Estos resultados indican que el gen chrA no es regulado

por el sistema de quorum sensing.

8.10 Virulencia de la cepa de P. aeruginosa lasl/rhll con los genes chrA, chrB
y chrC

Estudios previos sugieren que el gen chrA podria estar implicado en el aumento de
la virulencia de P. aeruginosa. Dado a que en P. aeruginosa multiples genes que
codifican a factores de virulencia son regulados mediante QS, se evaluo la
participacion del sistema de QS en la regulacion de la funcioon de los chr.
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Figura 16. Evaluacion de la participacion de los genes chrA y chrB en la
virulencia de E. coli JM101. Los diferentes grupos de nematodos fueron
inoculados por las cepas de interés, las cuales fueron crecidas en medio M9 a 37°C
durante 18 h con agitacion constante. Los nematodos inoculados se incubaron a
20°C, se monitored el numero de nematodos vivos en los tiempos indicados. Las
barras corresponden al error estandar. Los datos se analizaron con la prueba
Mantel-Cox *** <p0.01.
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Se llevaron a cabo ensayos de virulencia utilizando el modelo de C. elegans, como
control negativo se uso a la cepa de P. aeruginosa PAO1 y como control positivo a
la cepa de P. aeruginosa (pUM505). Los resultados mostraron que los nematodos
inoculados con las cepas de P. aeruginosa lasl/rhll con el chrA asi como P.
aeruginosa (pUM505) disminuyeron en un 20 a 40 % de sobrevivencia; en
comparacion a los nematodos inoculados con las cepas de P. aeruginosa PAO1 'y
P. aeruginosa lasl/rhll, las cuales mostraron que al termino del experimento no
presentaron una disminucion significativa en la sobrevivencia con respecto a la
incubacion con el medio M9 (Figura 18). También se observo un comportamiento
similar al control negativo con los nematodos inoculados con las cepas de P.
aeruginosa lasl/rhll que poseen alos genes chrB y chrC. Esto sugiere que el sistema

de QS no regula la funcion de los genes chr en el fenotipo de virulencia.

8.11 Toxicidad del sobrenadante de las cepas P. aeruginosa lasl/rhll con los
genes chrA, chrBy chrC

La proteina ChrA es una proteina de membrana que lleva a cabo la expulsiéon de
cromato. Para determinar si la virulencia conferida por el sobrenadante de la
bacteria que posee al gen chrA es regulado por el QS, se analizaron los
sobrenadantes de las cepas de P. aeruginosa lasl/rhll con los genes chr. Los
resultados mostraron que nematodos inoculados con los sobrenadantes de la cepas
de P. aeruginosa (pUM505) y de P. aeruginosa lasl/rhll (pUC_chrA) presentaron un
nivel de sobrevivencia similar, mientras que los nematodos inoculados con los
sobrenadantes de las cepas de P. aeruginosa lasl/rhll con los genes chrB y chrC
(Figura 19) fue similar a lo observado con los nematodos inoculados con los
sobrenadantes de la cepa de P. aeruginosa lasl/rhll. Lo cual refuerza la observacion
de que el QS no modula la virulencia conferida por los genes chr.
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Figura 17. Curvas de susceptibilidad a cromato de la cepa de P. aeruginosa
lasl/rhll con los genes chrA, chrB y chrC. Los cultivos de las diferentes cepas se
crecieron en CN por 18 h, a 37°C con una agitacion constante, se muestran las
diferentes concentraciones a las que fueron crecidas, los cuales fueron medidos a
una absorbancia de 600 nm. Las barras corresponden al error estandar. Los datos

fueron analizados mediante la prueba de Dunnet, *p<0.05.
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Figura 18. Ensayo de virulencia de la cepa de P. aeruginosa lasl/rhll con los
genes chrA, chrB y chrC. Los diferentes grupos de nematodos fueron inoculados
por las cepas de interés, las cuales fueron crecidas en medio M9 a 37°C durante 18
h con agitacion constante. Los nematodos inoculados se incubaron a 20°C, se
monitore6é el numero de nematodos vivos en los tiempos indicados. Las barras
corresponden al error estandar. Los datos se analizaron con la prueba Mantel-Cox
*** <p0.01.
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8.12 Susceptibilidad a cromato de las mutantes de P. aeruginosa lasl con los
genes chrA, chrBy chrC

