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2. RESUMEN

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria patégena oportunista, Gram negativa, ubicua,
se encuentra ampliamente distribuida en el medio ambiente, tanto en el suelo como en
el agua. Es considerada una de las bacterias patdogenas de mayor resistencia a
antibidticos segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). P. aeruginosa se ha
clasificado como una de las bacterias con mayor importancia en el ambito médico, ya
que es una de las responsables de la mayoria de las infecciones intrahospitalarias. El
plasmido pUMS505 de P. aeruginosa incrementa la virulencia al ser transferido a la cepa
de referencia P. aeruginosa PAO1. El plasmido pUM505 fue aislado de una cepa clinica
y posee genes previamente relacionados con la virulencia, como los genes pumA y pumB
que codifican a las proteinas PumA y PumB, respectivamente, que constituyen un
sistema toxina-antitoxina que participa en la virulencia. La proteina PumA aumenta la
virulencia de la bacteria gracias a sus efectos toxicos los cuales son regulados por la
proteina PumB. La proteina PumA pertenece a la familia de toxinas RelE. La proteina
PumB codifica un regulador putativo de 96 aminoacidos, correspondiente a la antitoxina
HTH que pertenece a la familia de antitoxinas Xre. La toxina PumA es capaz de
incrementar la virulencia de P. aeruginosa en hoja de lechuga, el nematodo
Ceanorhabditis elegans y en ratén, efecto que es neutralizado por la antitoxina. Aunado
a esto, se ha demostrado que la presencia de suero sanguineo aumenta la virulencia,
asi como los cambios en la concentracion de glucosa, modifican la virulencia. El objetivo
de este proyecto fue determinar silos cambios en la concentracién de glucosa del medio,
asi como la presencia de suero aumentan la virulencia conferida por el plasmido pUM505

de P. aeruginosa.

Palabras clave: P. aeruginosa, virulencia, toxina, suero sanguineo, glucosa.
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3. ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic pathogenic, Gram-negative, ubiquitous
bacterium, widely distributed in the environment, both in soil and water. It is considered
one of the most antibiotic resistant pathogenic bacteria according to the World Health
Organization (WHO). P. aeruginosa has been classified as one of the most important
bacteria in the medical field, as it is responsible for most hospital-acquired infections. P.
aeruginosa plasmid pUM505 increases virulence when transferred to the reference strain
P. aeruginosa PAO1. The pUMS505 plasmid was isolated from a clinical strain and
possesses genes previously related to virulence, such as the pumA and pumB genes
encoding the PumA and PumB proteins, respectively, which constitute a toxin-antitoxin
system involved in virulence. The PumA protein increases the virulence of the bacterium
due to its toxic effects which are regulated by the PumB protein. The PumA protein
belongs to the RelE family of toxins. The PumB protein encodes a 96 amino acid putative
regulator, corresponding to the HTH antitoxin that belongs to the Xre family of antitoxins.
PumA toxin is able to increase the virulence of P. aeruginosa in lettuce leaf, the nematode
Ceanorhabditis elegans and in mice, an effect that is neutralized by the antitoxin. In
addition, it has been shown that the presence of blood serum increases virulence, as well
as changes in glucose concentration modify virulence. The objective of this project was
to determine whether changes in the glucose concentration of the medium as well as the

presence of serum increase the virulence conferred by P. aeruginosa plasmid pUM505.
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4. INTRODUCCION
4.1 BACTERIAS
Las bacterias se consideran microorganismos procariotas unicelulares, los cuales son

los mas abundante en el mundo (Cervantes, 2019), pueden encontrarse en la mayoria
de los habitats, como lo es en el suelo, aire o en el agua, a altas temperaturas, acidos o
inclusive en desechos radioactivos y su reproduccién es por fision binaria (asexual). Las
bacterias producen sus propios mecanismos de energia y material genético para poder
desarrollarse y crecer (Marcano, 2008). Estos organismos no tienen nucleo, ni poseen
organelos membranosos internos, su pared celular esta compuesta por peptidoglicano,
la mayoria de las bacterias poseen flagelos, no cuentan con citoesqueleto (Fernandez,
2013), y su DNA es en forma de un circulo cerrado (Pirez y Mota, 1999). Su tamano va
de un desde 0,1 um hasta 10 um, aunque la mayoria de las bacterias poseen una media

de 1 um (Murray, y col. 2013; Pirez y Mota,1999).

Las bacterias se diferencian de acuerdo a la forma que presenten:

- Cocos: su forma es esférica, casi no se relacionan con el exterior, cohabitan en
medios ricos en nutrientes; se transmiten por el aire y son resistentes patdégenos.

- Bacilos: su forma es alargada, no necesitan medios ricos en nutrientes ademas
poseen mayor resistencia a antibidticos

- Helicoidales: se encuentran los vibrios, espirilos y las espiroquetas, los cuales poseen
formas de hélice, habitan en medios viscosos por lo que atraviesan con gran facilidad

las mucosas y son transmisibles por contacto (Fernandez, 2013).

4.1.1 Estructura de bacterias
Las bacterias estan constituidas por la capsula, la cual se encuentra principalmente en

bacterias patéogenas que aporta proteccion de la fagocitosis, se encuentra localizada
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fuera de la pared celular. La pared celular se encuentra por fuera de la membrana
plasmatica, siendo una envoltura de peptidoglicano, la pared celular permite diferenciar
bacterias Gram positivas de las Gram negativas. La membrana plasmatica bacteriana se
caracteriza por tener pliegues internos llamados mesosomas, los cuales se encargan de
procesos metabdlicos. Los ribosomas se encuentran libres en el citoplasma y participan
en la sintesis de proteinas y el acido desoxirribonucleico. El nucleoide también conocido
como cromosoma bacteriano, comprende gran parte del DNA de la bacteria, algunas
bacterias contienen plasmidos, que son fragmentos de DNA extracromosomal en forma
de circulo. Los flagelos son filamentos proteicos que aportan movilidad a la bacteria y las
fimbrias o pilli son estructuras filamentosas huecas, que se diferencian de los flagelos ya
que poseen un tamafio menor y su proposito es el intercambio de material genético

(Fernandez, 2013; Pirez y Mota, 1999) (Figura 2).

4.1.2 Clasificacion de bacterias
Las bacterias se pueden ordenar por diferentes aspectos como: su forma, tamano

estructura, crecimiento, sus propiedades quimicas y metabdlicas, genotipo, antigenos,
por sus caracteristicas macroscépicas y microscopicas o por su propiedad de captar la
tincion Gram; siendo esta cualidad la mas utilizada para diferenciar a las bacterias

(Murray y col., 2013; Singleton,1999).

Las bacterias Gram positivas destacan por que se tifien de azul o morado, es ya que el
colorante (cristal violeta) se fija a la pared celular de la bacteria la cual esta constituida

por una capa gruesa de peptidoglicano.

Las bacterias Gram negativas tienden a tefirse de color rojo, esto es debido a que a

diferencia de las bacterias Gram positivas, las bacterias Gram negativas presentan dos
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membranas plasmaticas, por lo que su pared celular es mas redundante que la pared
celular de las baterias Gram positivas, por lo que no pueden retener el colorante
(safranina) con la misma eficacia que las bacterias Gram positivas (Fernandez, 2013;

Murray y col., 2013).

4.2 VIRULENCIA DE LAS BACTERIAS
La virulencia cuantifica el grado de patogenicidad que presenta un agente infeccioso de

acuerdo a su tasa de letalidad, invasividad, lesionar los tejidos del huésped, etc. (Weigel
y col., 2003). Las bacterias presentan diferentes caracteristicas de patogenicidad que le
dan acceso al entorno del hospedero, los cuales se dividen en 2 grupos (Meylan y col.,

2006).

4.2.1 Fase temprana de la infeccion
Las bacterias pueden ingresar al hospedero de diferentes vias como a través de las

mucosas, la piel o por las membranas y dependiendo de su forma de acceso podra

causar si o no enfermedad (Meylan y col., 2006).

Al ingresar al hospedero, la bacteria debe adherirse a las células del tejido para no ser
desechadas (Wu y col., 2008). Esta unién al tejido del hospedero se da mediante
moléculas del patdogeno llamada adhesinas o ligandos. La bacteria se une a través de
receptores los cuales pueden aumentar la capacidad de la virulencia (Meylan, y col.,
2006). Las bacterias pueden presentar varios tipos de adhesinas, como los pilis, las
fimbrias o los flagelos conocidos como fimbriales, o las proteinas de membrana externa
o el acido lipoteicoicos y las proteinas F y M, la cuales son conocidas como adhesinas

afimbriales (Klausen y col., 2003; Murray y col., 2013). Las bacterias pueden agruparse
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y fijarse en la superficie de zonas bidticas y abioticas, estas agrupaciones se le conocen
como biopeliculas o biofilm (Murray y col., 2013). Ademas, también pueden llegar a
tejidos importantes por la via endocitica a través de las células M (Yu y col., 2010). Las
bacterias se pueden desplazar mediante el uso del flagelo, el cual es un suplemento
largo en un extremo que le permite moverse en superficies mucosas que se caracterizar
por secretar liquido, el flagelo les permite a las bacterias moviles poderse transportar y
colonizar. Las fimbrias o pilis son pequefios agregados presentes unicamente en la
membrana externa de bacterias Gram negativas, que se caracterizan por dar soporte a
las adhesinas (Gonzalez-Pedrajo y Dreyfus, 2003). Muchas de las bacterias Gram
negativas presentan sistemas de secrecion de proteinas, donde utilizan fimbrias para
unirse la célula e inyectar proteinas (Lioy y col., 2002). La secrecion en las bacterias
Gram negativas se clasifica en 2 clases compuesta, por tres tipos de sistema de
secrecion con base a su medio de transporte, En las vias Sec-dependientes, las
proteinas que se secretan usan una secuencia sefal en el extremo amino terminal y las
vias Sec-independientes es donde los sustratos se traslocan del citosol al exterior de la

célula (Lioy y col., 2002).

