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RESUMEN

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria patégena oportunista, Gram negativa, ubicua,
porque se encuentra ampliamente distribuida en el medio ambiente, ya que la podemos
encontrar tanto en suelo como en agua. Es considerada una de las bacterias patégenas
de mayor resistencia a antibioticos segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). P.
aeruginosa ha generado numerosas investigaciones en los dltimos afios por su
capacidad de producir infecciones en pacientes inmunocomprometidos y debido a esto
se ha clasificado como una de las bacterias con mayor importancia en el @mbito médico,
ya que es una de las responsables de la mayoria de las infecciones intrahospitalarias. El
plasmido pUM505 fue aislado de una cepa clinica de P. aeruginosa, que al ser transferido
a otras bacterias confiere virulencia, esto se debe a que posee una isla de patogenicidad
denominada PAI donde se encuentran genes que participan en la virulencia. En la isla
PAI de pUM505 se encuentran los genes pumA (que codifica a la toxina PumA) y el gen
pumB (que codifica a la antitoxina PumB) los cuales forman parte de un sistema de
Toxina-Antitoxina (TA) denominado PumAB. La toxina PumA es capaz de incrementar la
virulencia de P. aeruginosa en hoja de lechuga, el nematodo Ceanorharbitis elegans y
en raton, efecto que es neutralizado por la antitoxina. Aunado a esto, se ha descrito que
el suero sanguineo puede modular la virulencia de los organismos. Se ha demostrado
gue la presencia de suero sanguineo aumenta la virulencia del hongo Mucor
circinelloides mientras que, en Staphylococcus aureus el suero sanguineo regula la
expresion de genes de virulencia. El objetivo de este proyecto fue determinar si la

presencia del suero sanguineo (suero nativo) y el suero desnaturalizado tiene algun
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efecto en la virulencia conferida por el plasmido pUM505 y por los genes pumA y pumB

del sistema toxina-antitoxina PumAB.

Palabras clave: P. aeruginosa, virulencia, elemento genético movil, toxina, suero

sanguineo.
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ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic Gram-negative pathogenic bacterium,
ubiquitous because it is widely distributed in the environment, it can be found both in soil
and in water. It is considered one of the pathogenic bacteria with the highest resistance
to antibiotics according to the World Health Organization (WHO). P. aeruginosa has
generated numerous investigations in recent years due to its ability to cause infections in
immunocompromised patients and due to this it has been classified as one of the most
important bacteria in the medical field, since it is one of those responsible for most of
nosocomial infections. Plasmid pUM505 was isolated from a clinical strain of P.
aeruginosa, which, when transferred to other bacteria, confers virulence, this is because
it has a pathogenicity island called PAI where genes involved in virulence are found. In
the PAI island of pUM505, the pumA genes (encoding the PumA toxin) and the pumB
gene (encoding the PumB antitoxin) which are part of a Toxin-Antitoxin (TA) system called
PumAB. The PumA toxin is capable of increasing the virulence of P. aeruginosa in lettuce
leaves, the nematode Ceanorharbitis elegans and in mice, an effect that is neutralized by
the antitoxin. In addition to this, it has been described that blood serum can modulate the
virulence of organisms. It has been shown that the presence of blood serum increases
the virulence of the fungus Mucor circinelloides, while in Staphylococcus aureus blood
serum regulates the expression of virulence genes. The objective of this project was to
determine if the presence of blood serum (native serum) and denatured serum has any
effect on the virulence conferred by the pUM505 plasmid and by the pumA and pumB

genes of the PumAB toxin-antitoxin system.
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INTRODUCCION

Generalidades de las bacterias
Las bacterias son microorganismos procariotas unicelulares que presentan un tamafo

de algunos micrometros (um) de largo (entre 0,5y 5 pum, por lo general) y diversas formas
incluyendo esferas, bastones y espirales (Marcano, 2008). Se estima que hay alrededor
de 40 millones de células bacterianas en un gramo de tierra y un millon de células
bacterianas en un mililitro de agua dulce (Marcano, 2008). Una de las propiedades mas
notorias de las bacterias es su inmensa capacidad para adaptarse a los diversos
ambientes, siendo organismos ubicuos que se han encontrado en todo habitat de la tierra
(Marcano, 2008). Los sitios mas hostiles imaginables hospedan a una amplia diversidad
bacteriana siendo las bacterias los organismos mas abundantes del planeta (Cervantes,

2019).

Clasificacion de las bacterias
Las bacterias se pueden clasificar de diferentes maneras, por ejemplo: por su forma,

tamafo, estructura, sus actividades quimicas o metabdlicas, por el tipo de nutrientes que
necesitan, por la energia que usan y por las condiciones fisicas que necesitan para crecer
(Singleton,1999). Una manera ampliamente difundida para clasificar a las bacterias es
con base a la composicion de su pared celular, generando 2 grupos bacterianos: las
llamadas Gram positivas y Gram negativas (Murray y col., 2014). Por ejemplo, las
bacterias Gram positivas se diferencian de las Gram negativas en la estructura de la
pared celular y en sus componentes y sus funciones en donde el peptidoglucano que es
el elemento que proporciona rigidez a la pared celular, también determina la forma

(Murray y col., 2014).
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Una bacteria Gram positiva posee una pared celular gruesa que estd formada
principalmente por peptidoglucano que rodea la membrana citoplasmica, estas bacterias

contienen &cidos teicoicos y lipoteicoicos (Murray y col., 2014).

Las paredes celulares de las bacterias Gram negativas son mas complejas, ya que
contiene dos capas situadas en el exterior de la membrana citoplasmica (Murray y col.,
2014). Inmediatamente por fuera de la membrana citoplasmica se encuentra una delgada
capa de peptidoglucano que representa tan solo un 5% a 10% del peso de la pared
celular (Murray y col., 2014). Ademas, que la pared celular de las Gram negativas no

contiene acidos teicoicos ni lipoteicoicos (Murray y col., 2014).

Generalidades de Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa fue descubierta por Walter Migula del Instituto Karlsrule en

Alemania (Paz-Zarza y col., 2019). El cual la describia como “células con 6rganos
polares” (Paz-Zarza y col., 2019). La etimologia del término “aeruginosa” lo acuio el
investigador Schroeter en 1872, esto porque al ser cultivada la bacteria de Pseudomonas
las colonias muestran un color azul-verdoso (Paz-Zarza y col., 2019). Posteriormente al
compuesto que genera este color caracteristico de Pseudomonas se le denominé
piocianina, sin embargo, ha sido reportado que algunas especies del género de
Pseudomonas no producen piocianina (Paz-Zarza y col., 2019). Muchas cepas de P.
aeruginosa también producen el pigmento fluorescente llamado pioverdina, que le
confiere un color verdoso al agar, mientras que algunas cepas producen un pigmento

rojo oscuro de nombre piorrubina o el pigmento negro piomelanina (Brooks, 2008).
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P. aeruginosa es una bacteria Gram negativa en forma bacilo, esta es considerada un
patdgeno oportunista, se encuentra distribuida en el medio ambiente como el suelo y
agua (Ramirez-Diaz y col., 2011). P. aeruginosa es un microorganismo capaz de tolerar
condiciones bajas de oxigeno y puede sobrevivir con bajos niveles de nutrientes, asi
como crecer en rangos de temperatura de 4 a 42°C (Ochoa y col., 2013). Estas
caracteristicas, ademas de otros factores, le permiten adherirse, sobrevivir en equipos
médicos y en otras superficies hospitalarias (Ochoa y col., 2013), ocasionado que P.
aeruginosa sea un microorganismo patdogeno de humanos y sea la fuente principal de

infecciones en pacientes con defensas anormales (Brooks, 2008).