Estudios han demostrado que el QS de P. aeruginosa es un sistema de
comunicacioén el cual se activa jerarquicamente, iniciando con el sistema Las. Por lo
cual se llevo a cabo la transformaciéon de los genes chrA, chrB y chrC a la cepa
mutante sencilla /as/, para determinar si estos genes son regulados por el sistema
mas alto jerarquicamente del QS. Posterior a esto, se llevaron a cabo pruebas de
susceptibilidad a dicromato de potasio, se utiliz6 como control negativo a la cepa
silvestre de P. aeruginosa PAO1 y como control positivo a P. aeruginosa (pUMS505).
En la figura 20 se muestra que las cepas de P. aeruginosa PAO1 y P. aeruginosa
lasl, P. aeruginosa lasl (pUC_chrB) y P. aeruginosa lasl (pUC_chrC) presentaron
una disminucion de la densidad celular a altas concentraciones de cromato. A
diferencia de las cepas de P. aeruginosa (pUM505) y P. aeruginosa lasl (pUC_chrA)
en donde se observa que a altas concentraciones de dicromato de potasio su
densidad celular prevalece, esto sugiere que el gen chrA, responsable de la
expulsion de cromato, no esta siendo regulado por el sistema Las del QS.

8.13 Virulencia de los genes chrA, chrB y chrC en la cepa de P. aeruginosa lasl
Para evaluar si el fenotipo de virulencia conferida por los genes chr son regulados
por el sistema Las del QS, se llevaron a cabo ensayos de sobrevivencia empleando
el modelo de C. elegans, utilizando control negativo a la cepa de P. aeruginosa
PAO1 y como control positivo la cepa de P. aeruginosa con el plasmido PUM505.
En la figura 21 se muestra que los nematodos inoculados con las cepas de P.
aeruginosa lasl con los genes chrB y chrC mostraron un nivel de sobrevivencia,
similar a los nematodos incubados con P. aeruginosa las, mientras que los
nematodos inoculados con las cepa de P. aeruginosa que posee al gen chrA
disminuyeron considerablemente su porcentaje de sobrevivencia (20 a 30 %),
similar a los observado en el grupo de nematodos inoculados con P. aeruginosa
PUMS505.
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Figura 19. Toxicidad del sobrenadante de las cepas P. aeruginosa lasl/rhll con
los genes chrA, chrB y chrC. Los diferentes grupos de nematodos fueron
inoculados por las cepas de interés, las cuales fueron crecidas en medio M9 a 37°C
durante 18 h con agitacion constante. Se obtuvieron los sobrenadantes mediante
centrifugacion. Los nematodos inoculados se incubaron a 20°C, se monitore6 el
numero de nematodos vivos en los tiempos indicados. Las barras corresponden al

error estandar. Los datos se analizaron con la prueba Mantel-Cox *** <p0.01.
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Figura 20. Evaluacion de la susceptibilidad a cromato de los genes chr en la
cepa mutante de P. aeruginosa lasl. Los cultivos de las diferentes cepas se
crecieron en CN por 18 h, a 37°C con una agitacion constante. Se muestran las
diferentes concentraciones a las que fueron crecidas, los cuales fueron medidos a
una absorbancia de 590 nm. Se muestra la sensibilidad de las diferentes cepas de
P. aeruginosa lasl. Las barras corresponden al error estandar. Los datos fueron

analizados mediante la prueba de Dunnet, *p<0.05.
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Esto sugiere que el sistema Las, siendo el sistema de mayor jerarquia en el sistema

de QS de P. aeruginosa, no regula a los genes chr en el fenotipo de virulencia.