4.2.2 Fase tardia de la infeccion
Las bacterias necesitan de hierro para su crecimiento, pero la escasa concentracion de

hierro libre, obliga a la bacteria a secretar sideréforos, que son proteinas capaces de
atrapar con gran afinidad el hierro, ademas algunas bacterias poseen la capacidad de
producir toxinas para matar a células vecinas y de esta manera obtener hierro (Lambris
y col., 2008; Zipfel y col., 2007). Las bacterias presentan un mecanismo que le da
movilidad intracelular, donde interacciona para evitar los procesos inmunes (Weigel y

col., 2003).
DIANA JACQUELINE ROCHA LARA WE:
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Algunas bacterias tienen capsula que es una capa localizada en la superficie de la
bacteria que aporta proteccion a la misma y tiene la capacidad de lesionar el tejido de la
superficie (Murray, y col., 2013). También presentan un proceso conocido como variacion
antigénica el cual consiste en alterar sus antigenos una vez que el hospedero activa la
respuesta inmunitaria para no ser detectados y no ser afectados (Lambris y col., 2008;

Zipfel y col., 2007).

4.3 P. aeruginosa
Pertenece a la familia Pseudomonadaceae en el orden Pseudomonadales. El género fue

descrito por Walter Migula en 1895 del Bacteriologischen Institut der Technischen
Hocbscule zu Karlsrube en una publicacion donde se mencionaba como “células con
organos polares” (Migula, 1895). P. aeruginosa se aislo por primera vez en 1872 por
Schroeter quien lo nombroé de acuerdo a la palabra “aeruginoso” que significa el color de

cobre oxidado por su caracteristica pigmentacion (Palleroni, 1984).

P. aeruginosa es una bacteria Gram negativa en forma de bastos con medidas de 0,5-1
pm de didmetro y 1,5-5 ym de largo (Peix y col., 2009), posee una coloracion azul
verdoso debido a la produccion de piocianina responsable de varios efectos
citoplasmaticos (May y col., 1991). Es un microorganismo causante de infecciones
nosocomiales oportunistas y abarca del 10-15% de las infecciones nosocomiales del
mundo (Gellatly y Hancock, 2013; Yordanov y Strateva, 2009). Esta bacteria se
caracteriza por requerir el minimo de nutrientes, tolerar concentraciones bajas de
oxigeno, sobrevivir en temperaturas de 4-42°C y por tener gran resistencia a diversos

antibidticos. Esta cualidad le permite sobrevivir en la instrumentacién medica facilitando
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su infeccidn en pacientes inmunocomprometidos, como en pacientes con quemaduras o
con fibrosis quistica (Elliott, 2017). Referente a lo anterior la mayoria de las infecciones
se dan por el uso de catéteres urinarios, catéteres intravenosos o tubos endotraqueales
(Pollack, 2002; Stover y col., 2000). P. aeruginosa ocasiona neumonia, infecciones
urinarias, bacteremias, etc., es responsable de un alto porcentaje de mortalidad en
pacientes con fibrosis quistica y puede provocar dafio a nivel pulmonar en infecciones
cronicas (Breidenstein y col.,, 2011). Puede vivir en medios anaerobios usando el
nitrogeno, ademas es incapaz de fermentar la lactosa (Yordanov y Strateva, 2009) puede
producir proteasas y elastasas que degradan a las proteinas inmunoreguladoras, las

inmunoglobulinas y péptidos (Driscoll y col., 2007).

4.3.1 P. aeruginosa PAO1
Para la rama de la investigacion P. aeruginosa PAO1, posee el genoma bacteriano mas

grande secuenciado, ademas, es la cepa mas utilizada ya que es un patdgeno
oportunista ubicuo y metabdlicamente versatil. Se obtuvo de un aislado PAO australiano.
En el 2000 se secuencio y a partir de la fecha se ha actualizado la informacién, ayudando

a la aceleracion de farmacos y vacunas contra P. aeruginosa (Klockgether y col., 2010).

4.4 FACTORES DE VIRULENCIA DE P. aeruginosa
Esta bacteria es considerada una de las bacterias causante del mayor porcentaje de

infecciones intrahospitalarias, esta propiedad es gracias a que presenta una gran

variedad de factores de virulencia. Los factores de virulencia se dividen en dos grupos:

e Factores pertenecientes de la célula bacteriana
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Flagelo. P. aeruginosa posee de un flagelo el cual aporta movilidad a la bacteria El flagelo
provee a la proteina Flagelar FliD que le da a la bacteria la facultad de adherirse a las
mucosas de la via respiratoria (Arora y col., 1998) y al glicoesfingolipido M1 de las células
epiteliales (Al-Wrafy y col.,, 2016). El flagelo también posee una proteina flagelar
denominada FIiC, responsable de secretar péptidos antimicrobianos al sistema
inmunoldgico, para posteriormente ocasionar muerte celular piroptotica (muerte celular
por la infeccion de patdgenos) por la via de NFkB (Cendra y col., 2017; Kipnis y col.,
2006). Ademas P. aeruginosa anula la regulacién del gen que codifica a la proteina
flagelina produciendo alginato que causa dafio parenquimatoso y evitando la respuesta
inflamatoria (Chotirmall y col., 2012; Rada, 2017). P. aeruginosa posee un pilli tipo IV
capaz de adherirse y genera movilidad de la bacteria de tipo swarming (movilidad
superficial empujado por el flagelo rotando en forma de hélice) el pilli posee cuatro
proteinas PilA, PilB, PilT y PilU. Ademas, el pili IV incorpora las lectinas LEcA y LecB, las

cuales causan dafio multiplicando al patégeno (Al-Wrafy y col., 2016; Persat y col., 2015).

Factores pertenecientes secretados por la célula bacteriana

P. aeruginosa es capaz de producir la acciéon de una capsula de alginato, ademas P.
aeruginosa forma una biopelicula por medio de los cuales esquivan la accién de los
anticuerpos (Faezi y col., 2017). P. aeruginosa, puede formar 2 tipos de biopeliculas:1)
las biopeliculas estructuradas o maduras, son estructuras celulares con separaciones. 2)
las biopeliculas planas o iniciales que se da por la unién de varias bacterias en la

superficie (Kirisits y Parsek, 2006) (Figura 2).

P. aeruginosa posee 5 tipos de sistemas de secrecion de los cuales 3 son los mas

importantes. El sistema de secrecion tipo Ill secreta toxinas importantes como Exo A,
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Exo T, Exo S, Exo U, y ExoY (Woong y col., 2009). El sistema de secrecion tipo Il participa
en la secrecion de la elastasa LasA y LasB que destruyen el colageno para facilitar la
infeccion ya que inhibe las barreras fisicas (Al-Wrafyy col., 2016). El sistema de secrecién
tipo V es el responsable del pigmento azul verdoso caracteristico de P. aeruginosa, que
recibe el nombre de piocianina, el cual produce disfuncién ciliar en el tracto respiratorio
que a su vez provoca inflamacién y dafio celular al interrumpir la cadena transportadora

de electrones mitocondriales (Al-Wrafy y col., 2016) (Figura 2).

4.4.1 Quorum sensing
“Quorum sensing” (QS), es un mecanismo de comunicacion intercelular del cual depende

una poblacién bacteriana, el mecanismo de QS ademas de regular diversos factores de
virulencia como proteasas, exotoxina A, ramnolipidos y sideréforos, lleva a cabo la
produccion y liberacion de autoinductores capaces de aumentar el comportamiento de
la bacteria en funcién de la densidad bacteriana, ayuda a controlar la expresién de genes
que participan en la transferencia de plasmido, bioluminicencia y movilidad en la
expresion de factores de virulencia como proteasas, elastasas y piocianina, en el
movimiento bacteriano tipo swarming y la formacién de biofilm (Diggle y col., 2007;
Waters y Bassler, 2005). P. aeruginosa cuenta con dos sistemas de QS, que sintetizan
las acil homoserin lactonas N-3-oxo-dodecanoyl homoserin lactona (30C12-HSL) y N-

butanoyl-L-homoserin lactona (C4-HLS) (Waters y Bassler, 2005).

Se ha descrito que el sistema de QS controla la expresidén de genes de resistencia a
antibidticos, esto gracias a la adicion exdégena del autoinductor C4- HSL que mejora la
expresion de los genes del sistema MexAB-OprM de resistencia a quinolonas (Maseda y

col., 2004). Lasl produce el primer auoinductor (30C12-HSL), este se une a LasR, el cual
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es un complejo que puede activar genes diana, donde se encuentra el gen lasl, el cual
tiene una retroalimentacion positiva activando de esta manera el primer sistema. Por otro
lado, LasR también activa la expresion de los genes rhIR y rhll, que pertenecen al
segundo sistema de QS. Rhll produce al segundo autoinductor (C4-HLS), el cual se
aglomeray se une a RhIR; reactivando la expresion de los genes rhIR y rhll y produciendo

factores de virulencia (Waters y Bassler, 2005) (Figura 1).
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Figura 1. Mecanismo del sistema de Quorum Sensing en P. aeruginosa. Los dos
sistemas de QS en P. aeruginosa se muestran en color rosa y azul en forma de circulo.
El gen lasR y las proteinas receptoras que forman el complejo autoinductor. LasR se
muestra de color verde. El gen lasl y la proteina Lasl que produce la primera AHL se
muestran de color rosa. Las AHL 3-ox0-C12-HSL se muestran con triangulos de color
rosa. El gen lasR y la proteina LasR se muestran de color verde. El gen rhIR junto con el
complejo autoinductor RhIR se muestran de color amarillo. El gen rhll y la proteina Rhll
que produce la segunda AHL se muestran de color azul. Las AHL C4-HLS se muestran

con triangulos de color azules. (Modificado de Waters y col., 2005).
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Figura 2. Factores de virulencia de P. aeruginosa. P. aeruginosa presenta diferentes
factores que participan en la virulencia, como lo son, el flagelo, los pilis, el sistema de
secrecion, el alginato, el sideroforo, la formacidon de biopeliculas y el Quorum sensing

(modificado de Killough y col., 2022).