Factores de virulencia de P. aeruginosa
P. aeruginosa en respuesta a varios estimulos ambientales en diferentes sitios de

infeccion, coordina la produccion de diferentes factores de virulencia y la formacion de
biopeliculas a través de una red complicada de sistemas jerarquicos de deteccién
dependiente de la densidad celular, denominado percepciéon de quorum (en inglés
guorum sensing QS) (Lasa y col., 2005). La comunicacion se logra a través de moléculas
sefalizadoras de N-acil homoserina lactonas (AHL) difusibles denominadas
autoinductores (Kruczeky y col., 2014). P. aeruginosa posee dos sistemas QS bien
caracterizados, el sistema Lasl/LasR y el sistema RhlI/RhIR que estan organizados
jerarquicamente, siendo el sistema Lasl quien controla toda la cascada del QS. (Kruczeky
y col.,, 2014). Cada sistema de QS consta de un activador transcripcional (LasR,
RhlI/RhIR) y una sintasa autoinductora (Lasl, Rhll), en donde Lasl dirige la sintesis del
N- (3-oxododecanoil) -1-homoserina lactona (30C12-HSL), mientras que Rhll dirige la

sintesis de N- (butiril) -1-homoserina lactona (C4-HSL). (Kruczeky y col., 2014). Los
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sistemas Lasl/LasR y RhlI/RhIR son importantes en la virulencia de la bacteria ya que

controlan la produccion de numerosos factores de virulencia. (Kruczeky y col., 2014).
P. aeruginosa tiene muchos factores de virulencia como lo son:

Adhesinas: La adherencia de P. aeruginosa estd mediada por los pilis estos
desempeiian una importancia funcion en la union de células epiteliales, aumentando asi

su adherencia a las células (Murray y col., 2014).

Cépsula: Sustancia viscosa que forma una cubierta o envoltura alrededor de la bacteria,
le da proteccion al microorganismo de la fagocitosis y de antibiéticos como también la
capa polisacarida de la cdpsula ayuda a las bacterias a adherirse a las células epiteliales

(Pelczary col., 1972).

Piocianina: Pigmento azul que genera dafios tisulares e incrementa la quimiotaxis de

neutrofilos (Murray y col., 2014).

Flagelos: Son apéndices capilares que salen de la pared celular y que se originan en
una estructura granular por debajo de la membrana celular, estos le confieren movilidad

a la bacteria (Pelczar y col., 1972).

Exotoxina A: De los factores de virulencia mas importantes producidos por las cepas
patdgenas de P. aeruginosa esta la exotoxina A, una toxina (sustancia venenosa que
puede ser de origen microbiano) que altera la sintesis de proteinas, produciendo dafio

tisular del huésped (Murray y col., 2014).
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Elastasa: Enzima que ocasiona la destruccion de los tejidos que contienen elastina (p.
€j., vasos sanguineos, tejido pulmonar, piel), colageno, inmunoglobulinas y factores del

complemento (Murray y col., 2014).

Proteasa: Una enzima que produce la destruccion tisular dado a la ruptura de los enlaces
peptidicos de las proteinas, ademas de generar la inactivacion del interferén y del factor

de necrosis tumoral (Pelczar y col., 1972).

Dado a los multiples factores de virulencia con que cuenta P. aeruginosa, esta bacteria
puede causar enfermedades como neumonias, infecciones del tracto urinario y
bacteriemias, asi como una alta morbilidad y mortalidad en pacientes con fibrosis
guistica, debido a las infecciones crénicas que eventualmente conducen a un dafio a
nivel pulmonar e insuficiencia respiratoria (Ochoa y col., 2013). Estas caracteristicas
hacen que las infecciones ocasionadas por P. aeruginosa sean dificiles de erradicar
debido a su elevada resistencia intrinseca, ademas de su capacidad para adquirir

resistencia a diversos antibioticos (Ochoa y col., 2013)

Plasmidos
Los plasmidos son elementos extra cromosomicos moviles presentes en la mayoria de

las bacterias, algunas de estas moléculas de DNA poseen la habilidad de transferirse a
otras bacterias a las cuales les confiere propiedades que complementan su capacidad
para colonizar ambientes adversos (Ramirez-Diaz y col., 2011). A menudo los plasmidos
contienen genes que codifican mecanismos que les permite a las bacterias sobrevivir en
condiciones criticas adversas (Ramirez-Diaz y col., 2011). Los plasmidos favorecen el

intercambio de material genético intracelular y garantizan la diseminacién horizontal de
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genes de resistencia a antibioticos y de otras funciones entre géneros bacterianos
distintos (Narvaez y col., 2005). Los pldsmidos son una herramienta fundamental en
Biologia Molecular e Ingenieria Genética ya que se pueden usar como “vectores” para
introducir en ellos cualquier fragmento de ADN de interés y de esta forma amplificarlo de
forma natural dentro de la bacteria en la que el plasmido se replica (es lo que se llama

“clonar” un fragmento de DNA) (Repullo y col., 2020).

Los plasmidos son con mayor frecuencia moléculas circulares de ADN de doble cadena
gue tienen la capacidad de replicarse de forma autdnoma y varian ampliamente en
tamafo, el cual va desde miles a cientos de miles de pares de bases (un tamafio
comparable al cromosoma bacteriano) (Loeza-Lara y col., 2004). Dependiendo de su
tamafo pueden codificar desde unas cuantas proteinas hasta cientos de ellas (Loeza-
Lara y col., 2004). Cada plasmido tiene por lo menos una secuencia de ADN que sirve
como origen de replicacion, es decir, un punto de partida para la replicacion de la
molécula de ADN, que permite al plasmido replicarse independientemente del ADN del
cromosoma (Cejudo y col, 2010). El nUmero de plasmidos presentes en una célula puede
variar, dependiendo del tipo de plasmido, pudiendo estar presente desde una copia a
cientos por célula (Cejudo y col., 2010). Algunas clases de plasmidos poseen ademas
la propiedad conocida como “replicacion relajada”, esto es que estan presentes en forma
de muchas copias por célula lo que facilita enormemente su aislamiento y purificacion
(Cejudo y col., 2010). Los productos de sus genes generalmente dan a las bacterias una
ventaja selectiva bajo ciertas condiciones de crecimiento (Loeza-Lara y col., 2004). Por
ejemplo, algunos plasmidos son capaces de conferir resistencia a antibioticos como la

ampicilina, tetraciclina y kanamicina (Loeza-Lara y col., 2004). Para poder replicarse de
I ——
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forma independiente los plasmidos existen de forma independiente del cromosoma. A
los que tienen esta capacidad se les denomina replicones (Lewin, 2008), mientras que
los plasmidos que no poseen esta capacidad y que se integran de forma reversible al
cromosoma bacteriano para replicarse bajo su control se les denomina episomas (Lewin,
2008). Debido al gran numero de plasmidos identificados en la naturaleza, estos se
clasifican de acuerdo con el tipo de genes que contiene: 1) los plasmidos pueden ser de
resistencia, y que son aquellos que le permiten a la bacteria combatir a un veneno, un
antibidtico o metales pesados (Hernandez-Ramirez, 2019). 2) También existen
plasmidos denominados degradativos ya que codifican a proteinas que ayudan a la
célula a digerir sustancias de su entorno (Hernandez-Ramirez, 2019). 3) Existen
plasmidos de virulencia que codifican a toxinas que incrementa la virulencia de las
bacterias que los contienen (Hernandez-Ramirez, 2019). Los plasmidos de virulencia son
los causantes de que una bacteria tenga mayor capacidad para causar una enfermedad

como lo es el plasmido pUM505 de P. aeruginosa (Hernandez-Ramirez, 2019).

Plasmido pUM505
El plasmido pUM505 fue aislado de una cepa clinica de P. aeruginosa obtenida de un

paciente con otitis media (Fig. 1). El plasmido pUM505 es un replicon que contiene 138
regiones codificantes que posee dos regiones bien definidas, la primera consiste en una
isla gendmica (IG) de 31 kilobases (kb) en la cual contiene genes que participan en la
resistencia de cromato y mercurio y la segunda regién de 67 kilobases que corresponde
a una isla gendémica de patogenicidad (PAIl) (Ramirez-Diaz y col., 2011). La PAI de
pUMS505 ademas de contener genes de replicacion de DNA contiene genes involucrados

en la virulencia (Ramirez-Diaz y col., 2011; Rodriguez-Andrade y col., 2015). El plasmido
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pUMS505 es considerado un pladsmido de virulencia, ya que se determind que, al ser
transferido, pUM505 es capaz de incrementar la virulencia de P. aeruginosa PAOL1 (Fig.
2) (Rodriguez-Andrade y col., 2015). Aunado a esto, la generacion de una biblioteca de
genes del plasmido pUM505 y su posterior transferencia a la cepa de Escherichia coli,
permitio identificar que el plasmido pUM505 posee genes (como los orfs 2, 17, 26, 94y
111) que participan en el aumento de la virulencia de P. aeruginosa y de E. coli.
(Rodriguez-Andrade y col., 2015). La virulencia conferida por estos genes es regulada
por el sistema de Quorum-sensing, un sistema que percibe la densidad de poblacién
celular y regula la expresion de genes que codifican a factores de virulencia (Rodriguez-

Andrade y col., 2015).

