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RESUMEN

El plasmido pUM505 fue aislado de una cepa clinica de Pseudomonas aeruginosa
y tiene un tamafio de 123 kilobases (kb), posee una isla de patogenicidad (PAI)
con 78 genes, de los cuales 64 han sido encontrados en las PAls PAPI-1 y PAPI-2
de P. aeruginosa PA14, un aislado clinico mas virulento que la cepa de referencia
P. aeruginosa PAOL. Sin embargo, no se ha determinado si pUM505 es capaz de
incrementar la virulencia de P. aeruginosa. Ademas, se sabe que el sistema de
“Quorum-sensing” regula varios procesos con base en la densidad celular, uno de
los procesos regulados por este sistema es el de virulencia; existen estudios en
donde al mutar los genes que codifican a las sintasas Lasl y Rhll de PAO1, ésta
disminuye su virulencia. El objetivo del presente trabajo fue determinar si pUM505
incrementa la virulencia de PAOL e identificar los genes responsables de conferir
dicho fenotipo. Empleando el modelo de virulencia de hojas de lechuga se
determiné que el plasmido incrementa la virulencia de PAOL. Posteriormente se
gener6é una biblioteca de genes del plasmido pUM505 de 120 clonas en
Escherichia coli, 15 de éstas mostraron un fenotipo virulento. Posteriormente los
plasmidos recombinantes se transfirieron a PAO1, donde se encontré que los
plasmidos recombinantes pEH 8, 24, 26 y 28 incrementaron la virulencia en ambas
especies bacterianas. La transferencia de estos plasmidos en las mutantes lasl y
lasl/rhll de P. aeruginosa no incremento la virulencia, sugiriendo que los genes
clonados en dichos plasmidos son regulados por el sistema de “Quorum-sensing”.
Se obtuvo la secuencia de los fragmentos clonados en dichos plasmidos

recombinantes, identificando a los orfs 2, 17, 26, 94 y 111 de pUM505, como
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homologos a genes previamente relacionados con virulencia. Ademas, se
encontraron los orfs 93 y 97, localizados fuera de la PAlI de pUMS505.
Adicionalmente se identificaron los orfs 1 y 16, no relacionados previamente en
patogenicidad y al orf 42 ya relacionado a virulencia, los cuales al ser transferidos
a E. coli incrementaron su virulencia, solamente el orf 42 increment6 la virulencia
de P. aeruginosa. Con los resultados obtenidos se puede concluir que genes del
plasmido pUM505 incrementan la virulencia de E. coli y P. aeruginosa y que los
mecanismos de virulencia codificados por estos genes pueden ser modulados por

el sistema de “Quorum-sensing”.

Palabras clave: Pseudomonas aeruginosa, pUM505, isla de patogenicidad,
virulencia.



Abstract

Plasmid pUM505 was isolated from a clinical strain of Pseudomonas aeruginosa
and has a size of 123 kilobases (kb), has a pathogenicity island (PAI) with 78
genes, of which 64 have been found in the PAIs PAPI-1 and PAPI 2 from P.
aeruginosa PA14, a clinical isolate more virulent than the reference strain P.
aeruginosa PAOL. However, it has not been determined whether pUM505 is able
to increase the virulence of P. aeruginosa. Furthermore, it is known that the system
"Quorum-sensing" regulates various processes based on the cell density, one of
the processes covered by this system is the virulence; there are studies in which
the mutated genes encoding the synthases Lasl and Rhll of PAO1, it decreases
their virulence. The aim of this study was to determine whether pUM505 increases
the virulence of PAO1 and identify the genes responsible for this phenotype. Using
the model of virulence of lettuce leaves was determined that the plasmid increases
the virulence of PAOLl. Subsequently a gene library of plasmid pUM505 was
generated, 120 clones were generated in Escherichia coli, 15 of these showed a
virulent phenotype. Then the recombinant plasmids were transferred to PAO1,
which found that recombinant plasmids PEH 8, 24, 26 and 28 increased virulence
in both bacterial species. The transfer of these plasmids into the lasl and lasl/rhll
mutants of P. aeruginosa don't increased the virulence, suggesting that the cloned
genes in these plasmids are regulated by the system of "Quorum-sensing”. The
sequence of the cloned fragments in these recombinant plasmids was obtained,

identifying the orfs 2, 17, 26, 94 and 111 from pUM505 as previously homologous
3



to genes related to virulence. In addition, orfs 93 and 97 were found, located
outside the PAI of pUM505. Additionally the orfs 1 and 16 not related to virulence
and orf 42 previously related to virulence, were transferred to E. coli increased
virulence, only orf 42 increased the virulence of P. aeruginosa. With the results
obtained it can be concluded that the plasmid genes pUMS505 increase the
virulence of E. coli and P. aeruginosa and mechanisms encoded by these genes

can be modulated by the system "Quorum-sensing".

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, pUM505, island of pathogenicity, virulence.



INTRODUCCION

1.1. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria Gram-negativa ampliamente distribuida
en el ambiente, incluyendo lagos, rios, suelos y plantas (Green y col., 1974;
Rhame, 1979); esta puede utilizar el nitrdgeno como un aceptor de electrones para
respirar bajo condiciones anaerdbicas, tiene un minimo de requerimiento
nutrimental y puede crecer a temperaturas arriba de 42 °C. Ademas, P. aeruginosa
puede infectar a diferentes organismos, incluyendo levaduras (Hogan y Kolter,
2002), al nematodo Caenorhabditis elegans (Mahajan-Miklos y col., 1999),
insectos (Jander y col., 2000), plantas (Elrod y Braun, 1942; Rahme y col., 1995) y
mamiferos (Glazebrook y col., 1978; Hammer y col., 2003). Asi mismo, se ha
descrito que esta bacteria emplea los mismos determinantes de virulencia para
infectar diferentes hospederos, desde plantas hasta humanos (Fajardo y col.,
2008). En humanos, esta bacteria ha sido considerada como un patégeno
oportunista y es una causa significante de infecciones agudas (neumonia
adquirida en hospitales, infecciones del tracto urinario e infecciones en heridas),
asi como de infecciones cronicas (infecciones respiratorias en individuos con
fibrosis quistica) (Battle y col., 2008). El genoma de P. aeruginosa tiene dos
caracteristicas que le permite explorar diferentes nichos ambientales e infectar un
amplio rango de hospederos. Estos son: su genoma tiene un tamafno aproximado
de 6.3 megabases (Mb) (Stover y col., 2000), uno de los mas grandes entre las
bacterias, lo que le confiere versatilidad medioambiental; y que contiene un gran
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namero de islas gendmicas. Cerca del 90 % del cromosoma de P. aeruginosa esta
conservado entre las diferentes cepas (Wolfgang y col.,, 2003), pero insertado
dentro del genoma “core”, estan las islas gendmicas, las cuales pueden o no estar
presentes en diferentes cepas (Schmidt y col., 1996). Sin embargo, a pesar de la
aparente similitud genética entre diversas cepas de P. aeruginosa, existen
diferencias en el fenotipo de patogenicidad que son debidas a los genes de las
islas gendmicas especificas de cada cepa (Lee y col.,, 2006). Una de las
principales cepas usadas en el laboratorio es P. aeruginosa PAO1, ésta fue
aislada de una herida, siendo la primer cepa de P. aeruginosa secuenciada y es
ampliamente usada en estudios de investigacion (Holloway, 1955). El genoma de
PAQOL1 posee un gran numero de genes involucrados en la regulacion, catabolismo,
transporte y expulsion de factores de virulencia, ademas de codificar proteinas de
membrana involucradas en adhesion, motilidad y eflujo de antibidticos, al igual que