4.5 PLASMIDOS
Los plasmidos son moléculas de DNA cuyo tamaro va desde 1000 a 500000 pb. (Pinto

y col., 2012; Zhou y col., 2012). Son elementos genéticos extracromosdmicos circulares,
aunque también se ha encontrado plasmidos lineales. Los plasmidos se pueden

encontrar en casi todas las bacterias y arqueas (Hernandez-Ramirez, 2019). Los
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plasmidos pueden codificar de 1 a cientos de proteinas, sin embargo, rara vez codifican
productos esenciales para el crecimiento celular como los ARN polimerasas o enzimas
del ciclo de los acidos tricarboxilicos (khar, 1997). Los plasmidos pueden replicarse
independientemente del DNA, no son de vital importancia para la vida celular pero los

genes que contiene confieren condiciones de supervivencia para la bacteria.

Los plasmidos codifican caracteristicas fenotipicas como lo es la resistencia a
antibidticos (ampicilina, tetraciclina y kanamicina), la nodulacién de raices de
leguminosas. La produccion de antibidticos como la bacteriocina. confieren resistencia a
metales pesados, ademas, estas moléculas de ADN poseen genes que codifican a
enzimas que incrementan las habilidades nutricionales de la célula, mecanismos de
reparacion de DNA, transposones etc. (Bennett, 2007; Carattoli, 2011; Romero y

Palacios, 1997; Thomas, 2000).

Los plasmidos no garantizan la supervivencia de la célula hospedera, sino que
promueven la adaptacion bacteriana, se encuentran en todas las comunidades
bacterianas aisladas de suelos, aguas, hospitales etc. (Carattoli, 2011; Sorensen y col.,

2005).

Los plasmidos se pueden clasificar de acuerdo al tipo de genes que poseen como:
plasmidos de resistencia, los cuales poseen genes que confieren a la bacteria la
capacidad para combatir algun veneno, antibidtico o metales pesados, plasmidos
degradativos que poseen genes que codifican a sistemas que le permiten a la bacteria
degradar sustancias inusuales de su entorno como la bacteria Burkholderia xenovorans
que posee un plasmido degradativo que degrada compuestos sintéticos. Los plasmidos

también pueden poseer genes que codifican a toxinas o a factores de virulencia que le
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aportan a la bateria mayor capacidad de causar dafio a la célula huésped (Hernandez-

Ramirez, 2019).

4.6 SANGRE
La sangre es un tejido conectivo liquido por el que se comunican los tejidos del

organismo, también se le conoce como tejido sanguineo y proviene del mesénquima que
es un tejido conformado por células indiferenciadas y pluripotentes. Se caracteriza por
ser liquida, tiene un color rojo vivo al circular por las arterias y un color rojo obscuro al
circular por las venas, esta coloracion rojiza es debido a la presencia de hemoglobina en
los eritrocitos; su densidad es dependiendo a la cantidad de eritrocitos, su presion
osmotica y la cantidad de proteinas pero sus estimaciones van de 1040 a 1069 unidades,
su pH va de entre 7.35-7.45, su viscosidad es 5 veces mayor a la del agua y posee un

ligero sabor salado (Montalvo, 2019; Reiriz, 2015).

4.6.1 Funciones y composicion de la sangre
Cuenta con tres funciones principales:

1. Transporte: la sangre transporta oxigeno de los pulmones a todas las células de
cuerpo y didxido de carbono de las células del cuerpo a los pulmones. También lleva
a cabo el transporte de nutrientes y hormonas del tracto gastrointestinal a las células,
también se encarga de transportar los desechos de los 6rganos para ser expulsados
del cuerpo.

2. Regulacion: la sangre mantiene la homeostasis de los liquidos del cuerpo. Regula el
pH con sustancias amortiguadoras, apoya a el ajuste de la temperatura corporal por

las propiedades de absorcidén de calor del agua en el plasma sanguineo.
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3. Proteccion: al recibir una lesion la sangre cuenta con una funcion de coagulacién lo

que previene la perdida excesiva de sangre, ademas, previene de enfermedades por

la accién de los glébulos blancos que son transportador por la sangre (Tortora y

Derrickson, 2006).

La sangre del cuerpo tiende a coagularse por o que es necesario un anticoagulante
como la heparina, citrato de sodio o de potasio, acido etildiaminotetracético o EDTA, que
al centrifugarse; se sedimentar en el fondo las células, también se forma una delicada
capa blanca compuesta por leucocitos y plaquetas y en la parte superior de color
amarillento el plasma que corresponde a un 55% de la muestra mientras que el 45%

restante lo ocupan los eritrocitos (Montalvo, 2019; Reiriz, 2015).

El plasma esta compuesto por un 90% de agua y el 10% restante se dividen en
componentes inorganicos compuesta por cationes como sodio, potasio, calcio, magnesio
y aniones como cloruros, fosfatos, sulfatos y bicarbonato. Por otra parte, la sangre
también se divide en componentes organicos compuesto por vitaminas, glucosa, lipidos,
hormonas, aminoacidos y proteinas plasmaticas como la albumina. La albumina
corresponde un 55% de las proteinas totales del plasma, sintetiza en el higado y su
funcidn es trabajar como molécula transportadora de lipidos y hormonas en la sangre, es
causante de la presion oncética para la regulacion del paso de agua y solutos por los
capilares, ademas, también transporta bilirrubina, aminoacidos, hormonas, farmacos,
etc. Otra de las proteinas que contiene la sangre es la globulina, que corresponde al 40%
de las proteinas en el plasma, se dividen en a-globulinas, p-globulinas y y-globulinas,
siendo las dos primeras sintetizadas en el higado y responsables del transporte de lipidos
y vitaminas liposolubles en la sangre. Las y-globulinas, ademas, son los anticuerpos que
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le brindan proteccion al organismo de las infecciones. Y finalmente el 5% restante de las
proteinas del plasma corresponden al fibrinbgeno responsable de la coagulacién de la

sangre sintetizado por el higado (Carmona, 2013; Reiriz, 2015).

4.7 SUERO SANGUINEO
El suero corresponde a la parte liquida de la sangre compuesto por agua con albumina,

hormonas, vitaminas, oxigeno, nitrégeno, glucosa, grasa, minerales y diéxido de carbono

(Carmona, 2013; Montalvo, 2019).

4.7.1 Efecto del suero sanguineo en la virulencia en microorganismos
Se ha comprobado que el uso de suero sanguineo aumenta la virulencia en diferentes

microorganismos. Se ha estudiado que el uso de suero en el medio de cultivo, la bacteria
Staphylococcus aureus aumenta la expresion de varios factores de virulencia en
comparacién con el medio de cultivo sin suplemento de suero, dichos factores
corresponden a hemolisinas, enterotoxinas, proteasas y factores de adquisicion de hierro
(Oogai, 2011). Otro estudio realizado en el hongo Mucor circinelloides mostré el aumento
en la virulencia de las esporas del hongo al adicionar al medio de cultivo YPG suero
sanguineo nativo, sugiriendo que esto se debe a que el suero sanguineo nativo aumenta
la interleuina-6 y la interleucina-1B, que son proteinas inhibidoras de macréfagos-2

(Patifio y col., 2019).

4.8 GLUCOSA
Se le considera el monosacarido mas abundante, esta constituido por 6 atomos de

carbono, aporta energia a las células por lo que es una molécula esencial para la vida.
P. aeruginosa degrada a la glucosa mediante dos vias; una via extracelular que lleva a

cabo la oxidacion de la glucosa a gluconato por la enzima glucosa deshidrogenasa, y la
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via intracelular donde se lleva a cabo la oxidacion de la glucosa por la ruta metabdlica

Entner-Doudoroff (Rojas y col., 2006).

4.8.1 Efecto de la glucosa en la virulencia de microorganismos
La virulencia puede ser afectada por la concentracion de glucosa en el medio de cultivo.

En E. coli 0157; H7 bajo concentracion de glucosa en el medio de cultivo disminuye la
expresion de genes. El establecimiento de una infeccidn requiere la presencia y
expresion de genes de virulencia (Me Kalanos, 1992). En Listeria monocytogenes la
expresion de la listeriolisina O (una hemolisina que participa en la virulencia) se reduce
a las concentraciones de glucosa (>0 = a 0.3%) en el medio de cultivo. Sugiriendo que
el efecto de la glucosa se debe a que induce un cambio en el pH del medio (Datta y
Kothary,1993). La concentracion de glucosa en el medio también afecta la movilidad de
las bacterias, en Proteus mirabilis, una enterobacteria asociada a interacciones entre
humanos, 1% de glucosa en el medio diminuye el movimiento swarming. Algo similar fue
reportado en P. aeruginosa, en donde la movilidad tipo swimming es dependiente de

cambios en la concentracion de glucosa del medio (Recuperado en Gotta y col., 2022).