Generalidades de virulencia
La virulencia es un término cuantitativo que define el grado en que un patégeno puede

causar enfermedad; esto a menudo esta relacionado con el nUmero de microorganismos
gue se requieren para causar la infeccion o la frecuencia de infeccidon en una poblacion

dada y los determinantes de virulencia de la cepa (Perea, 1992).

Los factores de virulencia son las habilidades con las cuales los microorganismos
patdgenos infectan a un huésped, lo que les permite generar la invasion, infeccién,
modulacion de la respuesta inmune a su favor y dificultad en el tratamiento contra ellos
(Cardona y col., 2012). Aunado a los factores de virulencia, algunas caracteristicas del
hospedero, como la humedad en ciertas areas del cuerpo, la inmunosupresion y la
presencia de artefactos médicos invasivos influyen en la capacidad de virulencia que
presenta el patégeno (Cardona y col., 2012). Son multiples los factores que pueden

mediar en la relacion entre virulencia y resistencia, y a menudo genes implicados en
I ——
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ambos fendmenos presentan el mismo medio de transporte y dispersion, como los
plasmidos, las islas, integrones, transposones y otros elementos genéticos podrian
también facilitar la co-seleccion de genes implicados en virulencia y resistencia (Beceiro

y col., 2012)

Las infecciones son procesos que conllevan varias etapas y los factores de virulencia

pueden clasificarse en 3 tipos:

a) Factores que promueven la colonizacion e invasion del huésped (Salyers, 1994)..

b) Factores que contribuyen a evadir la accion inmunitaria del huésped (Salyers,
1994).

c) Factores que causan dafio al huésped, ya sea por toxicidad directa o indirecta

induciendo una respuesta inflamatoria (Salyers, 1994)..

Mientras que los factores que participan en la colonizacion e invasion del huésped y la
invasion de la accion inmunitaria del huésped son capaces de aumentar la probabilidad
de infeccidn, los factores que causan dafio al huésped determinan la severidad de la
infeccion (Salyers, 1994). P. aeruginosa tiene muchos factores de virulencia, entre los
gue se encuentran componentes estructurales, toxinas y enzimas; sin embargo, es dificil
definir el papel que cada factor desempefia en la enfermedad, y la mayoria de los

expertos en este campo cree que su virulencia es multifactorial (Murray y col., 2014).
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Figura 1. Mapa genético del plasmido pUM505 de P. aeruginosa. Las regiones
codificantes se muestran con flechas o puntas de flecha, indicando la direccion de la
transcripcion. Las posibles funciones asignadas de las proteinas codificantes se agrupan
de acuerdo con los diferentes colores mostrados en el cuadro de la derecha, indicando
también las proteinas hipotéticas. La isla de patogenicidad (PAI) 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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Figura 2. Virulencia de P. aeruginosa PAOl y P. aeruginosa PAO1 (pUM505 en un
modelo de infeccion de hojas de lechuga. Se muestran las unidades formadoras de
colonias (UFC) determinadas a partir de areas de lesién de hojas de lechuga infectadas
con las cepas bacterianas. Los datos son las medias 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., 2015).
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Composicion de la sangre

La sangre es parte del tejido conjuntivo que tiene origen embrioldgico proveniente del
mesénquima, tejido primitivo que esta conformado por células indiferenciadas y
pluripotentes (células que dependiendo de su codigo genético especifico y del
microambiente que las rodea pueden originar células de morfologia y funcionalidad
distintas) (Montalvo, 2019). La sangre es un tejido que se caracteriza por ser de
consistencia liquida, color rojo brillante en el interior de las arterias y color rojo oscuro

cuando circula por las venas (Montalvo, 2019). La sangre tiene tres funciones generales:

1. Transporte: la sangre transporta oxigeno desde los pulmones hacia las células del
cuerpo y dioxido de carbono desde las células hacia los pulmones. También lleva
nutrientes desde el tracto gastrointestinal hacia las células y hormonas desde las
glandulas endocrinas hacia otras células. Y, por ultimo, transporta calor y productos de
desecho hacia diferentes 6rganos para que sean eliminados del cuerpo (Tortora y

Derrickson, 2006).

2. Regulacion. La sangre circulante ayuda a mantener la homeostasis de todos los
liquidos corporales. Ayuda a regular el pH por medio de la utilizacion de sustancias
amortiguadoras (buffers), sustancias que convierten en débiles los acidos o las bases
fuertes. Asimismo, la presion osmotica de la sangre influye en el contenido de agua de
las células, principalmente por las interacciones entre los iones disueltos y las proteinas

(Tortora y Derrickson, 2006).
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3. Proteccidn. La sangre tiene accion coagulante, lo cual previene su pérdida excesiva
del sistema circulatorio tras una lesion. Los glébulos blancos tienen la funcion de llevar

a cabo la fagocitosis (Tortora y Derrickson, 2006).

Suero sanguineo
Las células sanguineas son de tres tipos: eritrocitos o glébulos rojos, leucocitos o

glébulos blancos, centrados en el sistema inmune para la defensa contra las infecciones;
y las plaquetas, que intervienen en el proceso de coagulacion de la sangre (Heredia-Diaz
y col., 2016). Cuando la sangre se extrae de los vasos sanguineos permanece un tiempo
corto en estado liquido, posteriormente se coagula y adquiere una consistencia
gelatinosa densa; el volumen se retrae (coagulo) y se libera un liquido denominado suero
sanguineo (Montalvo, 2019) (Fig. 3). En cambio, si a la sangre recién extraida se le
procesa para evitar la coagulacion (adicion de sustancias anticoagulantes como la
heparina, citrato de sodio o de potasio, acido etildiaminotetracético o EDTA) y se le deja
en reposo entonces las células sedimentan y en la parte superior queda un liquido
denominado plasma (Montalvo, 2019). El plasma sanguineo esta compuesto por un 90%
de agua y un 10% de solutos, de los cuales el 10% son sales i6nicas, 20% moléculas

organicas pequefias y el 70% proteinas (Heredia-Diaz y col., 2016).

El suero desnaturalizado es el suero sanguineo obtenido llevado a un proceso de
calentamiento para asi lograr la desnaturalizacién de las proteinas del suero (Montalvo,

2019).

Efecto del suero sanguineo en la virulencia de microorganismos
Se ha descrito que el suero sanguineo, un componente de la sangre, es capaz de

modificar la capacidad de virulencia de los microrganismos (Oogai y col., 2011).
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Se ha reportado que las esporas del hongo Mucor circinelloides producidas en medio
YPG suplementado con suero sanguineo muestran mayor virulencia que esporas
crecidas sin la adicion de suero sanguineo (Patifio-Medina y col., 2019). Mientras que,
en Staphylococcus aureus la expresion de muchos factores de virulencia como
hemolisinas, enterotoxinas, proteasas y factores para la adquisicion del hierro se

incrementa en presencia de suero (Oogai y col., 2011).
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Suero

coagulo

~de sangre CLOTTED
BLOOD

suero = plasma menos fibrinédgeno y factores de coagulacién

Figura 3. Suero sanguineo y sangre coagulada. Se observan las fases de la
separacion del suero y los elementos de coagulacién (obtenida de Tortora y Derrickson,

2006).
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ANTECEDENTES

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria Gram negativa con forma de bacilo que tiene
una amplia distribucion en el suelo y agua, a veces coloniza al ser humano y es el
principal microorganismo patdégeno humano, produce infecciones en pacientes
inmunocomprometidos y es un microorganismo patégeno importante en los hospitales

ya que tiene en primer lugar en infecciones intrahospitalarias (Brooks, 2008).