8.14 Toxicidad de los sobrenadantes de las cepas de P. aeruginosa y P.
aeruginosa lasl/rhll con el gen chrA tratado con proteasas

Estudios previos han demostrado que el gen chrA codifica a una proteina de
membrana que expulsa al cromato, sugiriendo la secrecidbn de moléculas que
partcipan en el aumento de la virulencia de P. aeruginosa. Por lo que se llevaron a
cabo experimentos para evaluar la naturaleza de estas moléculas. Primeramente,
el sobrenadante de los cultivos fue tratado con Pronasa R, una mezcal de proteasas
que puede hirolizan proteinas por la ruptura de enlaces peptidicos. Los resultados
empleando los sobrenadantes tratados mostraron que los sobrenadantes de los
cultivos de P. aeruginosa (pUMS505), P. aeruginosa (pUC_chrA) y P. aeruginosa
lasl/rhll (pUC_chrA) redujeron su toxicidad, mostrando valores de sobrevivencia
similares a los incubados con el sobrenadane de la cepa de P. aeruginosa PAO1
(Figura 22). Esto sugiere que las moléculas que son secretadas probablemente
por ChrA, podrian ser de naturaleza proteica ya que son hidrolizadas por la Pronasa
R, perdiendo asi su capacidad de generar virulecia.
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Figura 21. Ensayo de virulencia de la cepa de P. aeruginosa lasl con los genes

chrA, chrB y chrC. Los diferentes grupos de nematodos fueron inoculados por las

cepas de interés, las cuales fueron crecidas en medio M9 a 37°C durante 18 h con

agitacion constante. Los nematodos inoculados se incubaron a 20°C, se monitored

el numero de nematodos vivos en los tiempos indicados. Las barras corresponden

al error estandar. Los datos se analizaron con la prueba Mantel-Cox *** <p0.01.
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Figura 22. Evaluaciéon de la toxicidad de los sobrenadantes tratados con
proteasas de las cepas de P. aeruginosa y P. aeruginosa lasl/rhil con el gen
chrA. Se crecieron las diferentes cepas de interés y se obtuvieron los
sobrenadantes de cada una, por medio de centrifugacién, se traté cada uno con
Pronasa R 10 mM. Los diferentes grupos de nematodos fueron inoculados con los
sobrenadantes ya tratados con la Pronasa, se incubaron a 20°C, se monitore¢ el
numero de nematodos vivos en los tiempos indicados. Las barras corresponden al

error estandar. Los datos se analizaron con la prueba Mantel-Cox *** <p0.01.
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8.15 Toxicidad de los sobrenadantes de la cepas de P. aeruginosa y
P.aeruginosa lasl/rhll con el gen chrA tratado con calor

Se evaluo el efecto del tratamiento por calentamiento a 95°C durante 2 h de los
sobrendantes de los cultivos en la toxicidad en C. ellegans. Los nematodos
inoculados con los sobrenadantes tratados con calor de las cepas de P. aeruginosa
(pUC_chrA) y P. aeruginosa lasl/rhll (pUC_chrA) mostraron un comportamiento
similar al de los nematodos inoculados por P. aeruginosa PAO1 (Figura 23).
Reforzando la idea de que las moléculas secretadas probablemente a través de
ChrA son de caracter proteico y son desnaturalizadas por la temperatura.
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Figura 23. Toxicidad de los sobrenadantes de las cepas de P. aeruginosa y
P.aeruginosa lasl/rhll con el gen chrA tratado con calor. Se crecieron las
diferentes cepas de interés y se obtuvieron los sobrenadantes de cada una, por
medio de centrifugacién, se traté cada uno con calor por 2 h. Los diferentes grupos
de nematodos fueron inoculados con los sobrenadantes ya tratados con calor, se
incubaron a 20°C, se monitore6é el numero de nematodos vivos en los tiempos
indicados. Las barras corresponden al error estandar. Los datos se analizaron con

la prueba Mantel-Cox *** <p0.01
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IX. Discusion