En el 2016 se llevo a cabo un estudio en Leishmania donovani en la que se disminuyo la
cantidad de glucosa adicionada al medio de cultivo lo que aumento la metaciclogénesis
(proceso de transformar los promastigones de Leishmania en formas mas infectivas
capaces de sobrevivir en el huésped) y aumento la virulencia por la autofagia mediada
por la subunidad reguladora de la proteina cinasa A. La baja concentracion de glucosa
induce a la bacteria a entrar en un estado de estrés oxidativo dandole una mayor
virulencia (Saini y col., 2016). Otro estudio realizado en Entamoeba histolytica menciona

que la falta de glucosa aumenta la virulencia (Ayala, 2011).
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4.9 SISTEMA TOXINA-ANTITOXINA (TA)
Los sistemas TA son muy abundantes en arqueas y bacterias, los sistemas TA confieren

un sistema post-segregacional que interfieren con la proliferacion de células libres de
plasmidos. Los sistemas TA son codificados por un gen que codifica a una toxina estable
y un gen que codifica una antitoxina inestable, los genes se encuentran formando un

operon (Buts y col., 2005; Gerdes y col., 2005).

Los sistemas TA son localizados en plasmidos o cromosomas bacterianos y eliminan a
células que no tienen plasmido. Aunado a esto se ha descrito que los sistemas TA inhiben
procesos esenciales como la replicacion, traduccién, biosintesis de ATP y la sintesis de

pared celular (Jurénaité y col., 2013).

Algunas toxinas de los sistemas TA corresponden a proteinas que interrumpen procesos
celulares esenciales para la proliferacion; por el contrario, las antitoxinas son moléculas
que pueden ser proteinas o ARN, que inhiben la actividad de la toxina (Buts y col., 2005;
Gerdes y col., 2005). Ademas, se ha descrito la antitoxina bloquea la accién de la toxina
siempre y cuando esté presente el plasmido en la célula, cuando se pierde el plasmido,
la antitoxina se degrada y la toxina genera efectos toxicos sobre funciones vitales las

cuales pueden ser irreversibles o producir la muerte celular (Kasari y col., 2013).

4.9.1 Caracteristicas generales de los sistemas TA
Los genes que codifican a la antitoxina suelen estar dispuestos de manera adyacente a

los genes que codifican a la toxina. La proteina antitoxina impide la accion de la proteina
antitoxina dandole estabilidad al sistema TA al perderse el operdon o el plasmido que
posee el operon TA, la antitoxina producida se degrada, ya que bioquimicamente es mas

inestable que la toxina, por accion de RNasas o proteasas celulares. Por otra parte, la
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proteina toxina es mas estable bioquimicamente lo que le permite ejercer su efecto toxico
en ausencia de la antitoxina, atenuando sobre la diana celular, generando virulencia y
ocasionando la muerte de la célula. Las toxinas pueden alterar diferentes funciones
celulares como la traduccion, replicacion, formacion del citoesqueleto, integridad de la
membrana y biosintesis de la pared celular (Buts y col., 2005; Van Melderen y Saavedra

De Bast 2009) (Figura 3).
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Figura 3. Esquema del funcionamiento del sistema toxina-antitoxina TA.
Representacion de una bacteria con plasmido que posee un sistema TA, el plasmido
codifica a la antitoxina que bloqueando a la toxina. La pérdida del plasmido inactiva la
sintesis nueva antitoxina y la antitoxina almacenada es degradada por RNasas o
proteasas celulares permitiendo que la toxina ejerza efectos téxicos provocando la

muerte celular. (modificado de Lobato, 2015).
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5. ANTECEDENTES

P. aeruginosa es una bacteria Gram negativa considerada una de las principales
bacterias causantes de infecciones oportunistas en humanos, puede llegar a infectar
desde humanos a plantas, se ha observado que los determinantes de la virulencia de P.
aeruginosa son codificados en el genoma y que estos pueden variar entre los distintos
tipos de cepas por genes adicionales codificados en plasmidos e islas gendmicas

(Ramirez-Diaz y col., 2011).

El plasmido pUM505 (Figura 4). Se aisldé por primera vez de una cepa clinica de P.
aeruginosa de un paciente hospitalizado en Morelia, Michoacan, México. Posee un
tamano de 123,322 pares de bases (pb), contiene 138 regiones codificantes, de los
cuales 64 codifican a proteinas, 15 codifican a elementos moviles, 13 se relacionan con
la transferencia, 13 poseen resistencia a metales, 13 codifican al metabolismo y 5 se

relacionan en la regulacion transcripcional (Ramirez-Diaz y col., 2011).

Ademas, el plasmido pUM505 posee una regién conocida como isla de patogenicidad
(PAI) con 67 kb, y una region de resistencia a metales con 31 kb. La isla de patogenicidad
posee 78 marcos de lectura abierto de los cuales 64 de ellos se encuentran en las PAls
PAPI-1 y PAPI-2 del cromosoma de la cepa de P. aeruginosa PA14, un aislado clinico

altamente virulento (He y col., 2004).
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Figura 4. Esquema del plasmido pUM505 de P. aeruginosa. Las regiones marcadas
con flechas o puntas de flechas indican el sentido de la transcripcion. Representadas en
el cuadro se encuentra las proteinas codificadas con sus posibles funciones. La barra
roja corresponde a la isla de patogenicidad (PAI) la cual se encuentra dividida en forma
de mosaico de color azul, naranja y verde. La barra negra corresponde a la isla de
resistencia a metales. Se muestra el origen de la replicacion ori y los genes
correspondientes a la transferencia conjugativa y replicacion. Se muestra los genes
relacionados con la residencia a mercurio (HgR) y a cromato (CrR) (Modificada de

Ramirez-Diaz y col., 2011).

Realizando ensayos en modelo de virulencia en hojas de lechuga la presencia se
determind que la virulencia de P. aeruginosa PAO1 se incrementa al tener el plasmido
pUMS505 (Figura. 4) (Rodriguez-Andrade y col., 2015).
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Figura 5. Efecto de la virulencia del plasmido pUM505 en P. aeruginosa PAO1 en el
modelo de infeccién en hojas de lechuga. Los datos corresponden a seis
experimentos diferentes con desviacion estandar (DE). El analisis de varianza con
relacion al control PAO1 se indican por *** P < 0.001 (Prueba de Tukey) (modificado de

Magana, 2022).

El plasmido pUM505 ademas de poseer genes que codifican a mecanismos de
resistencia a metales, posee genes que codifican a un sistema toxina-antitoxina TA El
sistema TA, codificado en el plasmido pUM505 confiere estabilidad al plasmido, ademas,
la toxina codificada por el sistema TA incrementa la virulencia de la bacteria (Hernandez-
Ramirez y col., 2017). El sistema toxina-antitoxina PumAB del plasmido pUMS505 es
codificado los orf (Open Reading Frames) 123 y 124 (Fig.5) (Hernandez-Ramirez y col.,
2017). El orf 123 codifica a la toxina PumA y el orf 124 codifica a la antitoxina PumB, la
toxina PumA es la responsable de aumentar la virulencia y es neutralizada por la
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antitoxina PumB (Figura 6). Se comprobo que la virulencia conferida por la toxina PumA
esta regulada por el sistema de Quorum Sensing (QS), ya que al ser transferido el orf
123 a la cepa P. aeruginosa lasl/rhll, la cual es una mutante del sistema Lasl y Rhll de
QS, la bacteria mostré virulencia, sugiriendo que la toxina renombrada como PumA es
modulado por QS (Hernandez-Ramirez y col., 2020). La suplementacion quimica de la
mutacion en el QS por la adicidén de los autoinductores C4-AHL y 3-oxoC12-AHL en el
medio de crecimiento de P. aeruginosa lasl/rhll (pUC_pumA) restableciendo la virulencia
de la bacteria, comprobando que el QS regula la virulencia conferida por la toxina PumA

(Hernandez-Ramirez y col., 2020).

orf123  orf124

99 aa | :_'{_,' 96 aa

4 pb

Figura 6. Sistema TA del plasmido pUM505 de P. aeruginosa. Las flechas azules
corresponden a los genes pumA (orf123) y pumB (orf124), traslapados por 4 pares de
bases. Se indica el tamafio en aminoacido (aa) de la toxina y la antitoxina. Representado
en gris los genes colindantes del operon pumAB (Obtenida de Hernandez-Ramirez,

2015).

Adicionalmente se determiné que la toxina PumA del sistema Toxina-Antitoxina aumenta
la virulencia de P. aeruginosa PAO1. En modelo de raton se observa un incremento en

las unidades formadoras de colonia de la bacteria con el orf 123 en los tejidos del ratén
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correspondientes a corazon, pulmon y rifidn, con respecto a los tejidos infectados con la

bacteria sin el gen (Hernandez-Ramirez, 2015).

La adicién de 10% y 20% de suero sanguineo a cultivos de la cepa de P. aeruginosa
pUMS505 disminuye la virulencia de la bacteria sobre nematodos, sugiriendo que el suero
regula negativamente los factores de virulencia codificados en el plasmido pUM505
(Magana, 2022). Ademas, el cultivo de la cepa de P. aeruginosa que posee el gen pumA,
pumB o pumAB suplementado con 10% se suero, mostraron un incremento en la
virulencia en C. elegans (Figura.7) en comparacion a los cultivos sin suero, sugiriendo
que el suero tiene un efecto positivo en la virulencia conferida por la toxina PumA, pero

negativo en la antitoxina PumB (Magafia, 2022).

Si bien estos antecedentes mostraron que la virulencia codifica por genes del plasmido
pUMS505 puede ser modulada por el suero sanguineo, no se evalud si en general la
virulencia de P. aeruginosa PAO1, fondo genético en el que el plasmido pUM505 esta

presente, también se modulo por el suero

Sin embargo, los estudios previamente descritos no evaluaron el efecto de suero en la
virulencia de P. aeruginosa PAO1, cepa que fue empleada como fondo genético para la

recepcion y estudio del plasmido pUM505 y de los genes pumA, pumB y pumAB.