El plasmido pUM505 (fig. 1) es un elemento genético movil que se aislé de una cepa
clinica de P. aeruginosa, contiene 138 regiones codificantes, y es capaz de auto
transferirse a otras cepas de la misma especie y conferir virulencia (Ramirez-Diaz y col.,
2011). Presenta dos regiones bien definidas: una isla gendémica de resistencia a metales
como cromato y mercurio inorganico, y una isla de patogenicidad en la que se encuentran
segmentos de DNA que incluyen elementos mdviles y genes de virulencia (Ramirez-Diaz
y col., 2011). Adicionalmente, pUM505 contiene genes involucrados en la reparacién de
dafios al DNA, tolerancia a estrés oxidativo, resistencia a quinolonas y un sistema toxina-
antitoxina (Ramirez-Diaz y col., 2011; Rodriguez-Andrade y col., 2015; Hernandez-
Ramirez y col.,, 2018). La transferencia del plasmido pUM505 a P. aeruginosa
incrementa la virulencia de la bacteria en raton y en el nematodo C. elegans, indicando
que el plasmido es importante para la adaptacién y la virulencia de las bacterias
(Herndndez-Ramirez y col., 2018). Este plasmido también contiene un operdn (genes
pumA y pumB) (Fig. 4) que codifica al sistema Toxina-Antitoxina PumAB gue incrementa
la estabilidad de plasmidos (Hernandez-Ramirez y col., 2018). La proteina PumA que es
codificada por el gen pumA del sistema toxina-antitoxina del plasmido pUMS505,

incrementa la virulencia de P. aeruginosa en modelo vegetal y animal (Fig. 5)
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(Herndndez-Ramirez y col.,, 2018). Aunado a esto, la toxina PumA es capaz de
incrementar la invasibidad de P. aeruginosa en los tejidos de raton, fortaleciendo la
participacion de PumA en la virulencia de la bacteria (Hernandez-Ramirez y col., 2018).
El efecto de la toxina es neutralizado por la antitoxina PumB que es codificada por el gen
pumB (Fig. 4 y 5) (Hernandez-Ramirez y col., 2018). Lo que ha sugerido que la toxina
PumA codificada por el plasmido pUM505 podria actuar como un factor de virulencia en

bacterias. (Herndndez-Ramirez y col., 2018).

El gen pumA fue transferido a la cepa de P. aeruginosa lasl/rhll, una cepa mutante en
los sistemas Lasl y Rhll del QS, para analizar el efecto del QS en la virulencia conferida
por el sistema Toxina-Antitoxina PumAB (Hernandez-Ramirez y col., 2020). La
transferencia de pumA no aumento la virulencia bacteriana en lechuga y en el nematodo
Caenorhabditis elegans, sugiriendo que la virulencia conferida por la toxina PumA
requiere modulacién QS (Hernandez-Ramirez y col., 2020). Aunado a esto, los niveles
de ARNm del gen pumA disminuyeron drasticamente en la cepa P. aeruginosa lasl/rhll
(pUC_pumA), lo que sugirié una regulacion positiva de la expresion del gen pumA por el
sistema de QS (Hernandez-Ramirez y col., 2020). La suplementacién del medio de
crecimiento de P. aeruginosa lasl/rhll (pUC_pumA) con las moléculas autoinductoras de
QS de P. aeruginosa como las acil homoserina lactonas C4-AHL y 3-oxo-C12-AHL
gener6 un aumento de los niveles del ARNm de pumA y restablecio la virulencia
bacteriana, lo que indicé que ambos autoinductores complementaron las mutaciones del
QS y regularon positivamente los efectos toxicos de la toxina PumA (Hernandez-Ramirez
y col., 2020). Esto indicé que el sistema de QS regula la virulencia bacteriana conferida

por la toxina PumA (Hernandez-Ramirez y col., 2020).
_______________________________________________________________________________________________________________|
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Figura 4. Arreglo genético del operon pumAB del plasmido pUM505. Las flechas en
azul representan los genes pumA (antes nombrado orf123) y el gen pumB (antes descrito
como orfl24), los cuales se encuentran traslapados por 4 pares de bases (pb). En la
parte inferior se indica el tamafio en aminoacidos (aa) de las proteinas codificadas por
los genes pumA y pumB. Con fechas en gris se representan los genes que flanquean al
operon pumAB, en donde el orfl125 codifica a una proteina hipotética, mientras que el
gen pilL codifica a una proteina tipo PilL con identidad a proteinas que forman parte del

pilli bacteriano. (Obtenida de Hernandez-Ramirez, 2015).
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Figura 5. Invasividad de P. aeruginosa en presenciay ausenciade los genes pumA
y pumB en el pulmén del ratéon. Se inocularon ratones macho BALB/C de
aproximadamente 8 semanas de edad por via intravenosa con las diferentes cepas,
después de 48 h se extrajo el pulmoén y se determiné las UFC obtenidas. Se graficaron
barras en diferentes colores dependiendo la cepa utilizada. (Obtenida de Hernandez-

Ramirez, 2015).
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JUSTIFICACION

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria patdgeno oportunista que es fuente de
infecciones en humanos. El plasmido pUM505 es un elemento genético movil que
contiene una isla de patogenicidad con genes relacionados con virulencia, el cual al ser
transferido a P. aeruginosa PAOL es capaz de incrementar la virulencia de la bacteria.
El suero sanguineo modifica la expresion de genes que codifican a factores de virulencia
en bacterias e incrementa la virulencia del hongo M. circinelloides. Por lo que es de
interés evaluar el efecto del suero sanguineo en la virulencia conferida por el plasmido

pUMS505, asi como por los genes del operén pumAB.
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HIPOTESIS

El suero sanguineo regula la virulencia conferida por el plasmido pUM505 y por el operon

pumAB en P. aeruginosa.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar si la presencia de suero modula la virulencia conferida por el plasmido

pUMS05 y por la toxina PumA en P. aeruginosa.

OBJETIVO ESPECIFICO

e Evaluar el efecto del suero sanguineo en la virulencia conferida por el plasmido
pUMS505 de P. aeruginosa.

e Evaluar el efecto del suero sanguineo en la virulencia conferida por la toxina
PumA del plasmido pUM505.

e Determinar el efecto de la adicién de suero sanguineo en la funcion de la

regulacion de la antitoxina PumB del plasmido pUM505 de P. aeruginosa.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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MATERIALES Y METODOS

Medios de cultivo
Medio M9: sales minerales M9 (Sigma), glucosa 20 mM, CaClz2-2H20 0.1 mM vy

MgS0O4.7H20 2 mM (Sambrook y col., 1989).

Medio Luria Bertani (LB): NaCl 1%, peptona de caseina 1% y extracto de levadura 0.5%.
Medio NGM: Para el litro de agua destilada adicionar 2 g de NaCl, 4 g de peptona de
caseina, 3 g de fosfato monobasico, 0.5 g de fosfato de potasio dibasico y 20 g de agar.
Antes de pasar a placa se le adiciona 1000 uL de colesterol.

Cepas

P. aeruginosa PAO1 (Coleccion de la Dra. Iglewski’s) (Iglewski y col., 2007) esta cepa
no contiene plasmidos es sensible a rifampicina y estreptomicina se emple6 como cepa
control en cuestion a la virulencia conferida por el plasmido pUM505.

P. aeruginosa PAO1 (pUM505) esta cepa contiene el plasmido pUM505 lo que la hace
méas virulenta a la cepa PAO1.

E. coli IM101, cepa utilizada para el crecimiento de los nematodos.

P. aeruginosa pumA, cepa de P. aeruginosa PAO1 transformada con el plasmido pUC-
pumA, que contiene el gen pumA clonado en el vector pUCP20 (Herndndez-Ramirez y
col., 2017).

P. aeruginosa pumB, cepa de P. aeruginosa PAO1 transformada con el plasmido pUC-
pumB, que contiene el gen pumB clonado en el vector pUCP20 (Hernandez-Ramirez y
col., 2017).

P. aeruginosa pumAB, cepa de P. aeruginosa PAOL transformada con el plasmido pUC-
pumAB, que contiene el el operén pumAB clonado en el vector pUCP20 (Hernandez-

Ramirez y col., 2017).
_______________________________________________________________________________________________________________|
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Sueros

» El suero empleado fue obtenido de hombres sanos de entre 20 y 30 afios de edad.