varios sistemas de quimiotaxis (Stover y col., 2000).

1.2. Islas gendmicas

Las islas gendémicas (IG) son reconocidas como segmentos de DNA discretos
entre cepas cercanas, sin embargo, éstas han sido mas estudiadas debido a que
contribuyen a la adaptacién y diversificacion de los microorganismos, teniendo asi
un impacto significante en la plasticidad gendomica y la evolucién, en la
diseminacién de genes involucrados en resistencia a antibiéticos y en la virulencia
(Juhas y col., 2008). Algunas de las IGs son capaces de integrase dentro del
cromosoma del hospedero, asi como transferirse a un nuevo hospedero por

transposicién, conjugacion o transduccion (Juhas y col., 2008). Las caracteristicas



principales de una isla gendémica son: 1) usualmente son regiones de DNA que
tienen tamafnos entre 10 a 200 kilobases (kb); 2) éstas son reconocidas por el
contenido de nucle6tidos de guanina y citosina (GC), que comunmente difieren del
resto del cromosoma; 3) estdn a menudo insertadas junto a genes que codifican
para tRNA, en tales casos éstas podrian ser elementos integrativos y conjugativos;
4) a menudo estan flanqueadas por repetidos invertidos perfectos o casi perfectos
(RI) (Schmidt y Hensel, 2004); 5) en ocasiones contienen genes que codifican
integrasas o factores relacionados a sistemas de conjugacién de plasmidos o
fagos involucrados en la transferencia de las IGs; 6) a veces contienen elementos
de insercion o transposones, los cuales podrian estar implicados en la
movilizacion de material genético (Buchrieser y col., 1998; Gal-Mor y Finlay, 2006)
y 7) las islas algunas veces contienen genes que proporcionan una ventaja
adaptativa para la bacteria hospedera. En la Figura 1, se muestra la estructura
general de una isla gendmica. Se ha descrito que las IGs surgieron
evolutivamente, esto se puede observar debido a la aparicion de superfamilias de
elementos analogos al genoma “core” (Juhas y col., 2007; Vernikos y Parkhill,
2008). Existen algunos ejemplos de IGs encontradas en diferentes cromosomas
bacterianos, una de ellas es la isla CMGI-1, encontrada en
Cupriavidus metallidurans “CH34” y en Cupriavidus campinensis; ésta fue la
primer isla gendmica que atrajo la atencion de los investigadores, debido a que se
encontré en varias cepas aisladas de ambientes contaminados con aguas negras
y metales pesados (Larbig y col.,, 2002). Otra IG es PAGI-2C de 109 kb,
identificada en P. aeruginosa “Clone C”, aislada de pacientes con fibrosis quistica

y en C. metallidurans “‘CH34” (Klockgether 'y  col., 2007).
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Isla genémica
CROMOSOMA CROMOSOMA

@0 —E—
\ J
|

Genes adaptativos

Figura 1. Estructura general de una isla gendémica. Esquema de la estructura
general de una isla gendomica, en donde se representan sus principales
caracteristicas: (IS) secuencias de insercion en los extremos de la isla; (DR)
secuencias de remocién; gen que codifica una integrasa; comunmente junto a

genes que codifican tRNA; genes adaptativos (Juhas y col., 2008).



1.2.1. Islas de patogenicidad

Cuando las IGs, contienen genes que codifican determinantes de virulencia, como
toxinas, invasinas, adhesinas, proteinas efectoras, etc., son referidas como islas
de patogenicidad (PAI) (Dobrindt y col., 2004). Este concepto de isla de
patogenicidad se establecié a finales de 1980 por Hacker quien investigd las
bases genéticas de la virulencia de las cepas uropatdégenas de E. coli UPEC 536 y
J96 (Knapp y col., 1986; Hacker y col., 1990), se identificaron segmentos similares
de DNA con mas de un gen ligado a virulencia (Low y col., 1984; High y col., 1988;
Hacker y col., 1990). Sin embargo, la observacién de que incluso un evento simple
de eliminacién resultaba en la pérdida de grupos de genes ligados a la virulencia
junto con segmentos adicionales de DNA de mas de 30 kb, permitio la definicion
de “isla de DNA patogénica” que posteriormente se le llamo “isla de patogenicidad”
(Hacker y col., 1990; Blum y col., 1994). Hacker adicionalmente demostré que la
eliminacién de una PAI permite la pérdida de un fenotipo de patogenicidad, lo que
sugirid6 que tales eliminaciones son mecanismos genéticos que modulan la
virulencia de las bacterias (Hacker y col., 1983; Knapp y col., 1985; Hacker y col.,
1990). Un ejemplo bien descrito de isla de patogenicidad que contribuye en la
variacion de la virulencia en cepas P. aeruginosa es la familia de las islas que
contienen al gen exoU (Kulasekara y col., 2006), el cual codifica la proteina
efectora tipo Il ExoU, la cual presenta un efecto citotoxico in vitro. Ademas, en
estudios clinicos, la presencia de esta toxina se asocia con un resultado clinico
negativo entre los pacientes con infeccion por P. aeruginosa (Finck-Barbancon y

col., 1997; Hauser y col., 1998; Sato y Frank, 2004). La isla PAGI-1 tiene un



tamafio de 49 kb y fue la primer isla de patogenicidad identificada en P.
aeruginosa (Liang y col., 2001). Ademas, se han identificado otras islas de
patogenicidad, entre ellas las islas PAPI-1 y PAPI-2, las cuales se identificaron en
un aislado clinico altamente virulento: P. aeruginosa PA14 (PA0976.1) (He y col.,

2004).