Ademas, como se describié en la introduccion la concentracién de glucosa en el medio
de cultivo afecta la expresién de genes de virulencia y de otros factores como el
movimiento swarming que también es importante para la virulencia. Por lo que es de
interés evaluar el efecto del suero sanguineo en la virulencia de P. aeruginosa PAO1,

asi como determinar si hay cambios en la concentracion de glucosa, modifican la
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virulencia conferida por el plasmido pUM505 y los genes pumA, pumB y pumAB en

ausencia y presencia de suero.

M9
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Figura 7. Efecto de la adicién de suero sanguineo en la virulencia conferida por los
genes del sistema toxina-antitoxina PumAB de pUM505. Grupos de 20 nematodos
fueron incubados con 1 x 10% (¥1 x 10* UFC 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). (Magana, 2022).
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6. JUSTIFICACION

P. aeruginosa es una bacteria patégeno oportunista que es fuente de infecciones en
humanos. El plasmido pUM505 contribuye con virulencia de P. aeruginosa. 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 PAO1 es
capaz de incrementar la virulencia de la bacteria. Por lo que es de interés evaluar el
efecto del suero sanguineo en la virulencia de P. aeruginosa PAO1, asi como determinar
si los cambios en la concentracién de glucosa, modifican la virulencia conferida por el
plasmido pUM505 o a los genes pumA, pumB y pumAB en ausencia y presencia de

suero.

7. HIPOTESIS

El suero sanguineo y la glucosa regulan la virulencia conferida por el plasmido pUM505

y por el operéon pumAB en P. aeruginosa.
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8. OBJETIVO GENERAL

Determinar los cambios en la concentracidon de glucosa del medio, asi como la presencia

de suero aumentan la virulencia conferida por el plasmido pUM505 de P. aeruginosa.

9. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar el efecto del suero sanguineo en la virulencia de P. aeruginosa PAO1.

2. Determinar el efecto del del cambio de concentracidén de glucosa en el medio de
cultivo sobre la virulencia de las cepas.

3. Analizar el efecto de la glucosa sobre los niveles de virulencia conferida por las

bacterias crecidas en presencia o ausencia de suero sanguineo.
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10. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Crecer P. aeruginosa (pUM505) y
P. aeruginosa PAO1

l ,,

Realizar pruebas de virulencia Obtener de los cultivos bacterianos
en C. elegans utilizando los el sobrenadante. Realizar pruebas
cultivos bacterianos de virulencia en C. elegans

l

Realizar a cada uno tratamientos en
presencia y ausencia de suero sanguineo
a una concentracion de 5%

v

[ Graficar el porcentaje de }

sobrevivencia de C. elegans

Crecer P. aeruginosa (pUM505) y
P. aeruginosa PAO1

l |

Realizar pruebas de virulencia Obtener de los cultivos bacterianos
en C. elegans utilizando los el sobrenadante. Realizar pruebas
cultivos bacterianos de virulencia en C. elegans

l l

Disminuir la concentracién de glucosa al
0.2% y 0.5% de los tratamientos
respectivamente

l
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Realizar a cada uno tratamientos en
presencia y ausencia de suero sanguineo
a una concentracion de 5%

Graficar el porcentaje de
sobrevivencia de C. elegans

Crecer P. aeruginosa PAO1 pumA, P.
aeruginosa PAO1 pumB y P. aeruginosa

PAO1 pumAB
Realizar pruebas de virulencia Obtener de los cultivos bacterianos
en C. elegans utilizando los el sobrenadante. Realizar pruebas
cultivos bacterianos de virulencia en C. elegans

l l

Realizar a cada uno tratamientos en
presencia y ausencia de suero sanguineo
a una concentracion de 5%

v

Graficar el porcentaje de
sobrevivencia de C. elegans
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Crecer P. aeruginosa PAO1 pumA, P.
aeruginosa PAO1 pumB y P. aeruginosa

PAO1 pumAB
l \4
Realizar pruebas de virulencia Obtener de los cultivos bacterianos
en C. elegans utilizando los el sobrenadante. Realizar pruebas
cultivos bacterianos de virulencia en C. elegans

l |

Disminuir la concentracion de
glucosa al 0.5% de los tratamientos
respectivamente

\ 4

Realizar a cada uno tratamientos en
presencia y ausencia de suero sanguineo
a una concentracion de 5%

l

Graficar el porcentaje de
sobrevivencia de C. elegans
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11. MATERIALES Y METODOS

11.1 Medios de cultivo
a) Medio M9: sales minerales M9 (Sigma), glucosa 20 mM, CaCl2-2H20 0.1 mM y

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

b) Medio Luria Bertani (LB): NaCl 1%, peptona de caseina 1% y extracto de levadura
0.5%.

c) 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.

11.2 Cepas
a) P. aeruginosa PAO1 (Coleccién de la Dra. Iglewski’s) (Lil et al, 2007) esta cepa no

contiene plasmidos, es sensible a rifampicina y estreptomicina se emple6 como cepa
control en cuestién a la virulencia conferida por el plasmido pUM505.

b) P. aeruginosa PAO1 (pUM505) esta cepa contiene el plasmido pUM505.

c) E. coli JM101, cepa utilizada para el crecimiento de los nematodos.

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

e) 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).

f) P. aeruginosa pumAB, cepa de P. aeruginosa PAO1 transformada con el plasmido
pUC-pumAB, que contiene el operéon pumAB clonado en el vector pUCP20

(Hernandez-Ramirez y col., 2017).
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11.3 Suero
El suero sanguineo utilizado fue donado por el centro estatal de transfusion sanguinea

del estado de Michoacan y obtenido de hombres sanos de 20 y 30 afios de edad.

11.4 Glucosa
BDBioxon.

11.5 Cultivos celulares
Los cultivos bacterianos de las cepas P. aeruginosa se crecieron en medio M9 a 37°C

de 18 a 22 horas, preparado con diferentes concentraciones de glucosa y suplementado

0 no con suero nativo diferente (con concentraciones de glucosa).

11.6 Obtencion de extractos libres de células
Los cultivos bacterianos de las cepas P. aeruginosa crecidos en medio M9 en presencia

y ausencia de suero nativo a 37°C de 18 a 22 horas, y fueron centrifugados por 5 minutos
a 12,000 rpm. El sobrenadante fue transferido en un tubo eppendorf limpio y fue

empleado en ensayos posteriores.

11.7 Virulencia en el modelo de nematodo Caenorhabditis elegans
Previamente se crecieron preindculos de las cepas de interés, en medio M9 a 37°C toda

la noche. Los nematodos C. elegans se crecieron durante 5-6 dias, en una placa con
medio NGM (medio de crecimiento de nematodos) hasta conseguir la edad adulta, a
18°C para realizar el ensayo de virulencia en una placa de 96 pozos, se coloco 1.5 uL
(correspondiente a una concentracion de 1x10° (+1x10%) UFC) de las cepas de interés y
se llevo a un volumen final de 200 pL con medio M9, en esterilidad se adicion6 18-20
nematodos por pocillo 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
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no tienen movimiento. Al finalizar se graficd el porcentaje de sobrevivencia contra el

tiempo en que fueron observados los nematodos.

Para los ensayos con sobrenadante de los cultivos bacterianos, los nematodos fueron
incubados con 150 pl del sobrenadante bacteriano resuspendido previamente en medio
M9 en un volumen total de 1 ml. El sobrenadante empleado fue obtenido de un cultivo
con una concentracion de 1x108 (x1x10*) UFC posteriormente las placas de los
nematodos con el sobrenadante fueron incubados a 18°C determinando el % de
nematodos vivos cada 6 horas. Los ensayos fueron realizados con una N de 2 por

duplicado.
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12. RESULTADOS

12.1 Efecto del suero sanguineo en la virulencia de P. aeruginosa PAO1
Como se describié en antecedentes, la adicion de suero sanguineo afecta la virulencia

conferida por el plasmido pUM505, sin embargo, no se analiza el efecto del suero en la
virulencia de la cepa P. aeruginosa PAO1, que ademas de servir como receptor del

plasmido pUM505, posee virulencia a diferentes hospederos.

Por tanto, se evalud el efecto de la adicion de suero sanguineo en la virulencia,
empleando ensayos de virulencia con el C. elegans. Los resultados mostraron que la
adicion de suero al medio de cultivo del crecimiento de la bacteria genero una ligera
disminucidon en la sobrevivencia de los nematodos a las 24 y 30 horas del ensayo,
sugiriendo un aumento en la virulencia de la bacteria por la presencia del suero (Figura
8). Los resultados observados son similares a los obtenidos para la cepa de P.

aeruginosa pUM505, donde como era de esperarse el suero aumento la virulencia.

Este dato sugiere que los genes de virulencia codificados en el cromosoma de P.

aeruginosa PAO1 también son modulados por moléculas presentes en el suero.