La Organizacion Mundial de la Salud ha reclasificado a P. aeruginosa como un
patogeno de alta prioridad, aunque no es un patdégeno critico, sigue siendo de
prioridad y es necesario desarrollar nuevos antibidticos. Se estima que las
infecciones causadas por bacterias resistentes podrian llegar a causar la muerte de
millones de personas en el afio 2050 (Sathe y col., 2023). La importancia de estudiar
esta bacteria radica en que posee multiples factores de virulencia que estan
implicados en las infecciones agudas y dafo celular al huésped tanto animal como
vegetal, es tan versatil que se encuentra distribuida en el ambiente, tales como
mares, lagos, rios, plantas, suelos incluso se ha encontrado en jabones y
combustibles. Una de las caracteristicas que mas representa a P. aeruginosa,
ademas de su amplio repertorio de factores de virulencia, es la formaciéon de
biopeliculas, los cuales ayudan a la bacteria a incrementar la virulencia y la
resistencia a antibidticos, lo cual ocasiona complicaciones terapéuticas
ocasionando falla en los tratamientos e incluso la muerte. Ademas, esta bacteria es
capaz de adquirir genes de resistencia y virulencia a través de la transferencia
horizontal de genes (THG), proceso mediado por elementos genéticos moviles,
como los plasmidos (Wang y col., 2013).

A partir de una cepa clinica de P. aeruginosa, fue aislado el plasmido pUM505, en
un hospital de Morelia, Michoacan (Cervantes y Ohtake, 1988). Ramirez-Diaz y
colaboradores, determinaron que es un replicon circular, el cual posee un tamano
de 123, 322 pb y 138 regiones codificantes. Presenta dos regiones; una region de
~67 kb que corresponde a una isla de patogenicidad (PAl) y una region de ~31 kb,
la cual corresponde a una Gl que tiene genes de resistencia a mercurio y cromato

(Ramirez y col., 2011).
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Se ha estudiado ampliamente la resistencia de metales pesados que posee el
plasmido pUM505, no fue hasta que Rodriguez y colaboradores que realizaron
diferentes experimentos para demostrar que pUM505 participaba en la virulencia.
Para lograr esto, se llevd a cabo la transferencia del plasmido pUM505 a una cepa
de P. aeruginosa PAO1, se realizaron ensayos de virulencia, utilizando hojas de
lechugas sanas; provocando lesiones. Se cortaron las lesiones, se maceraron con
una solucién de sulfato de magnesio; se inocularon en placas, para asi realizar el
conteo de las UFC. Observaron que la cepa de P. aeruginosa (pUM505), producia
mas UFC que la cepa de P. aeruginosa sin el plasmido. Esto llevo a la generacion
de una coleccion de 120 clonas, las cuales se caracterizaron para determinar que
genes del plasmido pUMS505 estaban involucrados en el aumento de la virulencia
de P. aeruginosa. La clona EH-26 incremento la virulencia de E. coliy P. aeruginosa
en modelos de ratén, lechuga, asi como la toxicidad en lineas celulares. El analisis
in silico indentifico que los orfs 92, 93 y 94 conforman a la clona EH-26; resultando
que el orf 92, que corresponde al gen chrB, que codifica para la proteina ChrB; es
el regulador transcripcional del operén chrBAC (Rodriguez y col., 2016).

La capacidad que presentan ciertos plasmidos de portar genes de resistencia y
genes de virulencia es debido a diversos factores evolutivos y ambientales, siendo
uno de ellos la seleccidn co-selectiva (Bongulto y col., 2025). Cuando los plasmidos
de bacterias multirresistentes se encuentran en ambientes (hospitalarios, acuaticos
o agricolas) contaminados con metales pesados, se favorece la persistencia de
plasmidos que contienen genes de resistencia a dichos metales; la mayoria de
veces estos contienen genes de resistencia a antibidticos o de virulencia, altamente
conservados (Seiler y Berendonk, 2012). Ademas, la THG produce que la
diseminacién de plasmidos resistentes sea mas rapido en bacterias y entre especies
diferentes, por lo cual se incrementa la diversidad genética de las poblaciones
bacterias, esto facilita que surjan cepas altamente patdégenas y resistentes en
ambientes hospitalarios, debido a la presion selectiva constante (Wales y Davies,
2015).
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Se ha caracterizado ampliamente en el fenotipo de resistencia de la proteina ChrA,
codificada por el gen chrA, la cual confiere un mecanismo de expulsion de
oxianiones de cromato, la cual actia por medio del potencial de membrana
(Pimentel y col., 2002). Se realizaron varios analisis en donde se indica que ChrA
es una proteina ancestral, perteneciente a la superfamilia CHR (Diaz-Pérez y col.,
2007; Henne y col., 2009).