1.3. Factores de virulencia

Los patdgenos bacterianos infectan a una amplia variedad de hospederos, en
todos los casos, los patdgenos pueden tener la capacidad para reconocer,
asociarse con la explotacion de la reserva de nutrientes y combatir las respuestas
de defensas de su hospedero especifico (Rahme y col., 2000). Para acoplarse a
estas tareas, los patdgenos usan un arsenal extenso de factores relacionados a
virulencia. Muchos de los factores de virulencia en bacterias son especificos para
un hospedero (Finlay y Falkow, 1997). Sin embargo, se han revelado
caracteristicas comunes de las respuestas de defensa del hospedero en contra de
patdgenos de plantas, insectos y mamiferos (Kopp y Medzhitov, 1999). Usando a
la cepa de P. aeruginosa PA14, se evidencio que esta bacteria usa un subconjunto
de factores de virulencia para provocar la enfermedad tanto en plantas (A.
thaliana), como en mamiferos (ratones) (Rhame y col., 1995; Finlay y col., 1999;
He y col., 2004), en C. elegans (Mahajan-Miklos y col., 1999; Tan y col.,1999; Tan
y Ausubel, 2000), en el insecto Galleria melonella (Jander y col., 2000), asi como
en Drosophila melanogaster (Lutter y col., 2012).

Los factores de virulencia de P. aeruginosa facilitan la invasion de tejidos y la

propagacion, en la que se incluyen al pilus, al flagelo, endotoxinas, exotoxinas,
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factores de permeabilidad vascular y una variedad de enzimas secretadas (Fink,
1993). Las proteasas de P. aeruginosa degradan diversas proteinas del hospedero
y tienen un efecto destructivo directo en los tejidos (Kawaharajo y col., 1975); un
ejemplo es la elastasa (LasB), una metaloproteasa con baja especificidad de
sustrato, que degrada las proteinas del hospedero, tales como elastina, colageno,
transferinas e inmunoglobulinas (Galloway, 1991). La elastasa actia con las
proteasas LasA y las proteasas alcalinas que causan una elastolisis eficiente, la
cual es requerida para el dafio del tejido asociado con la patogénesis de P.
aeruginosa (Peters y Galloway, 1990).

Otro ejemplo de factor de virulencia de P. aeruginosa es la capsula de alginato, la
cual juega un rol esencial en la infeccion pulmonar crénica en pacientes con
fibrosis quistica (Ohman y col., 1980). Finalmente, los lipopolisacaridos han sido
reportados como un factor importante de virulencia (Pitt, 1989). Algunos de los
factores de virulencia son regulados por factores externos o internos de la célula;
por ejemplo, la fosfolipasa C es regulada por la disponibilidad de fosfato (Pritchard
y Vasil, 1986; Shortridge y col., 1992), mientras que la exotoxina A y la elastasa
son reguladas por la concentracion de hierro en el medio de crecimiento (Grant y
vasil, 1986; Iglewski y col., 1990). Ademas, la produccion de un gran namero de
exoproductos, incluyendo elastasa, proteasa alcalina, la proteasa LasA,
hemolisina, piocianina y ramnolipidos son dependientes de la densidad celular y
son regulados por la llamada cascada de “Quorum-sensing” (Pesci e Iglewski,
1997). Esta cascada regula la produccion de una variedad de factores especificos
relacionados con virulencia, involucrandola en la diferenciacion de biopeliculas en

P. aeruginosa (McLean y col., 1997; Davies y col., 1998). Otro factor de virulencia
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es la piocianina, una fenazina color azul verdoso (Fuqua y col., 1994; Pesci e
Iglewski, 1997); este metabolito secundario tiene actividad en contra de varias
especies de bacterias, hongos y protozoarios, su efecto es atribuido a su potencial

activo redox (Hassan y Fridovich, 1980; Sorensen y col., 1983).

1.3.1. Sistema de secrecion tipo Il

Muchas especies bacterianas aprovechan los sistemas especializados de
secrecion para transferir macromoléculas a través de las membranas. Estos
sistemas de secrecidn estan organizados dentro de seis grandes grupos, llamados
Tipo I, II, NI, IV, V, y VI (Thanassi y Hultgren, 2000; Henderson y col., 2004;
Mougous y col., 2006). El sistema de secrecion ancestral relacionado a la
maquinaria de conjugacién bacteriana, es referido como el sistema de secrecidn
tipo IV (T4SS) (Lawley y col., 2003; Christie y col., 2005); este sistema es Unico
entre otros tipos de sistemas de secrecion bacterianos debido a su capacidad para
transferir tanto proteinas como complejos nucleoproteinicos. La mayoria de los
patdgenos usan una combinacién de varios sistemas de secrecidn proteica para la
invasion exitosa de sus respectivos hospederos. Ademas, el impacto de los
sistemas de secrecidbn en bacterias virulentas puede variar en diferentes
patdgenos. Una funcién esencial en la patogenicidad a menudo ha sido asignado
al sistema de secrecion tipo Il (SST3), que no sblo realiza la secrecion de
proteinas dentro del medio, sino también la translocacion a través de la membrana
de las células hospederas eucaridticas de proteinas bacterianas, llamadas
proteinas efectoras al citosol (Rosqvist y col.,, 1991; Sory y Cornelis, 1994;

Rosqvist y col., 1995; Cornelis y Wolf, 1997). Esta familia de proteinas de
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transporte permite al patdgeno interferir con las vias metabdlicas de la célula
hospedera para su propio beneficio. El SST3 es un complejo de ensamblaje que
requiere la funcion de mas de 20 proteinas para su actividad. La translocaciéon de
tales proteinas efectoras dentro de las células hospederas eucaridticas es la base
para la interferencia especifica con las funciones celulares, resultando en la
invasion de la celula hospedera, inactivacion de las células fagociticas, apoptosis,
y la interferencia con los procesos de transporte intracelular. Esta forma de
translocacion de proteinas requiere el contacto entre el patdégeno y la célula
blanco. La translocacion dependiente del SST3 puede ser observada en
patdgenos extracelulares via la membrana citoplasmatica, de la misma manera
que lo realizan los patdégenos intracelulares, via la membrana fagosomal (Bittner,

2012).