» Suero Nativo: suero sanguineo.

» Suero desnaturalizado 24H: suero sanguineo sometido a un calentamiento de
55°C para desnaturalizar por 24 horas.

» Suero desnaturalizado 12H: suero sanguineo sometido a un calentamiento de
55°C para desnaturalizar por 12 horas.

» Suero desnaturalizado 2H: suero sanguineo sometido a un calentamiento de 55°C

para desnaturalizar por 2 horas.

Cultivos celulares y obtencién de extractos libre de células
Los cultivos de las cepas de P. aeruginosa fueron crecidos a 37°C, durante la noche en

medio M9 en presencia 0 ausencia de suero sanguineo nativo o desnaturalizado,
posteriormente los cultivos fueron centrifugados y las pastillas celulares se re
suspendieron en medio M9 fresco. Para la obtencion de los sobrenadantes, cultivos de
las cepas de P. aeruginosa fueron crecidos durante la noche a 37°C en medio M9 y
posteriormente centrifugados por 5 minutos a 12,000 rpm. Una vez centrifugado se

recuperd el sobrenadante en un tubo de microcentrifuga nuevo.

Virulencia en el modelo de nematodo Caenorhabditis elegans

Se crecieron preindculos de las cepas de interés, en medio M9 a 37°C toda la noche.
Adicionalmente, se crecieron durante 5-6 dias nematodos C. elegans Bristol N2, hasta
alcanzar la edad adulta, en una placa con medio NGM (medio de crecimiento de

nematodos) a 18°C. En una placa de 96 pozos, se coloc6 1.5 yL de las cepas de interés
I ——

MDMC 37



Laboratorio de microbiologia 2/?}

y se llevd a un volumen final de 200 pL con medio M9, en esterilidad se adicion6 18-20
nematodos por pocillo, posteriormente se cuantificO a los nematodos vivos dando un
ligero toque con un asa estéril y se incubo a 18°C durante 3 dias, monitoreando la
sobrevivencia de los nematodos cada 6 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. Para los ensayos con los
sobrenadantes de los cultivos bacterianos, los nematodos fueron incubados con 100 pl
del sobrenadante bacteriano re suspendido previamente en medio M9 en un volumen
total de 1 ml, posteriormente las placas de los nematodos mas el sobrenadante fueron
incubados a 18°C determinando el % de nematodos vivos a las 6, 12, 24 y 36 horas. Los

ensayos fueron realizados con una N de 2 por duplicado.
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RESULTADOS

Efecto del suero nativo y el suero desnaturalizado en el crecimiento de
PAO1 pUM505

Con el propésito de establecer si la adicion de suero sanguineo en el medio de cultivo
afecta el crecimiento de P. aeruginosa PAO1 pUM505, se determiné el crecimiento de la
bacteria en ausencia o presencia de 10 o 20% de suero sanguineo nativo o
desnaturalizado en el medio de cultivo. Para lo cual los cultivos bacterianos fueron
incubados de 18 a 20 horas a 37°C y posteriormente se evallo el crecimiento por la
determinacién de la Densidad oOptica del cultivo a 600 nm. Los resultados mostraron que
a excepcion del cultivo de la cepa de P. aeruginosa PAO1 pUM505 sin tratamiento, la
adiciéon de suero sanguineo nativo o desnaturalizado incrementaron el crecimiento de la
bacteria, mostrando una densidad Optica que va en el rango de 1.812 a 2.583 (Tabla 1).
Probablemente este incremento en el crecimiento se debe a que el suero proporciona
nutrientes adicionales a los contenidos en el medio M9 (considerado como un medio de

cultivo minimo) a la bacteria para un mejor desarrollo.
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Tabla 1. Crecimiento de P. aeruginosa pUM505 en medio de cultivo M9 en ausencia o

presencia de diferentes concentraciones de suero nativo o desnaturalizado

Cepas:

PAO1 pUM505

PAO1 pUM505 S.N 10%
PAO1 pUM505 S.N 20%
PAO1 pUM505 S.D 10% 24H
PAO1 pUM505 S.D 20% 24H
PAO1 pUM505 S.D 20% 12H
PAO1 pUM505 S.D 20% 2H

MDMC

Resultados:

1.224 + 0.086
1.812 +0.123
2.106 + 0.001
2.021 £0.074
2.583 +£0.224
1.868 + 0.145
2.156 + 0.055
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Virulencia de P. aeruginosa pUM505

Primeramente, se llevd a cabo el andlisis de la virulencia de la cepa de P. aeruginosa
pUMS505 en el nematodo C. elegans. Como se esperaba segun los antecedentes de la
participacion del plasmido pUM505 en el aumento de la virulencia, los resultados
mostraron una disminucion de la sobrevivencia de los nematodos incubados en
presencia de la cepa en comparacion con el porcentaje de sobrevivencia de los

nematodos incubados en presencia del medio M9 (Fig. 6).

Efecto del suero sanguineo nativo o desnaturalizado en la virulencia de P.

aeruginosa pUM505
Con el proposito de evaluar el efecto del suero sanguineo en la virulencia de P.

aeruginosa pUMb505, se realizaron ensayos de virulencia, utilizando como control
negativo al medio M9. Los nematodos fueron incubados con cultivos de la cepa de P.
aeruginosa pUM505 crecida previamente, fue incubada en presencia de suero nativo al
10% y 20%. Los resultados mostraron que la adicion del suero sanguineo nativo modifica
de manera negativa la virulencia que confiere el plasmido pUM505, ya que se observo
un aumento en la sobrevivencia de los nematodos (Fig. 7). El porcentaje de
sobrevivencia de los nematodos incubados con los cultivos adicionados con el suero
sanguineo mostraron valores de sobrevivencia similares al control M9 en comparacion
con la incubacion con el cultivo en ausencia de suero sanguineo, el cual ocasiond la
disminucion de hasta 40% de la sobrevivencia de los nematodos a las 36 horas de

ensayo.
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Figura 6. Virulencia de P. aeruginosa pUM505. Grupos de 20 nematodos fueron
incubados con 1 x 10° (1 x 10%) Unidades Formadoras de Colonias de P. aeruginosa
pUMS505. Las mezclas de nematodo y cultivo fueron incubadas a 18°C y posteriormente
fue determinado el nUmero de nematodos vivos a los tiempos indicados. Los datos

muestran la media de duplicados de 3 ensayos independientes.
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Figura 7. Virulencia de P. aeruginosa pUM505 en presencia de suero sanguineo
Grupos de 20 nematodos fueron incubados con 1 x 10° (+1 x 10%) Unidades Formadoras
de Colonias de P. aeruginosa pUM505 previamente crecidas en ausencia o presencia de
10 0 20% de suero sanguineo nativo (S.N). Las mezclas de nematodo y cultivo fueron
incubadas a 18°C y posteriormente fue determinado el nUmero de nematodos vivos a los

tiempos indicados. Los datos muestran la media de duplicados de 3 ensayos
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Efecto de la desnaturalizacion del suero sanguineo nativo en la virulencia

de P. aeruginosa pUM505

Con el propésito de evaluar si alguno de los componentes del suero sanguineo pudiera
modificar el efecto observado por la adicion del suero sanguineo nativo en la virulencia
conferida por el plasmido pUM505, se realizaron ensayos de virulencia empleando
cultivos de la cepa previamente crecida con suero desnaturalizado. El suero sanguineo
nativo fue desnaturalizado previo a su uso por calentamiento durante 24 horas a 55°C.
Los resultados mostraron que la adicion de 10 o 20% de suero desnaturalizado al medio
de cultivo no modifica de ninguna manera la virulencia que confiere el plasmido pUM505,
ya que la incubacion de los nematodos con los cultivos crecidos con o sin el suero
desnaturalizado mostraron el mismo porcentaje de sobrevivencia (Fig. 8). Este resultado
confirma que el suero sanguineo nativo modifica negativamente la virulencia generada
por el plasmido pUM505 y ademas siguiere que alguno de los componentes termolabiles

del suero es quien regula este fenédmenao.