Aunado a esto, un analisis in silico sugirié que chrA en conjunto con los orfs 90 y 92
forman al operon chrBA. El orf 90 codifica para la proteina ChrC y el orf 92 codifica
a la proteina ChrB, considerado como el regulador transcripcional; el operén es
flanqueado por el orf 94 que codifica para una transposasa TnpA 'y por el orf 93 que
codifica para una resolvasa TnpR (Ramirez-Diaz y col., 2012).

Siendo que el operén chrBAC ha sido ampliamente estudiado en el fenotipo de
resistencia a cromato, y al estar involucrados con la clona EH26 (orfs 92, 93 y 94),
la cual participa en la virulencia de P. aeruginosa, surgio el interés de explorar si
alguno de los genes del operon chrBAC esta involucrado en el aumento de la

virulencia de P. aeruginosa.

Los ensayos de virulencia de los genes individuales del operén chrBAC, en el
nematodo C. elegans, mostraron que chrA, que codifica para la proteina ChrA,
aumenta la virulencia de P. aeruginosa PAO1; mientras que los genes chrB y chrC
no incrementan la virulencia. Lo cual es interesante, ya que ChrA al ser una proteina
de membrana y estar altamente relacionada en la expulsion a cromato, podria estar
secretando moléculas que aumenten la virulencia, teniendo una doble funcion.
Estudios previos han demostrado que genes ampliamente asociados a la
resistencia de ciertos compuestos, ya sea antibioticos o metales pesados, pueden
estar relacionados con la expulsidén de factores de virulencia, un ejemplo de esto es

el sistema AcrAB-TolC de E. coli que es una bomba de eflujo tripartita, que utiliza la
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energia del gradiente de protones para expulsar antibidticos p-lactamicos,
tetraciclinas, macrdélidos y fluoroquinolonas. Aunado a que expulsa autoinductores
de senalizacion de QS como Al-2 y Al-3, los cuales regulan la expresion de
adhesinas y toxinas (Hirakawa y col., 2003; Lee y Lee, 2009). Otro ejemplo es
MexaB-OprM, es una bomba de eflujo tripartita de la familia RND en P. aeruginosa,
que ademas de expulsar una gran variedad de antibiéticos como quinolonas,
tetraciclinas o p-lactamicos, expulsa moleculas de sefalizacion de QS como 3-oxo-
C12-HSL, que modulan la expresion de diferentes genes regulados por QS. Por lo
cual no seria extrafio que ChrA tenga otra funcion ademas de la resistencia a

cromato.

En multiples bacterias Gram-negativas se encuentran diversos sistemas de
expulsion de antibioticos y factores de virulencia, como los pertenecientes a las
superfamilias de bombas de eflujp RND y MFS; las cuales se ha demostrado
fuertemente relacionadas con el potencial de membrana, utilizando la fuerza motriz
de protones generados por el mismo potencial de membrana; ademas, de expulsar
diferentes antibidticos, también estan relacionados con la expulsion de multiples

factores de virulencia (Gaurav y col., 2023).

Al sugerir que ChrA se encuentra expulsando moléculas relacionadas con el
aumento de la virulencia de P. aeruginosa, se realizaron experimentos de toxicidad
en C. elegans; con el fin de determinar si el sobrenadante poseia actividad virulenta.
Demostrando que ChrA el sobrenadante de los cultivos de las bacterias que poseen
al gen chrA son mas téxicos, lo que sugiere que ChrA expulsa alguna molécula que
actua como un factore de virulencia, al observar que un mayor porcentaje de los
nematodos inoculados murieron en comparacion a los inoculados con los
sobrenadantes de la cepa de P. aeruginosa PAO1. ChrA depende del potencial de
membrana para la expulsién del cromato, por lo cual fue de interés anadir al medio
agentes que abatieran el potencial de membrana como la N-acetilcisteina (N-AC) y