1.3.2. Sistema de “Quorum sensing”

La comunicacién célula a célula por medio de moléculas difusibles permite que las
bacterias desencadenen respuestas coordinadas para lograr resultados que de
otro modo resultarian imposibles para una sola célula (Jiménez y col., 2012). El
“Quorum-sensing” (QS) es considerado un mecanismo de comunicacién entre
bacterias que permite regular procesos importantes como la formacion de
biopeliculas, la produccibn de metabolitos secundarios, la expresion de
mecanismos de resistencia al estrés y la expresion de factores de virulencia
(Barreto, 2011). Tales fendmenos se llevan a cabo a través de mecanismos de
autoinduccion de sefiales quimicas presentes tanto en bacterias Gram negativas

como en Gram positivas (Flores y col., 2011). Las N-Acil homoserina lactonas
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(AHLs) fueron las primeras sefales bacterianas célula-célula descubiertas,
ademas de que son las moléculas de comunicacion mas estudiadas (Jiménez y
col., 2012). Un gran numero de bacterias Gram negativas producen y usan estas
seflales para controlar y regular la expresion de genes de una manera
dependiente de la densidad celular (Fuqua y Greenberg, 1998; Whitehead vy col.,
2001; Withers y col., 2001). En general, las AHLs consisten en acidos grasos, los
cuales varian en longitud, ligados a través de un enlace peptidico a la homoserina
lactona. En P. aeruginosa coexisten dos sistemas AHL: Las y Rhl.

El sistema Las produce y responde a N-3-oxo-dodecanoil homoserina lactona (3-
0x0-C12-HSL), la cual es producida por la sintasa Lasl y es reconocida por el
regulador transcripcional LasR (Passador y col., 1993; Rampioni, 2007). Este
sistema controla la produccién de multiples factores de virulencia involucrados en
infecciones agudas y dafio a las células hospederas, incluyendo a LasA, LasB,
elastasas, exotoxina A y la proteasa alcalina (Toder y col., 1991; Gambello y col.,
1993; Jones y col., 1993; Passador y col., 1993).

El segundo sistema, el Rhl, produce y responde a N-butanoil homoserina lactona
(Ca-HSL) (Pearson y col., 1995); esta molécula es generada por la sintasa Rhll y
es reconocida por el regulador transcripcional RhIR, este complejo regula la
expresion de varios genes, incluyendo genes responsables de la produccion de
rhamnolipidos y reprimiendo genes de respuesta para ensamblaje y funcion del
SST3 (Bleves y col., 2005). Existe una relacion entre los sistemas Las y Rhl: el
sistema Las controla al sistema Rhl, el complejo 3-oxo0-Ci2-HSL-LasR regula

directamente la transcripcion de RhIR (Latifi y col., 1996) (Figura 2).
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Figura 2. Regulacion de la virulencia y las interacciones entre los dos
sistemas de Quorum sensing de Pseudomonas aeruginosa. Después de que
se produjo una concentracién umbral del 3-oxo-C12-HSL, el complejo 3-ox0-C12-
HSL-LasR se une a las regiones promotoras de mdultiples genes, activando o
reprimiendo la transcripcién. Entre los genes regulados positivamente por este
complejo son lasl, que aumenta la produccion de Lasl (efecto de autoinduccién), y
rhiR, lo que aumenta la producciéon de RhIR, regulador transcripcional de rhll,
produciendo Rhll, el cual produce a C4-HLS. Los factores de virulencia regulados
por cada respectivo complejo receptor-ligando se detallan en los recuadros de la

izquierda (Jiménez y col., 2012).
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ANTECEDENTES

2.1. Plasmido pUM505

El plasmido conjugativo pUM505 fue aislado de una cepa clinica de P. aeruginosa
de un paciente hospitalizado, y se determind que es capaz de conferir resistencia
a cromato y mercurio (Cervantes y Ohtake, 1988). Recientemente, nuestro grupo
de trabajo realiz6 la secuenciacion y el analisis de la secuencia del plasmido
pUM505, determinando que éste es un replicon circular que posee 123,322 pares
de bases (pb) y que contiene 138 regiones codificantes (Ramirez-Diaz y col.,
2011) (Figura 3).

Del total de los genes de pUM505, 64 codifican proteinas con funcién desconocida
(proteinas hipotéticas, PH), 15 codifican a elementos mdviles, 13 estan
relacionados con transferencia, 13 son de resistencia a metales, 13 estan
relacionados con el metabolismo y 5 se han implicado en la regulacion
transcripcional, entre otros (Ramirez-Diaz y col., 2011). pUM505 presenta dos
regiones bien definidas, la primer regién, de ~67 kb, que corresponde a una isla de
patogenicidad (PAI) y la segunda region, de ~31 kb, corresponde a una Gl que
contiene genes de resistencia a metales. La PAlI de pUM505 consiste de 78
marcos de lectura abiertos (orfs 1-51 y 112-138) de los cuales 64 se han
encontrado en las islas de patogenicidad PAPI-1 y PAPI-2 de P. aeruginosa PA14
(He y col., 2004).

La PAI de pUM505 contiene genes de replicacion del DNA y de la transferencia
conjugativa, asi como 41 genes que codifican PHs. La PAI posee el operon pil
compuesto por genes que codifican a proteinas involucradas en la biogénesis de
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I:] Resistencia a compuestos toxicos
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Figura 3. Mapa genético del pldsmido pUM505 de Pseudomonas aeruginosa.
Las regiones codificantes deducidas son mostradas con flechas o puntas de flecha
indicando la direccién de la transcripcién. Las posibles funciones de las proteinas
codificadas estan representadas de acuerdo al color del cuadro del lado derecho.
Dos principales regiones del plasmido son indicadas: (1) La isla de patogenicidad
(barra roja) y (2) la Isla de resistencia a metales pesados (barra negra). La isla de
patogenicidad tiene una estructura tipo mosaico, que consiste de tres bloques, los
cuales son mostrados en colores azul, rosa y verde. El origen de replicacion se
indica (ori). Se muestran los genes involucrados en la transferencia conjugativa y
replicaciéon. Los operones de resistencia a mercurio (HgR) y a cromato (CrR) estan

indicados con barras azules (Modificada de Ramirez-Diaz y col., 2011).
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un pilus tipo IV, estructura esencial para la transferencia de plasmidos (Juhas y
col.,, 2008) y que es usado para la adhesion de bacterias patdégenas a células
epiteliales, promoviendo la relacion patdogeno—célula hospedera (He y col., 2004).
pUMS505 se ha clasificado como un miembro de la familia de plasmidos tipo Incl,
que se han encontrado con mayor frecuencia en cepas de E. coli patbgenas que

en cepas comensales (Johnson y col., 2007).