Efecto del tiempo de desnaturalizacion del suero en la regulacion de la de
P. aeruginosa pUM505

Dado que se observo que la desnaturalizacién del suero nativo bloquea el efecto de la
regulacion que posee el suero sobre la virulencia conferida por el plasmido pUM505, se
sugirié que algun componente termolabil del suero es quien modula el fenémeno de la
virulencia, por lo que decidimos realizar la desnaturalizacién del suero sanguineo nativo
durante diferentes tiempos y evaluar su efecto en la virulencia de la bacteria. Los

resultados mostraron que la desnaturalizacion del suero sanguineo por 2 horas, tuvo un
I ——
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efecto importante en la pérdida de capacidad de la regulacion negativa de la virulencia
conferida por el plasmido pUM505, si comparamos el porcentaje de sobrevivencia de los
nematodos incubados con cultivos suplementados con suero desnaturalizado en esta
condicién en comparacién con los cultivos bacterianos en presencia de suero nativo (Fig.
9). Aunado a esto, se observl que después de 36 horas de incubacién los nematodos
con los cultivos, el que procedia del medio suplementado con suero desnaturalizado por
24 horas mostro mayor virulencia, generando valores de sobrevivencia similares al
cultivo proveniente de P. aeruginosa pUM505 sin adiccion de suero. Estos ensayos
sugieren que el calentamiento del suero conduce a la desnaturalizacion de un
componente termolabil del suero, y confirmé que el suero nativo modula negativamente

la virulencia conferida por pUM505.
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Figura 8. Virulencia de P. aeruginosa pUM505 en presencia de suero sanguineo
desnaturalizado. Grupos de 20 nematodos fueron incubados con 1 x 10° (1 x 10%)
Unidades Formadoras de Colonias de P. aeruginosa pUM505 previamente crecidas en
ausencia o presencia de 10 o 20% de suero sanguineo desnaturalizado (S.D). Las
mezclas de nematodo y cultivo fueron incubadas a 18°C y posteriormente fue
determinado el nimero de nematodos vivos a los tiempos indicados. Los datos muestran

la media de duplicados de 3 ensayos independientes.
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Figura 9. Efecto del tiempo de desnaturalizacion del suero sanguineo en la
virulencia de P. aeruginosa pUM505. Grupos de 20 nematodos fueron incubados con
1 x 10° (#1x 10% Unidades Formadoras de Colonias de P. aeruginosa pUM505
previamente crecidas en ausencia o presencia 20% de suero sanguineo desnaturalizado
(S.D) por diferente tiempo. Las mezclas de nematodo y cultivo fueron incubadas a 18°C
y posteriormente fue determinado el nimero de nematodos vivos a los tiempos indicados.

Los datos muestran la media de duplicados de 3 ensayos independientes.
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Ensayo de virulencia de PAOL1 con la toxina PumA, la antitoxina PumB y la
toxina-antitoxina PumAB con suero nativo

Dado que nuestros datos mostraron que la virulencia conferida por el plasmido pUM505
es regulada negativamente por la presencia de suero sanguineo, procedimos a evaluar
el efecto de este componente sobre la virulencia conferida por el sistema toxina-
antitoxina PUmAB, un sistema particular codificado en el plasmido pUM505. Para esto,
se realizaron ensayos de virulencia empleando el modelo de C. elegans, empleado el
medio M9 como control negativo del ensayo, asi como transformantes de P. aeruginosa
PAO1 conteniendo plasmidos con los genes pumA y pumB, clonados de manera
individual, y con el operén pumAB completo. Estas cepas son nombradas como PAO1
pumA, PAO1 pumB y PAO1 pumAB, respectivamente. Los resultados mostraron que, el
suero nativo adicionado al 10% no modifica la virulencia que confiere la toxina PumA, ya
gue la sobrevivencia de los nematodos incubados con cultivos de la cepa PAOL pumA,
crecidos en presencia 0 ausencia del suero nativo fueron similares (Fig. 10). Este
resultado fue contrastante con el efecto del suero sobre la virulencia conferida por el
plasmido pUM505, en donde la adicion de suero nativo al medio de cultivo generé la
inhibicion de la virulencia (Fig. 7). Ademas, se determin6 que la adicién de suero nativo
al medio M9, gener6 la muerte de los nematodos a nivel similar al producido por la
expresion de la toxina PumA (Fig. 11). De igual manera se observo que disminuy6
significativamente la sobrevivencia de los nematodos incubados con cultivos de la cepa
PAO1 pumB suplementado con suero nativo en comparacion con la sobrevivencia de los
nematodos incubados con POAL pumB crecido sin suero, sugiriendo que el aumento en
la virulencia podria ser debido a la presencia del suero nativo o bien que el suero regula
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negativamente la funcién neutralizante de la antitoxina PumB (Fig. 10). De igual manera,
la presencia de suero sanguineo al 10% en el cultivo de PAO1 pumAB también condujo
a un aumento de la virulencia de la cepa, reforzando la hipétesis de que el suero
sanguineo podria estar inhibiendo el efecto neutralizante que posee la antitoxina PumB

sobre la toxina PumaA.

Posteriormente se decidi6 realizar ensayos de virulencia aumentado la concentracion del
suero que se adicion6 al medio de cultivo, esto con el propdsito de determinar si al
aumentar la concentracion del suero se observaba un cambio en la virulencia conferida
por la toxina PumA. Los resultados observados mostraron efectos similares a los
obtenidos cuando se adiciono 10% de suero al medio de cultivo en donde el suero no
modula la virulencia conferida por la toxina PumA pero si inhibe el papel neutralizador de
la antitoxina PumB (Fig. 11). Estos datos confirman que el suero sanguineo modula a los

mecanismos de virulencia codificados por el plasmido pUM505.
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Figura 10. Efecto de la adicion de 10% de suero sanguineo en la virulencia de P.
aeruginosacon los genes del sistema toxina-antitoxina PumAB de pUM505. Grupos
de 20 nematodos fueron incubados con 1 x 10° (+x1 x 10%) Unidades Formadoras de
Colonias de las cepas de P. aeruginosa PAO1 transformadas con vectores que poseen
el gen pumA, pumB o pumAB, crecidas en ausencia o presencia 10% de suero sanguineo
nativo (S.N). Las mezclas de nematodo y cultivo fueron incubadas a 18°C vy
posteriormente fue determinado el nUmero de nematodos vivos a los tiempos indicados.
Los datos muestran la media de duplicados de 3 ensayos independientes. Lo que
confirma que el suero sanguineo modula la virulencia de los mecanismos codificados por

el plasmido pUM505.
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Figura 11. Efecto de la adicion de 20% de suero sanguineo en la virulencia de P.
aeruginosacon los genes del sistema toxina-antitoxina PumAB de pUM505. Grupos
de 20 nematodos fueron incubados con 1 x 10° (+1 x 10%) Unidades Formadoras de
Colonias de las cepas de P. aeruginosa PAO1 transformadas con vectores que poseen
el gen pumA, pumB o pumAB, crecidas en ausencia o presencia 20% de suero sanguineo
nativo (S.N). Las mezclas de nematodo y cultivo fueron incubadas a 18°C vy
posteriormente fue determinado el nUmero de nematodos vivos a los tiempos indicados.