el cianuro de potasio (KCN). Los nematodos inoculados con la cepa de P.
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aeruginosa (pUC_chrA) crecida en presencia de N-AC o KCN mostraron un
comportamiento similar al de los nhematodos inoculados con la cepa control de P.
aeruginosa PAO1, manteniendo un porcentaje de sobrevivencia mayor que el de los
nematodos inoculados sin estos agentes. Indicando que el potencial de membrana
también es importante para el fenotipo de virulencia conferido por ChrA, sugiriendo

un mecanismo de expulsion de moléculas que incrementan la virulencia.

Se ha demostrado que N-AC al entrar a las células bacterianas, puede aumentar la
produccion de las especies reactivas (ROS), generando dano celular y muerte
bacteriana (Costa y col., 2017). Por otro lado, el KCN se ha relacionado con inhibir
la cadena de transporte de electrones (CTE) de bacterias como P. aeruginosa,
afectando el potencial de membrana, afectando diversas funciones esenciales para
la célula bacteriana (Yan y col., 2019). Lo que sugiere que ChrA ademas de requerir
el potencial de membrana para la expulsibn de iones cromato; también es
dependiente al potencial de membrana para secretar moléculas relacionadas al

aumento de la virulencia.

Se ha descrito la relacién de las bacterias con el sistema de QS, un conjunto de
sistemas que permiten la comunicacion entre las células bacterianas, mediado por
la concentracion de moléculas difusibles, conocidas como autoinductores (Jiménez
y col.,, 2012). En P. aeruginosa se han encontrado dos sistemas de QS que
producen moleculas autoinductoras AHL: Las y Rhl. Ambos sistemas actuan
jerarquicamente, el sistema Las, es el mayor de la jerarquia y controla la produccién
de multiples factores de virulencia, entre ellos a LasA, LasB, ToxA, AprA,
hemolisinas y proteasa alcalina; ademas de activar a los sistemas de Rhl y PQS
(Diggle y col., 2007; Shah y col., 2019). El siguiente sistema es Rhl, el cual regula
la expresion de varios genes que son los responsables de la produccion de
ramnolipidos, ademas de genes involucrados en el ensamblaje y funcion del sistema
de secrecion tipo 3, uno de los mayores determinantes de las infecciones, ya que
libera proteinas toxicas dentro de las células del huésped (Bleves y col., 2005).
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Muchos sistemas QS de patégenos bacterianos; producen y liberan pequenas
sefales quimicas conocidas como autoinductores, los cuales estan asociados a la
regulacion de genes que codifican la produccion de factores de virulencia (Bassler,
2009; Dengy col., 2011). En P. aeruginosa, lasl sintetiza para el primer autoinductor,
N-3-oxo-homoserina lactona (3-oxo-C12-AHL), mientras que rhll sintetiza al

segundo autoinductor N-butitiihomoserina lactona (C4-AHL) (Pearson y col., 1994).

La transferencia del gen chrA a la mutante /as/ y a la doble mutante lasl/rhil de P.
aeruginosa PAO1 determind que chrA incrementa la resistencia a cromato; ademas
de incrementar la virulencia en el nematodo de C. elegans, tanto en la mutante
sencilla /asl y la doble mutante /asl/rhll, sugeriendo que el QS no regula
directamente a chrA en el fenotipo de virulencia y de resistencia a croamto, pero no
se descarta que ChrA podria estar regulada bajo otro sistema. Se han encontrado
diferentes genes que codifican factores relacionados con la virulencia que no son
regulados directamente por QS. El gen algD de P. aeruginosa, relacionado en la
biosintesis de alginato, es regulado por el factor sigma AlgU (Rajabi y col., 2022);
otro ejemplo es el gen phuR, encargado de la captacion de hierro del huésped que
es controlado por el regulador Fur (Pasqua y col., 2017).