2.1.1. Comparacion de la PAl de pUM505 con la isla PAPI-1 y PAPI-2 de P.

aeruginosa PA14

El genoma de P. aeruginosa PA14 fue secuenciado, esta cepa se utiliza como
cepa de referencia para la virulencia y ha servido para determinar la contribucién
de factores de virulencia (Lee y col., 2006). P. aeruginosa PA14 tiene dos islas de
patogenicidad bien caracterizadas: PAPI-1 con un tamafo aproximado de 108 kb y
PAPI-2 con un tamafo aproximado de 11 kb (He y col., 2004) (Figura 4). Con el
uso de analisis in silico, se determiné que 64 de los orfs de la PAI de pUM505
tienen homologia con los de las islas PAPI-1 y PAPI-2 de P. aeruginosa PA14,
mostrando valores de 90% o mas de identidad.

Como se menciond, la cepa de P. aeruginosa PAO1 es una cepa patégena,
aislada de un caso clinico. Sin embargo, se ha demostrado que P. aeruginosa
PA14 es una cepa mas virulenta en un gran niumero de modelos de infeccion,
como invertebrados, mamiferos y plantas (Rahme y col., 1995; He y col., 2004;
Rahme y col., 2000; Kukavica-Ibrulj y col., 2008). Esto puede deberse a las islas
cromosomales ya mencionadas anteriormente. Para comprobar esta hipoétesis, se

realizaron las eliminaciones de las islas PAPI-1 y PAPI-2 de manera individual, asi
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» PAPI-1, 115 genes

» PAPI-2, 15 genes
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Figura 4. Organizacién de las islas de patogenicidad PAPI-1 y PAPI-2 de P.
aeruginosa PA14. Con flechas se representan los orfs individuales y la
orientacién de la transcripcion; con cuadros se representan los pseudogenes y las
puntas de flecha representan genes de ARNt. En azul y con sombra roja se
muestran los genes relacionados a virulencia; con verde los genes que codifican

proteinas hipotéticas (He y col., 2004).
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como conjuntas, y utilizando un modelo de infeccién de ratones con neumonia
aguda se cuantificaron las UFC de los diferentes tejidos para ver la diseminacion
de las bacterias y se observé que PA14 con la eliminacién de PAPI-2 (APAPI-2) y
PA14 con la eliminacion de ambas islas (A1A2), fueron menos virulentas respecto
a PAl14 con las dos islas, concluyendo que las islas de patogenicidad de P.
aeruginosa PA14 funcionan de manera conjunta e individual en el incremento de la

virulencia (Figura 5).
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Figura 5. Andlisis de las UFC de P. aeruginosa en el modelo de neumonia
aguda de ratones. P. aeruginosa PAOL; P. aeruginosa PA14 silvestre; PA14 con
la eliminacion de PAPI-1(APAPI-1); PA14 con la eliminacién de PAPI-2 (APAPI-2)
y PA14 con la eliminacion de ambas islas (A1A2) respectivamente. Las barras de

error representan los errores estandar de las medias. n=10 (Harrison y col., 2010).
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JUSTIFICACION

El plasmido pUM505 posee una isla de patogenicidad similar a las islas
cromosomicas PAPI-1 y PAPI-2 de P. aeruginosa PA14, sin embargo, su funcién
se desconoce. Por lo que es de interés determinar su posible participacion en la

virulencia de P. aeruginosa, asi como identificar los genes que confieren este

fenotipo.

HIPOTESIS

Genes localizados en el plasmido pUM505 participan en la virulencia de

Pseudomonas aeruginosa.
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OBIJETIVOS

5.1. Objetivo general

Determinar la participacion del plasmido pUM505 en la virulencia de

Pseudomonas aeruginosa.

5.2. Objetivos Especificos

1. Determinar que la presencia del plasmido pUM505 aumenta la virulencia de
Pseudomonas aeruginosa.

2. Identificar los genes de pUM505 involucrados en la virulencia.

3. Determinar que los genes de pUMS505 involucrados en virulencia son

dependientes del sistema de “Quorum sensing”.
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MATERIALES Y METODOS

7.1. Medios de cultivo

1. Caldo Luria-Bertani (CL): NaCl 1%, peptona de caseina 1%, extracto de
levadura 0.5%.

2. Agar Luria-Bertani (AL): se le agregd 1.5% de agar bacterioldgico al caldo
Luria-Bertani.

3. Medio M9: Glucosa 20 mM, MgSO4 2 mM, CaClz 0.1 mM, mezcla de sales M9
1%. (Na2HPO4 0.6%, KH2PO4 0.3%, NaCl 0.05%, NH4Cl 0.1%).

4. Caldo nutritivo: 0.8% medio deshidratado CN (BD Bioxon).

7.2. Cepas

Pseudomonas aeruginosa PAO1 (Holloway, 1955). Cepa empleada como
receptora del plasmido pUM505 y de los plasmidos recombinantes derivados
del vector pUCP20.

Pseudomonas aeruginosa PAO1 (pUM505) CrR, HgR, SmR. Cepa que se utilizé
para obtener el DNA molde para la amplificacion por PCR de los genes de
interés, y para obtener el DNA plasmidico para la obtencién del banco (Diaz-
Magarfa 2011, datos no publicados).

Pseudomonas aeruginosa PA14 (Rahme y col., 1995) Biblioteca Ausubel.
Cepa altamente virulenta.

Mutante Pseudomonas aeruginosa lasl. Derivada de PAO1, TcR. (Pearson y

col.,, 1995). Donada por el Dr. Jesus Campos Garcia, Laboratorio de
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Biotecnologia Microbiana del Instituto de Investigaciones Quimico-Bioldgicas,
U.M.S.N.H.

e Doble mutante Pseudomonas aeruginosa lasl/rhll. Derivada de lasl, TcR.
Donada por el Dr. Jesus Campos Garcia.

e Escherichia coli TOP10. (Durfee y col., 2008). Cepa empleada como
receptora de los pldsmidos recombinantes del vector pJET 1.2/blunt y

pUCP20.