Los datos muestran la media de duplicados de 6 ensayos independientes.
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Efecto del suero desnaturalizado en la virulencia de P. aeruginosa PAO1
conteniendo los genes pumA, pumB o el operon pumAB

Se realizaron ensayos de virulencia de nematodos incubados de cultivos de las cepas
de P. aeruginosa PAO1 pumA, PAO1 pumB o PAO1 pumAB crecidos en ausencia o
presencia de suero desnaturalizado. Los resultados mostraron que la sobrevivencia de
los nematodos incubados con los cultivos de las cepas de PAOL1 pumB y PAO1 pumAB
suplementados con 10% de suero desnaturalizado mostraron ser mas virulentos que con
respecto a los cultivos de estas cepas crecidos sin la adicion de suero desnaturalizado
(Fig. 12). Resultados que fueron similares a los obtenidos por la adicion de suero nativo
(Fig. 10 y 11). Sin embargo, la adicién de suero desnaturalizado al medio de cultivo de
la cepa PAO1 pumA si tuvo un efecto negativo, ya que ocasion6 el aumento en la
sobrevivencia de los nematodos (Fig. 12). Los ensayos de sobrevivencia también fueron
realizados empleando la adicién de 20% de suero desnaturalizado al medio de cultivo.
Los resultados mostraron ser similares a los obtenidos a partir de cultivos suplementados
con 10% de suero desnaturalizado, la sobrevivencia de los nematodos incubados con
los cultivos de las cepas de PAO1 pumB y PAO1 pumAB suplementados con 10% de
suero desnaturalizado fueron mas virulentos en comparacién a los cultivos sin la adiciéon
de suero desnaturalizado (Fig. 13), e igualmente el cultivo de la cepa PAO1 pumA
suplementada con suero desnaturalizado fue menos virulenta en comparacion con el
cultivo de la cepa sin el suero desnaturalizado adicionado (Fig. 13). Estos resultados en
conjunto sugieren que la desnaturalizacion del suero degrada un compuesto del suero
gue regula de manera positiva o permite el efecto toxico de la toxina PumA y por lo tanto

al no estar presente conduce a una disminucion en la capacidad de la virulencia de la
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toxina PumA; pero, ademas, estos resultados indican que la molécula presente en el
suero sanguineo que inhibe la funcion de la antitoxina PumB es resistente al

calentamiento.
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Figura 12. Efecto de la adicién de 10% de suero sanguineo desnaturalizado en la
virulencia de P. aeruginosa con los genes del sistema toxina-antitoxina PumAB de
pUM505. Grupos de 20 nematodos fueron incubados con 1 x 10° (1 x 10%) Unidades
Formadoras de Colonias de las cepas de P. aeruginosa PAO1 transformadas con
vectores que poseen el gen pumA, pumB o pumAB, crecidas en ausencia 0 presencia
de 10% de suero sanguineo desnaturalizado (S.D). Las mezclas de nematodo y cultivo
fueron incubadas a 18°C y posteriormente fue determinado el nUmero de nematodos
vivos a los tiempos indicados. Los datos muestran la media de duplicados de 6 ensayos

independientes.
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Figura 13. Efecto de la adicién de 20% de suero sanguineo desnaturalizado en la
virulencia de P. aeruginosa con los genes del sistema toxina-antitoxina PumAB
de pUM505. Grupos de 20 nematodos fueron incubados con 1 x 10° (+1 x 10%)
Unidades Formadoras de Colonias de las cepas de P. aeruginosa PAO1 transformadas
con vectores que poseen el gen pumA, pumB o pumAB, crecidas en ausencia o
presencia de 20% de suero sanguineo desnaturalizado (S.D). Las mezclas de
nematodo y cultivo fueron incubadas a 18°C y posteriormente fue determinado el
numero de nematodos vivos a los tiempos indicados. Los datos muestran la media de

duplicados de 6 ensayos independientes.
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Virulencia de sobrenadantes de las cepas de P. aeruginosa PAO1 con los
genes pumA, pumB o pumAB de cultivos crecidos en presencia de suero
nativo al 10%

Para determinar el efecto del sobrenadante en la virulencia, se pusieron a crecer cultivos
de las cepas de P. aeruginosa PAO1 pumA, P. aeruginosa PAO1 pumB y P. aeruginosa
PAO1 pumAB en ausencia de suero nativo (controles de virulencia) y en presencia de
suero nativo, una vez crecidos los cultivos se obtuvo el sobrenadante libre de células,
como se describe en materiales y métodos, el cual fue empleado para realizar los
ensayos. Los resultados mostraron que el suero nativo modifica de manera negativa la
virulencia que confiere el sobrenadante del cultivo donde se expresoé la toxina PumA (Fig.
14), ya que se observd mayor sobrevivencia de los nematodos incubados con el
sobrenadante de P. aeruginosa PAO1 pumA, a diferencia de los nematodos incubados
con el sobrenadante del cultivo de P. aeruginosa PAO1 pumB donde se puede apreciar
que el suero si modifica el efecto de la antitoxina. Un efecto similar fue observado con el
sobrenadante del P. aeruginosa PAO1 pumAB, ya que se observo la disminucion en la

sobrevivencia de C. elegans.
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Figura 14. Efecto del sobrenadante de las cepas de P. aeruginosa crecidas en
presencia de suero nativo en la sobrevivencia de C. elegans. Grupos de 20
nematodos fueron incubados con el sobrenadante de las cepas de P. aeruginosa PAO1
transformadas con vectores que poseen el gen pumA, pumB o pumAB, crecidas en
ausencia o presencia de 10% de suero nativo (SN). Las mezclas de nematodo y
sobrenadante de los cultivos fueron incubadas a 18°C y posteriormente fue determinado
el nimero de nematodos vivos a los tiempos indicados. Los datos muestran la media de

duplicados de 2 ensayos independientes.
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Ensayo de virulencia de PAO1 con el sobrenadante de la toxina PumA, la
antitoxina PumB y la toxina-antitoxina PUumAB con suero desnaturalizado al
10%

Con el proposito de determinar el efecto de los sobrenadantes de los cultivos de las
cepas de P. aeruginosa PAO1 pumA, P. aeruginosa PAO1 pumB y P. aeruginosa PAO1
pumAB crecidos en presencia o ausencia de suero desnaturalizado, se realizaron
ensayos de virulencia. Los resultados mostraron que el suero nativo regula
negativamente la virulencia del sobrenadante de P. aeruginosa pumA, ya que se observa
un aumento en la sobrevivencia de los nematodos (Fig. 15). Sin embargo, el suero
genera un incremento en la virulencia del sobrenadante de P. aeruginosa pumA,
sugiriendo que alguno de los componentes del suero es requerido para la regulacion de

la virulencia conferida por la toxina PumA y para la regulacién que ejerce PumB.
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Figura 15. Efecto del sobrenadante de las cepas de P. aeruginosa crecidas en
presencia de suero desnaturalizado en la sobrevivencia de C. elegans. Grupos de
20 nematodos fueron incubados con el sobrenadante de las cepas de P. aeruginosa
PAOL1 transformadas con vectores que poseen el gen pumA, pumB o pumAB, crecidas
en ausencia o presencia de 10% de suero desnaturalizado (SD). Las mezclas de
nematodo y sobrenadante de los cultivos fueron incubadas a 18°C y posteriormente fue
determinado el nimero de nematodos vivos a los tiempos indicados. Los datos muestran

la media de duplicados de 2 ensayos independientes.
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DISCUSION

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria patdgeno oportunista que se asocia
principalmente con infecciones nosocomiales y la bacteriemia causada por esta, tiene un
mal prondstico con tasas de mortalidad muy altas. P. aeruginosa puede sobrevivir en
muchos ambientes diferentes y coloniza plantas, animales y humanos (Pont y col., 2020).
P. aeruginosa junto con otras especies bacterianas como E. coli, Staphylococcus aureus,
especies de Klebsiella, enterococos, estreptococos y estafilococos coagulasa negativo,
pueden causar infecciones bacterianas del torrente sanguineo, infecciones que en los
paises de ingresos altos es tan amplia como la de los accidentes cerebrovasculares, con
un rango de 113 a 204 casos por cada 100,000 habitantes, las cuales tienen un mal
prondstico, con tasas de mortalidad de hasta el 40% (Kern y col., 2020). La capacidad
de P. aeruginosa para sobrevivir en el cuerpo humano depende de un equilibrio entre
sus numerosos factores de virulencia y la presencia de multiples mecanismos de defensa
del huésped. Independientemente del sitio primario de infeccidn, esta puede cruzar las
barreras epiteliales y endoteliales para llegar al torrente sanguineo (Rangel y col., 2015;

Golovkine y col., 2016).

El plasmido pUM505 fue aislado de una cepa clinica de P. aeruginosa. Este plasmido
tiene la capacidad de conferir resistencia a cromato y mercurio a las bacterias que lo
adquieren, ademas de que posee una isla genémica que contiene genes implicados en

la virulencia (Ramirez Diaz y col., 2011; Rodriguez-Andrade y col., 2015).