Por otro lado, la transferencia del gen chrA al husped heterologo de E. coli JM101
mostro que ChrA no es funcional en este fondo genético, ya que es altamente
sensible a cromato al igual que la cepa control. De manera similar el gen chrA no
confirid un incremento en la virulencia de la bacteria, los ensayos de virulencia
mostraron un comportamiento similar al de la cepa de E. coli JM101 sin chrA. Se ha
descrito que la HGT, permite a las bacterias obtener capacidades diferentes; ya sea
de resistencia, metabolizar compuestos toxicos e incluso aumentar la virulencia.
Siendo que las proteinas de membrana necesitan de la integracién precisa en la
bicapa lipidica y la interaccion coordinada con otras proteinas, al transferir genes
que codifiquen proteinas de membrana, pueden perder su funcionalidad en otro
huésped; esto debido a incompatibilidades estructurales, bioquimicas o regulatorias
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en las bacterias receptoras (Ochman y col., 2000). Un ejemplo claro es el complejo
AcrAB-TolC es una bomba de eflujo de multiples farmacos; la transferencia de los
genes acrB a bacterias que no poseian una proteina TolC funcional, por lo cual se
dio en la perdida de funcién (Zgurskaya y col., 2000). Otro ejemplo es fhuA, la cual
codifica a una porina que capta sideroforos férricos, esta proteina es funcional en E.
coli, pero al ser transferida a otras bacterias Gram-negativas no muestra funciéon
(Braun y col., 1999). Se podria sugerir que el gen chrA de P. aeruginosa al ser
transferido a una cepa de E. coli podria estar perdiendo su funcién, al no ser
compatibles estructuralmente.

Multiples factores de virulencia secretados por bacterias, son de naturaleza proteica,
por lo cual pueden ser desnaturalizados e inactivados por medio de tratamientos;
ya sean enzimaticos o térmicos. Estos factores se desnaturalizan al alterar la
estructura tridimensional, produciendo que se pierda su funcion. Por lo cual para
entender un poco mas acerca de la naturaleza de las moléculas secretadas por
ChrA, se realizaron experimentos en los que el sobrenadante de los cultivos fue
tratado con calor o proteasas.

Se analizo si alguna de las moléculas, o molécula, perdian su actividad virulenta al
someterse a un tratamiento enzimatico utilizando la proteasa Pronasa R. Los
resultados mostraron que la actividad toxica se pierde después de los tratamientos.
Lo cual sugiere que las moléculas secretadas por ChrA se hidrolizan por la actividad
de la Pronasa R. Las proteasas rompen los enlaces peptidicos, desnaturalizando e

inactivando diversos factores de virulencia de naturaleza proteica.

Al someter los sobrenadantes a calentamiento, las bacterias con chrA mostraron un
comportamiento avirulento, similar al de los controles negativos de la virulencia; lo
cual sugiere que la(s) molécula(s) secretada(s) poseen naturaleza proteica, ya que
al ser desnaturalizadas se provoca la perdida de la funcion. Hay varios factores de
virulencia secretados por las bacterias que son altamente sensibles a las altas
temperaturas; un ejemplo de esto, es la toxina diftérica, producida por
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Corynebacterium diphtheriae, la cual pierde su toxicidad al tratarse a temperaturas
de 56-60°C, durante 30 min (Parveen y col., 2019). Otro ejemplo, es la toxina
tetanica de Clostridium tetani, que también se desnaturaliza con calor, esta forma
se conoce como toxoide tetanico, carece de toxicidad, pero aun conserva su
inmunogenicidad, lo que la hace adecuada para su uso en vacunas (Rappuoli y col.,
2018). Ademas, se ha reportado que la temperatura es clave para diversas bacterias,
el cual activa o reprime la expresion de multiples genes relacionados con la

virulencia (Lam y col., 2014).

En resumen, este es el primer estudio en donde se reporta la doble funcion de la
proteina ChrA en la resistencia a cromato y en la virulencia, sugiriendo que la
proteina ChrA secreta moléculas de naturaleza proteica que actuan como factores
de virulencia y que este mecanismo no es controlado por el QS.
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X. Conclusion

La proteina ChrA del plasmido pUM505 ademas de conferir resistencia al ion toxico

cromato participa en la virulencia de P. aeruginosa.
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