7.3. Vectores

1. pJET 1.2/Blunt (Fermentas). Vector de recuperacion de productos de PCR,
confiere resistencia a AmR (Figura 6).
2. pUCP20 (West y col., 1994). Vector binario que se utilizd para la expresion

de los genes de interés, confiere resistencia a AmRy CbR (Figura 7).

7.4. Método de Casse para el aislamiento de DNA plasmidico

Se incub6 un matraz con 250 ml de CL inoculado con la cepa P. aeruginosa
(pUM505) durante toda la noche a 37 °C con agitacion constante. Se centrifugé el
cultivo bacteriano a 8000 rpm a 4 °C durante 10 min. Posteriormente se desechd
el sobrenadante y se resuspendi6 el paquete celular en 500 pl de Tris-HCI 50 mM
(pH 8.0) utilizando el vortex. Después se le adicion6 9.6 ml de solucidn litica (para
100 ml de solucién: 5 ml de Tris-HCI 1M (pH 8.0), 4 ml de EDTA 0.5 M, 5 ml de
SDS al 20%, 5.5 ml de NaOH 2N y 80.5 ml de agua destilada) y el tubo se
mantuvo en agitacion suave durante 25 min a 34 °C. Después se le agreg6 990 ul
de Tris-HCI 2M (pH 7.0) y se incub6 en agitacion suave durante 10 min. Se le

agregd 2 ml de NaCl 5 M y se mantuvo en agitaciéon suave durante 10 min,
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Figura 6. Vector pJET 1.2. El vector de clonacién pJET 1.2/blunt tiene un tamafio
de 2974 pb. Posee un origen de replicacion para E. coli (ori); un gen de resistencia

a ampicilina (Amp); un sitio de clonacién multiple (SMC) (Fermentas).

27



ORP

\

pUCP20 rep

3898 bp

-

, __Hind I1I

orc , “BamH1

Figura 7. Vector de clonacién pUCP20. El plasmido tiene un tamafio de 3898 pb,
con el gen bla de resistencia a ampicilina y carbenicilina; origenes de replicacion
para E. coli (orc) proveniente del plasmido pBR322 (pBR322_origin) y P.
aeruginosa (ORP); un fragmento del gen lacZ que codifica a la B-galactosidasa; un
promotor para el gen lacZ (plac); un sitio para clonacion mdultiple (MCS) con

diferentes sitios de restriccién (Modificado de West y col., 1994).
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amortiguador TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 0.5 mM), se mezclé y se centrifug6 a
12000 rpm, a 4 °C durante 15 min. Se obtuvo el sobrenadante y se pasé a otro
posteriormente se incubo en hielo 1 hora. Después se recupero el sobrenadante
por decantacion en otro tubo y se le agregd 1 volumen de fenol saturado con tubo,
se le adicion6 1 volumen de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) y se centrifug6 a
12000 rpm, a 4 °C durante 15 min. Posteriormente se extrajo la fase acuosa y se
pas6é a otro tubo, se agregé 1/10 de volumen de acetato de sodio 3 My 2
volumenes de etanol absoluto frio, se mezcld y se mantuvo a -20 °C durante toda
la noche. Después se centrifugd a 12000 rpm, a 4 °C durante 30 min y se elimind
el etanol, se secO al vacio la pastilla obtenida y se resuspendié en 100 pl de

amortiguador TE. La muestra se guardo a - 20 °C.

7.5. Extraccion de DNA plasmidico por el método de columna

Se selecciond una colonia aislada de P. aeruginosa (pUM505) y se inocul6 en 4 mi
de CL, el cual se incub6 por 8 h a 37 °C con agitacion de 300 rpm. Se realiz6 una
dilucion del cultivo de 1/500 en CL y se crecio a 37 °C de 12-16 h con agitaciéon
vigorosa de 300 rpm. Después se centrifugd el cultivo a 9000 rpm por 15 min a 4
°C. Se procedi6o a realizar el aislamiento empleando el kit por columna de
Quiagen. Para el aislamiento se realiz6 lo siguiente, el paquete celular se
resuspendié en 10 ml del Buffer P1. Posteriormente se le agreg6é 10 ml del Buffer
P2, se mezcl6 gentiimente por medio de 6 inversiones y se incubd a temperatura
ambiente durante 5 min. Después se le agregé 10 ml del Buffer P3, se mezclo

inmediata y gentilmente por medio de 6 inversiones y se incubd en hielo por 20

29



min. Se volvid a centrifugar a 13000 rpm por 30 min a 4 °C, una vez centrifugada
la muestra, se removio el sobrenadante a otro tubo, se volvié a centrifugar el
sobrenadante a 13000 rpm por 15 min a 4 °C, y se transfirido el sobrenadante a
otro tubo, repitiendo este proceso una vez mas. Después se equilibro la columna
con 10 ml de Buffer QBT, dejando que este fluyera por gravedad, posteriormente
se aplico el sobrenadante obtenido y una vez que este fluyo por toda la columna,
se dieron dos lavados con 30 ml de Buffer QC, finalmente se eluy6 el DNA con 15
ml de Buffer QF. Al eluido se le adicion6 10.5 ml (0.7 volimenes) de isopropanol a
temperatura ambiente, se mezcl6 y centrifugé a 13000 rpm por 30 min a 4 °C, se
decantd el sobrenadante y se lavo la pastilla de DNA con 5 ml de etanol al 70%
centrifugando a 13000 rpm por 10 min a 4 °C, y se volvid a decantar el
sobrenadante. Finalmente se seco la pastilla al vacio y se resuspendio el DNA con

100 pl de amortiguador TE. La muestra se guardo a - 20 °C.