12.2 Efecto del sobrenadante de P. aeruginosa PAO1 crecido en presencia de
suero sanguineo en la virulencia
Para conocer el efecto del sobrenadante de P. aeruginosa PAO1 en la virulencia, se

llevaron a cabo ensayos en C. elegans utilizando los sobrenadantes de las cepas de P.
aeruginosa PAO1 y P. aeruginosa pUM505, para lo cual los cultivos creados previamente
fueron centrifugados vy filtrados para obtener el sobrenadante libre de células. Los
resultados mostraron que la incubacion de los nematodos con el sobrenadante del cultivo
de P. Aeruginosa PAO1 disminuyendo ligeramente la sobrevivencia de los nematodos a

las 24 y 30 horas del ensayo (Figura 9), sugiriendo un aumento de la virulencia del
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sobrenadante. Este efecto no fue observado en el caso del sobrenadante de P.
aeruginosa pUMb505, el cual genero el mismo nivel de sobrevivencia de los nematodos.
Estos datos sugieren que los factores de virulencia codificados en el cromosoma de P.

aeruginosa PAO1 que son secretados pueden ser modulados por el suero sanguineo.
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Figura 8. Efecto del suero nativo en la virulencia. Grupos de 15-20 nematodos se
incubaron con 1 x 10° (+1 x 10%) Unidades Formadoras de Colonias de P. aeruginosa
PAO1 y P. aeruginosa pUM505, crecidas previamente en presencia y ausencia de suero
sanguineo nativo al 5% (SN). La mezcla de nematodos y UFC se incubaron a 19°C, para
posteriormente determinar la cantidad de nematodos vivos cada 6 horas. Los datos
muestran la media de duplicados de 2 ensayos independientes.
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Los datos corresponden a un analisis de varianza ANOVA bidireccional, *** es P< 0.001

y *es P<0.05.
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Figura 9. Efecto del sobrenadante de las cepas de P. aeruginosa crecidas en
presencia de suero en la virulencia. Grupos de 15-20 nematodos se incubaron con el
sobrenadante de 1 x 10° (+1 x 10*) Unidades Formadoras de Colonias de P. aeruginosa
PAO1 o P. aeruginosa pUM505, crecidas anteriormente en presencia o ausencia de
suero sanguineo nativo al 5% (SN) Los nematodos se incubaron a 19°C, para
posteriormente determinar la cantidad de nematodos vivos cada 6 horas. Los datos

muestran la media de duplicados de 2 ensayos independientes.
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12.3 Efecto de la adicion de suero sanguineo en la virulencia conferida por genes
del plasmido pUM505 en crecimiento con alta concentracion de glucosa.
El medio de cultivo empleado para los ensayos de virulencia M9, es un medio minimo

que contiene 2% de glucosa como fuente de carbono. Con el propdsito de evaluar el
efecto de cambios en la concentracidn de glucosa sobre en efecto generado por el suero
al 5% en la virulencia de las bacterias, primeramente, se realizaron ensayos de virulencia
de diversas cepas de P. aeruginosa empleando el medio M9 con concentraciéon estandar

de glucosa para el crecimiento bacteriano.

Se evalud la virulencia de las cepas de P. aeruginosa pumAB, P. aeruginosa pumAy P.
aeruginosa pumB, los cuales poseen a los genes pumA y pumB, respectivamente
quienes codifican a proteinas del sistema toxina-antitoxina PumAB, previamente

relacionado con la virulencia (Hernandez-Ramirez y col., 2017).

Los resultados mostraron como se esperaba que la sobrevivencia de los nematodos
disminuyo hasta aproximadamente el 15% en presencia de P. aeruginosa pumA
(Figura9). Sin embargo, los resultados mostraron que la adicién de suero nativo al 5%
en el medio M9 no modifico la virulencia de la bacteria (Figura 10). Contrario a lo
observado para los nematodos incubados con las UFC de P. aeruginosa pumB o P.

aeruginosa pumAB, donde el suero induce a un crecimiento de la virulencia (Figura 10).

12.4 Efecto del sobrenadante de P. aeruginosa pumAB, P. aeruginosa pumAy P.
aeruginosa pumB crecidos en presencia de suero nativo en la concentracion
Se realizaron ensayos de virulencia utilizando el sobrenadante de P. aeruginosa pumA,

P. aeruginosa pumB y P. aeruginosa pumAB crecidos nuevamente en presencia o
ausencia de suero sanguineo nativo Los resultados mostraron una disminucion en la

sobrevivencia del nematodo C. elegans al ser incubados con el sobrenadante las cepas
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de P. aeruginosa pumAB y P. aeruginosa pumB de cultivos crecidos en presencia de
suero sanguineo nativo (figura 11). Estos datos confirman que el suero regula la
virulencia de factores de virulencia como el sistema toxina-antitoxina PumAB que son

codificados por el plasmido pUM505.
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Figura 10. Efecto del suero nativo en la virulencia conferida por el sistema toxina-
antitoxina PumAB del plasmido pUM505. Grupos de 15-20 nematodos se incubaron
con 1 x 10° (1 x 10%) Unidades Formadoras de Colonias de P. aeruginosa PAO1
transformadas con vectores que poseen el gen pumA, pumB o pumAB, respectivamente,
crecidas previamente en presencia 0 ausencia de suero sanguineo nativo al 5% (SN).

Los nematodos se incubaron a 19°C, posteriormente se determind la cantidad de

DIANA JACQUELINE ROCHA LARA Rk



Laboratorio de microbiologia Lﬁ

-
nematodos vivos cada 6 horas. Los datos muestran la media de duplicados de 2 ensayos

independientes.
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Figura 11. Efecto del sobrenadante de cultivos creados en presencia de suero
nativo en la virulencia conferida por el sistema toxina-antitoxina PumAB del
plasmido pUM505. Grupos de 15-20 nematodos se incubaron con el sobrenadante
obtenido de 1 x 10° (1 x 10%) Unidades Formadoras de Colonias de P. aeruginosa PAO1
transformadas con vectores que poseen los genes pumA, pumB o pumAB, crecidas
previamente en presencia o ausencia de suero sanguineo nativo al 5% (SN). Los

nematodos se incubaron a 19°C, posteriormente se determind la cantidad de nematodos
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vivos cada 6 horas. Los datos muestran la media de duplicados de 2 ensayos

independientes.

12.5 Efecto de la concentracion de glucosa en el medio de cultivo en la regulacion
de la virulencia generada por el suero nativo
Con el propésito de evaluar, el efecto de la concentracion de glucosa en el medio de

cultivo sobre el efecto del suero en la regulacién de la virulencia bacteriana se realizaron
ensayos de virulencia empleando cultivos de las cepas de P. aeruginosa PAO1 y P.
aeruginosa pUM505, crecidos en medio M9 suplementado con 0.5% de glucosa y en
presencia o ausencia de suero sanguineo. Los resultados mostraron que en ambas
cepas el crecimiento en M9 al 0.5% de glucosa (Figura 12). Genero mayor virulencia la
adicion del suero sanguineo nativo. La sobrevivencia del nematodo C. elegans incubado
con P. aeruginosa pUMS505 crecidas en suero sanguineo en la virulencia del cultivo
crecido en presencia de suero sanguineo llego al 0% en comparacion con la cepa que
no fue crecida con suero sanguineo nativo que tuvo una sobrevivencia del 20%. Los
resultados obtenidos para la cepa de P. aeruginosa PAO1 crecido en M9 con 0.5% de
glucosa, de igual manera mostro un aumento en la virulencia del cultivo crecido en
presencia de suero sanguineo en donde la sobrevivencia de los nematodos paso de 70%
a 50% al final del ensayo (Figura 12). Estos datos indicaron que la concentracion de
glucosa en el medio de cultivo altera el efecto del suero sanguineo en la virulencia de la

bacteria.

12.6 Efecto del sobrenadante de la concentracién de glucosa en el medio de
cultivo en la regulacion de la virulencia generada por el suero nativo
Se realizaron ensayos de virulencia utilizando los sobrenadantes de las cepas P.

aeruginosa PAO1 y P. aeruginosa pUM505 de cultivos en M9 suplementados con 0.5%
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de glucosa y crecidos en presencia o ausencia de suero sanguineo. Los resultados
obtenidos mostraron que los nematodos incubados en presencia de los sobrenadantes
provenientes de los cultivos suplementados con suero sanguineo fueron mas virulentos
que los sobrenadantes de cultivos sin suero (Figura 13). Ademas, los resultados
mostraron que la disminucion de la concentracidn de glucosa en el medio M9 claramente
mejoro la virulencia de los sobrenadantes, en comparacién con la virulencia de los

sobrenadantes obtenidos de cultivos de M9 con 2% de glucosa (Figura 9y 13).

El crecimiento de las bacterias en medo M9 con 0.5% de glucosa aumento el efecto del
suero sanguineo sobre la virulencia de las cepas, el sobrenadante de P. aeruginosa
PAO1 proveniente de cultivos crecidos con suero sanguineo, disminuyendo la
sobrevivencia de los nematodos hasta aproximadamente 40% en comparacion de la
virulencia de los sobrenadantes del cultivo sin suero que fue de aproximadamente 65%
(Figura 13). Resultados similares se observaron en el sobrenadante de P. aeruginosa
pUMS505 provenientes de los cultivos crecidos con suero sanguineo que generan una
sobrevivencia de 0% en comparacion con la virulencia de los nematodos con
sobrenadantes del cultivo sin suero que fue de 8% (Figura 13). Estos datos indican que

la concentracion de glucosa en general tiene un efecto en la virulencia de las bacterias.
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Figura 12. Efecto de la glucosa al 0.5% en la virulencia de las cepas de P.
aeruginosa crecidas en presencia o ausencia de suero sanguineo. Grupos de 15-20
nematodos se incubaron con 1 x 10° (1 x 10%) Unidades Formadoras de Colonias de P.
aeruginosa PAO1 y P. aeruginosa pUM505, crecidas previamente en presencia o
ausencia de suero sanguineo nativo al 5% (SN) en medio M9 con una concentracion de
glucosa al 0.5%. Los nematodos fueron incubados a 19°C, posteriormente se determino
la cantidad de nematodos vivos cada 6 horas. Los datos muestran la media de duplicados

de 2 ensayos independientes.
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Figura 13. Efecto de laglucosaal 0.5% en la virulencia de los sobrenadantes de las
cepas de P. aeruginosa. Grupos de 15-20 nematodos se incubaron con sobrenadante
obtenido de cultivos de M9 con 0.5% de glucosa con 1 x 10% (1 x 10%) Unidades
Formadoras de Colonias de P. aeruginosa PAO1 y P. aeruginosa pUM505, crecidas
previamente en presencia 0 ausencia de suero sanguineo nativo al 5% (SN). Los
nematodos se incubaron a 19°C, para posteriormente determinar la cantidad de
nematodos vivos cada 6 horas. Los datos muestran la media de duplicados de 2 ensayos