Adicionalmente, el plasmido pUM505 posee un sistema Toxina-Antitoxina (TA) que
participa en la estabilidad del plasmido, este sistema es codificado por los genes pumA

(orf123) y pumB (orfl24) (Hernandez-Ramirez y col., 2018). La proteina PumB del
_______________________________________________________________________________________________________________|

MDMC 60



Laboratorio de microbiologia 2_/?5

sistema PumAB TA se ha clasificado como una antitoxina de tipo HTH porque contiene
un dominio de unién al ADN de HTH predicho, que es caracteristico de la familia de
antitoxinas Xre, mientras que la proteina PumA es una toxina putativa de tipo RelE, lo
gue sugiere que estos genes codifican un sistema hibrido TA, sugiriendo que PumB
podria desempeiiar un papel en la regulacion de la transcripcion de los genes del operén
pumAB. (Hernandez-Ramirez y col., 2017). Interesantemente, la proteina PumA es
capaz de incrementar la virulencia de las bacterias que expresan el gen que la codifica,
generando efectos toxicos, los cuales son neutralizados por la antitoxina PumB

(Hernandez-Ramirez y col., 2017).

En la sangre, las bacterias se encuentran con el sistema inmunitario innato que esta
compuesto esencialmente por neutréfilos, monocitos y el sistema del complemento. La
interaccion entre P. aeruginosa y el sistema inmunitario innato ha sido estudiado
utilizando principalmente cepas seleccionadas y componentes purificados, como las
proteinas del complemento aisladas o fagocitos, o suero, en condiciones diferentes a las
gue se encuentran en la sangre humana. Aunado a esto, se ha descrito que la infeccion
sistémica por P. aeruginosa puede conducir a su vez a la transmisién de patdgenos,
pero, los mecanismos que permiten que las bacterias persistan en la sangre siguen sin
estar claros. Sin embargo, existen numerosos reportes que indican que la exposicién a
sangre o0 suero provoca cambios a nivel transcripcional de genes bacterianos que
participan en la virulencia. Por ejemplo, en Bordetella bronchiseptica, la exposicion a
sangre o suero induce cambios en la expresion de sustanciales y genes asociados con
la virulencia (Gestal y col., 2018). De manera similar en S. aureus la expresion de muchos

factores de virulencia como hemolisinas, enterotoxinas, proteasas y factores para la
_______________________________________________________________________________________________________________|
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adquisicién del hierro se incrementa en presencia de suero (Oogai y col., 2011). Mientras
gue en el hongo M. circinelloides, las esporas que son producidas en medio YPG
suplementado con suero sanguineo muestran mayor virulencia en comparacion con las
esporas crecidas sin la adicion de suero sanguineo (Patifio-Medina y col., 2019). Por otro
lado, en P. aeruginosa la adicion de suero aumento significativamente la expresion de
genes como pvdS, regA y los genes de sintesis de pioverdina, que estan reprimidos por
el hierro, mientras que redujo la expresion de genes de QS (normalmente asociados a
virulencia), durante la fase exponencial temprana de crecimiento, mientras que aumenté

la expresion de estos genes de QS en la fase tardia del crecimiento (Kruczeky col., 2014).

Dado que el sistema TA PumAB fue identificado en un plasmido, preveniente de una
cepa de P. aeruginosa de origen clinico, el objetivo del presente trabajo fue determinar
si el suero sanguineo modificaba la virulencia conferida por el plasmido pUM505 y de la
proteina PumA. Teniendo como antecedente que en P.aeruginosa el suero regula
positiva o negativamente la expresion de genes de virulencia regulados por el sistema
de QS (Kruczeky col.,, 2014), nuestro grupo plante6 como hipétesis que el suero
sanguineo puede regular la virulencia conferida por el plasmido pUM505. Los datos
obtenidos mostraron que en la bacteria P. aeruginosa transformada con el plasmido
pUMS505, el crecimiento en presencia de suero nativo modifica de manera negativa la
virulencia que es conferida por dicho plasmido, indicando que los genes de virulencia
codificados en pUM505 son modulados por componentes de suero sanguineo. Este
resultado fue inesperado, ya que los cultivos fueron obtenidos después de 18 horas de
crecimiento, correspondiente a cultivos de la fase estacionaria de crecimiento, fase de

crecimiento en la que otros grupos de trabajo reportaron que la presencia de suero
I ——
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ocasiono el incremento de genes de virulencia regulados por QS (Kruczeky col., 2014).
Ademas, nuestros datos mostraron que la desnaturalizacion del suero sanguineo no
afecta la virulencia que es conferida por la presencia de pUM505, sugiriendo que los
factores que modulan a los genes de virulencia del plasmido pUM505 son termo
sensibles. Derivado de este hallazgo, se procedi6 a analizar el efecto del suero
sanguineo en genes del plasmido pUM505 que se ha reportado previamente participan
en la virulencia de la bacteria y son regulados por QS, para lo cual se realiz6 el analisis
de su efecto en el sistema TA PumAB.

Los resultados mostraron que contrario a lo que ocurre con la virulencia conferida por
pUMS5O05, la presencia de suero nativo en el medio de cultivo no modifico la virulencia
conferida por la toxina PumA, ya que la cepa P. aeruginosa PAOl1 pumA mostro ser
igual de virulenta después de ser crecida en presencia o ausencia de 10% de suero
nativo, aunque se pudo apreciar una ligera disminucién de la virulencia de PumA en los
ultimos tiempos del ensayo del cultivo crecido en presencia de 20% de suero nativo. Este
ultimo resultado muestra en efecto similar a la disminucion de la virulencia conferida por
el plasmido pUM505 por la presencia del suero nativo, sugiriendo que el suero nativo
regula de manera negativa los genes de virulencia codificados en el plasmido pUM505.
Como ha sido descrito se ha sugerido que la toxina PumA es un factor de virulencia
bacteriano ya que es capaz aumentar la virulencia y la invasibidad de P. aeruginosa
PAO1, tanto en modelo de ratdn como en lechuga (Hernandez-Ramirez y col., 2018).
Por otro lado, la virulencia conferida por la toxina PumA se vi0 modificada por la
presencia de suero desnaturalizado, el crecimiento de la cepa P. aeruginosa PAO1 pumA

con 20% de suero desnaturalizado generé menor virulencia en la cepa, sugiriendo que
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al ser desnaturalizados algunos de los componentes termosensibles del suero, podrian
quedar libres algunos componentes del suero que a su vez impiden que la toxina actle
como un factor de virulencia. Por lo que seria importante analizar la expresion del gen
pumA en presencia y ausencia del suero nativo o desnaturalizado, asi como identificar
componentes del suero implicados en la regulacion. Adicionalmente, los resultados
indicaron que la adicion de suero ya sea nativo o desnaturalizado genero la disminucion
de la capacidad de virulencia conferido por el sobrenadante de la cepa P. aeruginosa
PAO1 pumA, sugiriendo que componentes del suero (no termosensibles) pueden regular
negativamente la virulencia conferida por la toxina PumA, esta regulacion podria ser a
nivel de la expresion del gen o bien a nivel de regulacion de secrecion de la toxina, por
lo que mas estudios son requeridos.

Por otra parte, se determiné que el suero sanguineo también modula la funcion de la
antitoxina PumB, pues la adicién de suero ya sea nativo o desnaturalizado al medio de
cultivo tuvo como consecuencia el aumento de la virulencia de las cepas P. aeruginosa
POA1 pumB y P. aeruginosa PAO1 pumAB. La antitoxina PumB es capaz de neutralizar
los efectos toxicos de la toxina PumA, por lo que al estar presente el sistema completo
PumAB la toxina no es capaz de generar efectos toxicos a la bacteria que lo contiene,
asi como tampoco incrementar la virulencia de la bacteria (Hernandez-Ramirez y col.,
2018). Esto sugiere que componentes del suero no termosensibles pueden regular
negativamente la funcidon de PumB, lo que ocasiona que este no pueda actuar sobre la
toxina PUumA.

En conjunto este trabajo demostro que el suero sanguineo regula de manera compleja a

los genes de virulencia codificados en el plasmido pUM505.
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CONCLUSION

El suero sanguineo modula la funcién de la antitoxina PumB y virulencia conferida por la

toxina PumA del sistema TA PUumAB del plasmido pUM505.
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