7.6. Tratamientos enzimaticos de DNA

e Tratamiento con enzimas de restriccion
El DNA se digiri6 utilizando una unidad de enzima de restriccién (endonucleasas)
por cada pug de DNA e incubando a 37 °C durante toda la noche. Posteriormente

se detuvo la actividad de las endonucleasas incubando durante 15 min a 65 °C.

e Ligacion
Los fragmentos de DNA se ligaron al vector pUCP20 linearizado con enzimas de
restriccién, en una proporcion 3:1 (inserto:vector) utilizando una unidad de la
enzima T4 DNA ligasa (Promega). Esta reaccion se llevo a cabo a 4 °C durante

toda la noche. En el caso de la ligacion de los fragmentos de PCR en el vector
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pJET 1.2, se utilizé 10 pul del buffer de reaccion, 1-2 ul del producto del PCR, 1 pl
de la enzima blunting y 5 ul de agua ultra pura estéril, esta mezcla se incub6 a 70
°C durante 5 min y se enfrié en hielo. Posteriormente se le adicion6 1 pl del vector
pJET 1.2 (50 ng/ ul) y 1 pl de la enzima T4 DNA ligasa, la mezcla se incubé 30 min
a 22 °C y se llevé a un volumen de 200 ul con agua ultra pura estéril, se le
adicion6 200 ul de Fenol y 200 pl de cloroformo. Se agito y se centrifug6 durante 5
min a 13000 rpm recuperando la fase superior y agregando 1/10 de volumen de
acetato de sodio 3 M, asi como 1 ml de etanol absoluto, se mezclé y se incubé 30
min a - 80 °C y se centrifugd de nuevo 15 min a 13000 rpm, la pastilla se lavé con
300 pl de etanol al 70% y se resuspendid en 10 ul de agua, finalmente se guardé a
-20 °C.

7.7. Preparacion de células electrocompetentes

De un cultivo de E. coli Topl0 se inoculé un tubo con 4 ml de CL, y se incub6
durante la noche a 37 °C, posteriormente inoculando en 250 ml de CL en un
matraz de 1 |, se incubd durante 3 h a 37 °C con agitacion constante hasta obtener
una densidad 6ptica de 0.6 a 590 nm. Posteriormente se mantuvo el cultivo en
hielo durante 20 min y se centrifugd a 6000 rpm durante 10 min a 4 °C. Después la
pastilla se resuspendié (vortex) en agua fria desionizada estéril (20 ml), se
centrifugd a 8000 rpm durante 10 min a 4 °C, se resuspendid en agua fria
desionizada estéril con 10% de glicerol (20 ml) y se centrifugd como en el paso
anterior. Finalmente se resuspendio la pastilla con 2 ml de agua fria desionizada
estéril con 10% de glicerol, distribuyendo en alicuotas de 200 pl en tubos de 0.5

ml. Se almacenaron a - 80 °C.
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7.8. Transformacion por electroporacion

En un tubo Eppendorf se mezclaron 100 pl de células electrocompetentes con 1 pl
de DNA plasmidico. Después se coloco la mezcla entre los electrodos de una
celda de electroporacion fria. Se activd el micropulso a 1800 V, la mezcla se
transfirid a un tubo con 2 ml de CL. Se incubd a 37 °C por 1 h con agitacion
constante. Se plague6 100 pl del cultivo y el cultivo restante (1.9 ml) se concentrd
centrifugando 2 min a 13000 rpm, y se resuspendié en 100 pl para plaquear en AL
con Ampicilina (100 pl/ml) + X-Gal (40 mg/ml) e IPTG (0.4 mM) para la seleccién

de las transformantes.

7.9. Aislamiento de DNA plasmidico por lisis alcalina

Se inocul6 un tubo con 4 ml de CL con las cepas de interés, el cual se incubé toda
la noche a 37 °C con agitacién de 300 rpm, posteriormente se centrifugd el cultivo
durante 2 min a 12000 rpm, se deseché el sobrenadante y se resuspendié el
paquete celular en 100 yl de STE (Sacarosa 50 mM, Tris 25 mM, EDTA 10 mM a
pH 8), después se le agreg6 20 pl de lisozima 20 mg/ml, se mezclé suavemente y
se incubd 5 min a 37 °C, posteriormente se le agregd 250 pl de solucién litica (50
pl de NaOH 2 N, 100 pl de SDS 10% y 850 ul de agua), se incubé en hielo durante
5 min. Después se le adicioné 300 ul de una solucién de acetato de potasio 3M a
pH de 4.8. Se mezclo y se incubd en hielo durante 10 min. Posteriormente se
centrifugd a 12000 durante 10 min y se transfirid el sobrenadante a otro tubo y se
le agrego 500 pl de una mezcla fenol-cloroformo (24:24), se mezcld y se centrifugo
a 12000 durante 10 min. Después se transfirio la fase superior a otro tubo y se le

adicion6é 1 ml de etanol absoluto, se mezclo y se incubé 20 min a — 80 °C, se
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centrifugd a 12000 durante 10 min y se desechd el sobrenadante. La pastilla
obtenida se lavo 2 veces con 1 ml de etanol al 70%, centrifugando a 12000
durante 10 min por lavado. Se secé la pastilla al vacio y se resuspendio en 50 pl
de agua HPLC, adicionando 5 pl de RNAsa (10mg/ml) y se incub6 a 37 °C durante
30 min, posteriormente se inactivd la RNAsa incubando a 65 °C durante 15 min y

la muestra se analiz6 en un gel de agarosa 1%.

7.10. Electroforesis en gel de agarosa

El analisis y separacion del DNA plasmidico y cromosoémico se realizé en geles de
agarosa al 0.7%, 1% o 1.5% (p/v) dependiendo el tamafio del DNA, en
amortiguador TAE (Tris-acetato 0.04 M pH 8 y EDTA 0.001 M pH 8). El gel se
colocé en una camara de electroforesis horizontal con el amortiguador. Las
muestras de DNA se mezclaron con el amortiguador de carga (Azul de bromofenol
0.05%, EDTA 0.1 M pH 8, SDS 0.5% y sacarosa 40%). El corrimiento
electroforético se realizé a un voltaje constante de 150 voltios durante 40-60 min.
Posteriormente el gel se tiid con una solucién de bromuro de etidio al 0.01%
durante 5 min y los fragmentos de DNA tefiidos se observaron por medio de un
transluminador de luz ultravioleta de onda corta (Ultra-Violet Products Inc.). Como
marcador de tamafio molecular de DNA se utilizo el DNA fago lambda digerido con

endonucleasa Hind Il y el marcador de escalera de 1 Kb plus (Invitrogen).