independientes.
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12.7 Efecto de una menor concentracion de glucosa al en el medio de cultivo en
la regulacion de la virulencia generada por el suero nativo
Nuevamente, con el propdsito de evaluar el efecto de la concentracion de glucosa en el

medio de cultivo sobre el efecto del suero en la regulacion de la virulencia bacteriana se
realizaron ensayos de virulencia empleando cultivos de las cepas de P. aeruginosa PAO1
y P. aeruginosa pUM505, crecidos en medio M9 suplementado con 0.2% de glucosa y
en presencia o ausencia de suero sanguineo. Los resultados mostraron que en ambas
cepas el crecimiento en M9 al 0.2% de glucosa (Figura 14). Generando mayor virulencia
la adicion del suero sanguineo nativo. La sobrevivencia del nematodo C. elegans
incubado con P. aeruginosa pUM505 crecidas en suero sanguineo en la virulencia del
cultivo crecido en presencia de suero sanguineo llego al 28% en comparacion con la
cepa que no fue crecida con suero sanguineo nativo que tuvo una sobrevivencia del 40%
en un lapso de tiempo de 24horas. Los resultados obtenidos para la cepa de P.
aeruginosa PAO1 crecido en M9 con 0.2% de glucosa, de igual manera mostro un
aumento en la virulencia del cultivo crecido en presencia de suero sanguineo en donde
la sobrevivencia de los nematodos paso de 75% a 55% en un lapso de tiempo de 24horas
al final del ensayo (Figura 14). Estos datos indicaron que la concentracion de glucosa en
el medio de cultivo altera el efecto del suero sanguineo en la virulencia de la bacteria.
Los resultados mostraron que la disminucion de la concentracion de glucosa en el medio
M9 claramente mejoro la virulencia de las cepas, en comparacion con la virulencia de los

ensayos de cultivos de M9 con 0.5% de glucosa (Figura12).
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12.8 Efecto del sobrenadante una menor concentracién de glucosa en el medio
de cultivo en la regulacion de la virulencia generada por el suero nativo
Nuevamente Se realizaron ensayos de virulencia utilizando los sobrenadantes de las

cepas P. aeruginosa PAO1 y P. aeruginosa pUM505 de cultivos en M9 suplementados
con 0.2% de glucosa y crecidos en presencia o ausencia de suero sanguineo. Los
resultados obtenidos mostraron que los nematodos incubados en presencia de los
sobrenadantes provenientes de los cultivos suplementados con suero sanguineo fueron
mas virulentos que los sobrenadantes de cultivos sin suero (Figura 15). Ademas, los
resultados mostraron que la disminucién de la concentracion de glucosa en el medio M9
claramente mejoro la virulencia de los sobrenadantes, en comparacion con la virulencia
de los sobrenadantes obtenidos de cultivos de M9 con 0.5% de glucosa (Figura 9, 13y

15).

El crecimiento de las bacterias en medo M9 con 0.2% de glucosa aumento el efecto del
suero sanguineo sobre la virulencia de las cepas, el sobrenadante de P. aeruginosa
PAO1 proveniente de cultivos crecidos con suero sanguineo, disminuyendo la
sobrevivencia de los nematodos hasta aproximadamente 55% en comparacién de la
virulencia de los sobrenadantes del cultivo sin suero que fue de aproximadamente 61%
en un lapso de 24horas (Figura 15). Resultados similares se observaron en el
sobrenadante de P. aeruginosa pUM505 provenientes de los cultivos crecidos con suero
sanguineo que generan una sobrevivencia de aproximadamente 25% en comparacion
con la virulencia de los nematodos con sobrenadantes del cultivo sin suero que fue de
aproximadamente 43% en un lapso de 24 horas (Figura 15). Estos datos indican que la

concentracion de glucosa en general tiene un efecto en la virulencia de las bacterias.
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Figura 14. Efecto de la glucosa al 0.2% en la virulencia de las cepas de P.
aeruginosa. Grupos de 15-20 nematodos se incubaron con 1 x 10% (1 x 10%) Unidades
Formadoras de Colonias de P. aeruginosa PAO1 y P. aeruginosa pUM505, crecidas con
anticipacion en presencia y ausencia de suero sanguineo nativo al 5% (SN) con una
concentracion de glucosa al 0.2%. los nematodos se incubaron a 19°C, para
posteriormente determinar la cantidad de nematodos vivos cada 6 horas. Los datos

muestran la media de duplicados de 2 ensayos independientes.
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Figura 15. Efecto del sobrenadante de cultivos crecidos en M9 con glucosa al 0.2%
en la virulencia de las cepas de P. aeruginosa. Grupos de 15-20 nematodos se
incubaron con sobrenadante proveniente de 1 x 10° (+1 x 10%) Unidades Formadoras de
Colonias de P. aeruginosa PAO1 y P. aeruginosa pUM505, crecidas previamente en
presencia o ausencia de suero sanguineo nativo al 5% (SN) en medio M9 suplementado
con una concentracion del 0.2%. Los nematodos se incubaron a 19°C, posteriormente
se determind la cantidad de nematodos vivos cada 6 horas. Los datos muestran la media

de duplicados de 2 ensayos independientes.
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12.9 Efecto de la concentracion de glucosa en el medio de cultivo en la regulacion
de la virulencia generada por el suero nativo en los genes del plasmido
pUMS05

El medio de cultivo empleado para los ensayos de virulencia M9, que contiene 0.2% de

glucosa Se evalud la virulencia de las cepas de P. aeruginosa pumAB, P. aeruginosa
pumA y P. aeruginosa pumB, los cuales poseen a los genes pumA y pumB,
respectivamente quienes codifican a proteinas del sistema toxina-antitoxina PumAB,

previamente relacionado con la virulencia (Hernandez-Ramirez y col., 2017).

Los resultados mostraron como se esperaba que la sobrevivencia de los nematodos
disminuyo hasta aproximadamente el 19% en presencia de P. aeruginosa pumA (Figura
16). Sin embargo, los resultados mostraron que la adicion de suero nativo al 5% en el
medio M9 no modifico la virulencia de la bacteria (Figura 16). Contrario a lo observado
para los nematodos incubados con las UFC de P. aeruginosa pumB o P. aeruginosa

pumAB, donde el suero induce a un crecimiento de la virulencia (Figura 16).

12.10 Efecto del suero sanguineo nativo al 5% en la virulencia de P. aeruginosa
PAO1 con la toxina PumA, la antitoxina PumB y la toxina-antitoxina PumAB
Se realizaron nuevamente ensayos de virulencia utilizando el sobrenadante de P.

aeruginosa pumA, P. aeruginosa pumB y P. aeruginosa pumAB crecidos en presencia o
ausencia de suero sanguineo nativo. Los resultados mostraron una disminucion en la
sobrevivencia del nematodo C. elegans al ser incubados con el sobrenadante las cepas
de P. aeruginosa pumAB y P. aeruginosa pumB de cultivos crecidos en presencia de
suero sanguineo nativo (figura 17). Estos datos confirman que el suero regula la
virulencia de factores de virulencia como el sistema toxina-antitoxina PumAB que son

codificados por el plasmido pUM505.
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Figura 16. Efecto de la glucosa al 0.2% en la virulencia conferida por el sistema
toxina-antitoxina PumAB del plasmido pUM505. Grupos de 15-20 nematodos se
incubaron con 1 x 10° (1 x 10%) Unidades Formadoras de Colonias de P. aeruginosa
PAO1 transformadas con vectores que poseen el gen pumA, pumB o pumAB, crecidas
al 0.2% de glucosa en presencia y ausencia de suero sanguineo nativo al 5% (SN). Los
nematodos se incubaron a 19°C, para posteriormente determinar la cantidad de
nematodos vivos cada 6 horas. Los datos muestran la media de duplicados de 2 ensayos

independientes.
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Figura 17. Efecto del sobrenadante de cultivos crecidos en M9 con glucosa al 0.2%
en la virulencia conferida por el sistema toxina-antitoxina del plasmido pUM505.
Grupos de 15-20 nematodos se incubaron con sobrenadante previamente de 1 x 10° (+1
x 10%) Unidades Formadoras de Colonias de P. aeruginosa PAO1 transformadas con
vectores que poseen el gen pumA, pumB o pumAB, crecidas al 0.2% de glucosa en
presencia o0 ausencia de suero sanguineo nativo al 5% (SN) para posteriormente
centrifugarlas para obtener el sobrenadante. Los nematodos se incubaron a 19°C,
posteriormente se determind la cantidad de nematodos vivos cada 6 horas. Los datos

muestran la media de duplicados de 2 ensayos independientes.
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13. DISCUSION

P. aeruginosa es considerada una de las principales bacterias que pueden causar
infecciones, en esta agrupacion se encuentran bacterias como Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, especies de Klebsiella, enterococos, estreptococos y
estafilococos coagulasa negativos. En paises de altos ingresos este grupo de bacterias
poseen un pronéstico de una tasa de mortalidad del 40%, que van de 113 a 204 por cada
100, 000 habitantes, aunado a que son uno de los principales responsables de las
infecciones en las unidades de cuidados intensivos. P. aeruginosa es considerada una
bacteria patdégeno oportunista asociada a infecciones nosocomiales, con una tasa de
mortalidad elevada. Esta bacteria posee la capacidad de sobrevivir en diferentes
ambientes como plantas, animales y humanos. P. aeruginosa puede sobrevivir en el
cuerpo humano gracias a diversos factores de virulencia y mecanismos que le permiten
evadir la defensa del huésped, cruzando asi las barreras epiteliales y endoteliales para

llegar al torrente sanguineo (Pont y col., 2020).

El plasmido pUMS505 fue aislado de una cepa clinica de P. aeruginosa de un paciente
hospitalizado, este plasmido confiere resistencia a cromato y mercurio. El plasmido
pUMS505 es un replicdn circular con 123,322 pares de bases (pb) y contiene 138 regiones
codificantes que posee dos islas gendmicas las que contienen genes implicados en la
resistencia a metales y en la virulencia, respectivamente (Ramirez Diaz y col., 2011,

Rodriguez-Andrade y col., 2015).

Una de las islas gendmicas del plasmido pUM505 se clasifico como una isla de
patogenicidad (PAI) dado a que posee genes que codifican a proteinas que participan en

la virulencia de la bateria (Rodriguez-Andrade y col., 2015). La PAI de pUM505 contiene

DIANA JACQUELINE ROCHA LARA Nk



Laboratorio de microbiologia Z’\ﬁ

=
los orfs 123 y 124 (renombrados como pumA y pumB) que codifican al sistema toxina-
antitoxina PumAB. El orf123 codifica a la toxina PumA y el orf124 codifica a la antitoxina
PumB. La proteina PumA aumenta la virulencia de la bacteria gracias a sus efectos
toxicos los cuales son regulados por la proteina PumB. La proteina PumA pertenece a la
familia de toxinas RelE. La proteina PumB codifica una proteina de 96 aminoacidos,
homologa a las antitoxinas tipo HTH de los sistemas toxina- antitoxina, PumB es un

regulador de la transcripcion de los orfs 123 y 124 (Hernandez-Ramirez y col., 2023).

Cuando las bacterias se localizan en la sangre, estas se encuentran en presencia del
sistema inmunitario del huésped. Se ha reportado que la infeccion sistémica por P.
aeruginosa puede aumentar la transmision de patdégenos, sin embargo, los mecanismos
que permiten que las bacterias persistan en la sangre no se conocen. Diversos estudios
han evaluado la interaccion de las bacterias y el sistema inmunitario del huésped,
reportando que la exposicion de los microorganismos a la sangre o el suero sanguineo
provoca cambios de la transcripcional de genes bacterianos que participan en la
virulencia (Magafa, 2022). Un ejemplo es lo reportado en la bacteria Bordetella
bronchiseptica, que al ser expuesta en sangre y suero se produjeron cambios
transcripcionales sustanciales en la bacteria, aumentando sus genes asociados a
virulencia, ademas de producir antigenos (Gestal y col., 2018). De igual manera el
crecimiento de Sthapylococcos aureus en presencia de suero ocasiona el aumento de
factores de virulencia como las hemolisinas, enterotoxinas, proteasas y factores de
adquisicién de hierro (Oogai, 2011). En el hongo Mucor circinelloides se ha reportado
que la virulencia de las esporas aumenta al adicionar suero sanguineo en el medio de

cultivo YPG (Patifio-Medina y col., 2019). Mientras que en P. aeruginosa la adicién de
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suero al medio de cultivo condujo durante la fase temprana de crecimiento al aumento
en la expresion de diferentes genes como pvdS, regA y los genes de sintesis de
pioverdina y redujo la expresion de los genes del QS, sin embargo, en la fase tardia el

suero aumento la expresion de los genes de QS (Kruczek y col., 2014).

Por otro lado, ha sido ampliamente descrito que la glucosa es una fuente de energia, P.
aeruginosa degrada a la glucosa mediante dos vias; una via extracelular que lleva a cabo
la oxidacion de la glucosa a gluconato por la enzima glucosa deshidrogenasa, y la via
intracelular donde se lleva a cabo la oxidacidn de la glucosa por la ruta metabdlica
Entner-Doudoroff (Rojas y col., 2006). Sin embargo, la disminucién de la concentracion
de glucosa en la bacteria genera un aumento en la virulencia (Rojas y col., 2006). En L.
donovani la disminucién en la cantidad de glucosa condujo a un aumento en la virulencia
de la bacteria, sugiriendo que esto se debe a que, al disminuir la cantidad de glucosa, la
bacteria entra en un estado de estrés oxidativo (Saini y col., 2016). De igual manera la
falta de glucosa en el medio de crecimiento de E. histolytica genero el aumento de la
virulencia de la bacteria, reafirmando la hipétesis de que la disminucion de la glucosa en

el medio de crecimiento aumenta la virulencia de las bacterias (Anaya, 2011).

El analisis de efecto del suero sanguineo en la virulencia de P. aeruginosa que posee el
plasmido pUM505, mostro que el suero sanguineo nativo modifica de manera positiva la
virulencia conferida por el plasmido, al incrementar la virulencia de la bacteria, sugiriendo
que componentes del suero sanguineo modulan los genes de virulencia del plasmido
pUM505 (Magana, 2022). El plasmido pUM505 es un plasmido conjugativo que fue
aislado de una cepa clinica de P. aeruginosa (Ramirez-Diaz y col., 2011). El plasmido
pUM505 posee a pumA y pumB que codifican a un sistema Toxina Antitoxina (TA)
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denominado PumAB (Ramirez-Diaz y col., 2011). La proteina PumA del sistema TA,
codifica a una toxina tipo RelE, la cual mostr6 que cuando se expresa de manera
individual en E. coliy P. aeruginosa es capaz de incrementar la virulencia de las bacterias
(Hernandez-Ramirez y col., 2018). La antitoxina PumB por su parte es capaz de
neutralizar los efectos toxicos generados por la toxina PumA, esto cuando el gen pumB
es coexpresado con el gen pumA, indicando que el sistema PumAB desempefia un papel
importante en la virulencia de las bacterias que los poseen (Hernandez-Ramirez y col.,
2018). El estudio de efecto del suero sanguineo en la virulencia conferida por el sistema
PumAB del plasmido pUM505 mostré que el crecimiento bacteriano en presencia de
suero disminuye la virulencia conferida por la toxina PumA (cuando esta se expresa de
manera individual), sin embargo, el suero aumento la virulencia de la bacteria cuando se
expreso el gen pumB (que codifica a la antitoxina PumB) o los genes pumA y pumB de
manera conjunta, permitiendo concluir que el suero sanguineo modifica la virulencia
conferida por genes presentes en el plasmido pUMS505 (Magafa, 2022). Estos resultados
fueron similares con respecto a los reportado por otros grupos de trabajo, los cuales
reportaron que la presencia de suero aumentd la expresién de genes relacionados con

la virulencia y la capacidad de dafio de las bacterias (Kruczeky col., 2014).

Teniendo como antecedente que en P. aeruginosa, el suero regula positiva o
negativamente la expresion de genes de virulencia codificados en el plasmido pUM505
en este trabajo se planted determinar primero el efecto del suero sanguineo en la
virulencia de la cepa de P. aeruginosa PAO1, cepa que fue empleada como receptora
del plasmido pUM505, y segundo, el efecto de cambios en la concentracion de la glucosa

en el medio de cultivo sobre la virulencia y el efecto del suero sanguineo en las bacterias.
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Este estudio mostro que el suero sanguineo también modifica la virulencia codificada por
genes presentes en el cromosoma de P. aeruginosa PAO1, ya que la presencia del suero
en el medio de cultivo incremento ligeramente la virulencia de la bacteria. Sin embargo,
el efecto fue menor con respecto al incremento en el nivel de virulencia generado por el
suero en la cepa de P. aeruginosa pUM505, sugiriendo que un mayor numero de genes
codificados en el plasmido pUM505 son modulados por el suero o bien que el suero
induce a un mayor cambio en la expresion de genes codificados en el plasmido pUM505,

por lo que se requieren mas estudios para evaluar estos planteamientos.

La disminucién de glucosa en el medio de cultivo de la bacteria P. aeruginosa con el
plasmido pUM505 mostré un aumento en la virulencia conferida por el plasmido. Estudios
previos mostraron que la disminucién de glucosa en los medios de crecimiento de las
bacterias gener6 al aumento de la virulencia, sugiriendo que esto se debe a que al
disminuir la falta de nutrientes la bacteria entra a un estado de estrés oxidativo y que el
incremento en el estrés oxidativo genera el aumento de la virulencia (Saini y col., 2016).
Esto sugiere que algo similar podria ocurrir en el caso de la virulencia conferida por los
genes del plasmido pUM505, donde el estrés inducido por la disminucion de glucosa
modifique la virulencia, sin embargo, mas estudios son necesarios para argumentar esta

hipétesis.

Por otro lado, se determind que tanto la adicibn de suero sanguineo nativo y la
disminucién de glucosa tuvo como consecuencia el aumento de la virulencia de las cepas
P. aeruginosa pumB y P. aeruginosa pumAB. La antitoxina PumB actua como un
regulador que inhibe la expresion del sistema PumAB aunado a que degrada al

mensajero del gen pumA (que codifica a la proteina pumA), estos mecanismos tienen
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como consecuencia que la antitoxina PumB actué neutralizando los efectos téxicos de la
toxina PumA, por lo que al estar presente el sistema completo PumAB la toxina no es
capaz de generar efectos tdxicos a la bacteria que lo contiene, asi como tampoco
incrementar la virulencia de la bacteria (Hernandez-Ramirez y col., 2018). Lo que sugiere
que tanto el suero sanguineo como la disminucion de glucosa al medio de cultivo pueden
regular negativamente la funcién de PumB, lo que impide que esta pueda actuar sobre

la toxina PumA.

Este trabajo demostré que tanto el suero sanguineo nativo como la concentracion de
glucosa en el medio de cultivo pueden modificar la virulencia de las bacterias que es

codificada por genes del plasmido pUM505.
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14. CONCLUSION

El suero sanguineo y los cambios en la concentracion de glucosa del medio en presencia
0 ausencia de suero aumenta la virulencia conferida por el plasmido pUM505 de P.

aeruginosa.
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