7.11. Amplificacion por PCR

Las reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) se llevaron a cabo con el kit

Master Mix de Promega. Para amplificar cada fragmento se utilizo el DNA total del
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Tabla 1. Oligonucleétidos utilizados en este trabajo

DIR ORF1 5-AAG TCAGTT CCT GGT GGAAAG CTTC -3'
REV ORF1 5-TCGTTT GGT CTC GAATTCAGAGCT G -3
DIR ORF16 5'- CAG TCC TAAACG GTAAGCTTT GGC G -3
REV ORF16 5'-AAGAGT GGT GGAATT CTAAGT CGG C -3
DIR ORF42 5'-AGGAAG CTT ACG ATC CGTATC GCG G-3'
REV ORF42 5'-ACGACC ACG AAT TCC TCAACC CTC T-3
DIR ORF 70 5'- GCT GCC AAT GAT GGC GAT ATG-3'

REV ORF 70 5-TGACCGAAATCACCG TGAATG G-3'

DIRORF’s 110-111 5'-TTT CAG ATC AAG CTT ACT GGG GGAG -3'
REV ORF’s 110-111 5'-AAG GCGACACCG AAT TCC AAAACAC -3

Rojo- sitio de corte para Hind 11l
Azul- sitio de corte para EcoR |

Se muestra el nombre de los oligonucleotido, junto con el orf que se amplifica.
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cual se empled 1 pg/ul y se adicion6 10 pmol del oligonucledtido sentido y 10 pmol
del anti sentido, 13.5 ul de agua y por ultimo 15 pl de la mezcla de enzima Taq
DNA polimerasa, dNTP’s y MgCl2 (Master Mix) para llevar a un volumen total de
30 ul. Los oligonucleétidos utilizados se muestran en la Tabla 1.

Para los orfs 1, 16, 42 y 110-111, se utilizaron las siguientes condiciones de la
reaccion: 94 °C, 5 min, seguido de 35 ciclos (94 °C, 30 seg; 55 °C, 2 min; 68 °C, 1
min) y una extension final de 68 °C, 5 min. Para el orf 70, se utilizaron las
siguientes condiciones de la reaccion: 94 °C, 5 min, seguido de 35 ciclos (94 °C,

30 seg; 60 °C, 30 seg; 72 °C, 1 min) y una extension final de 72 °C, 10 min.

7.12. Purificacion de DNA a partir de geles de agarosa

Para la purificacion de fragmentos de DNA se empleé el kit Wizard SV Gel and
PCR Clean-Up System de Promega, en donde se par6 el DNA en un gel de
agarosa al 1% por electroforesis, posteriormente se tifid con bromuro de etidio al
0.01%. El fragmento de interés se cortd y pasdé a un tubo para centrifugar,
adicionando 1 pl de solucion de uniébn a membrana por cada pg de gel y se
disolvié a 65 °C, posteriormente el gel disuelto se transfiri6 a una micro columna y
se incubé 1 min a temperatura ambiente. Se centrifugé 1 min a 6000 rpm y se
desecho el liquido, posteriormente la columna se lavd dos veces con solucion de
lavado, después se incubd a 65 °C y se le agreg6 50 pl de agua ultra pura esteéril
centrifugando durante 1 min a 6000 rpm y se recuperd el DNA purificado en un

tubo limpio y estéril.

7.13. Ensayos de virulencia en hojas de lechuga
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Se crecieron preinéculos de las cepas de interés en CL a 37 °C toda la noche,
posteriormente se realizé una dilucion 1:200 de los cultivos en matraces con 25 mi
de CL y se incub6 a 37 °C con agitacion hasta fase logaritmica (DOsoo de 0.6). Los
cultivos se diluyeron en MgSO4 10 mM (1:3). Adicionalmente se desinfectaron
hojas de lechuga durante 30 min con una solucion de cloro al 0.1%, las cuales se
enjuagaron con agua destilada y después con agua estéril. Las hojas se colocaron
en un recipiente (desinfectado previamente con la solucién de cloro 0.1%) que
contiene una base de papel Whatman impregnado con MgSO4, y se inocularon
con 10 pl de la dilucién anterior del cultivo en la nervadura de la hoja. Se cubrieron
los recipientes con pelicula autoadherible y se incubaron a 30 °C durante 4 dias.
Se revis6 diariamente la necrosis producida en la hoja de lechuga. Al cuarto dia se
calculo el area de dafio o necrosis mediante la férmula A=  (0.25) (L) (W),
donde A: Area, L: largo y W: ancho. Posteriormente se cortd la region dafiada, se
colocd en un mortero estéril, se tritur6 el tejido y se macerd por 2 h en 15 ml de
MgSO4 (10 mM) se realiz6 una dilucién con solucion de MgSO4 a 10° para P.
aeruginosa y 10?2 para E. coli y se inocul6 100 pl de las diluciones en AL

incubando durante 18 h a 37 °C para realizar el conteo de UFC.

7.14. Cinéticas de crecimiento

Se crecieron preindculos de las cepas de interés en 20 ml de CL o medio minimo
M9 a 37 °C con agitacion constante durante toda la noche, posteriormente se

determind la DOsoo del cultivo y se hizo una dilucion para obtener 20 ml del cultivo

con CL o medio M9 estéril hasta una DOsoo de 0.1, los cultivos diluidos se
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incubaron a 37 °C con agitacion constante, midiendo la absorbencia del cultivo

cada hora, durante 8 h.

7.15. Transferencia del plasmido pUM505 por conjugacion

Se crecieron la cepa donadora (D) y la cepa receptora (R) en tubos con 4 ml de
CL a 37°C durante 24 h con agitacién constante, posteriormente se realizaron
diluciones 1:50 en CL y se incub6 a la D a 37 °Cy a la R a 42 °C hasta un
crecimiento con DOsoo de 0.5, después se mezclaron la cepa D y la R en
proporcién de 1:1, 1:10, 10:1 y se incubaron a 37°C durante 24 h sin agitacion.
Una vez crecidas, se realizaron diluciones 1:10 y 1:100 de la mezcla y se
plaquearon 100 ul de cada dilucién en cajas con medio selectivo; posteriormente

se incubaron por 18 h a 37 °C, para cuantificar las colonias transconjugantes.

7.16. Pruebas de susceptibilidad

Para realizar las pruebas de susceptibilidad se crecieron los preindculos en CN de
las diferentes cepas de P. aeruginosa a 37°C durante 24 h; posteriormente se
realiz6 la medicion de la DO por espectrofotometria a 600 nm, se ajustaron los
cultivos a DOeoo de 0.1 y se inocularon tubos de caldo nutritivo con
concentraciones de 0, 0.25, 0.5 y 0.75 mM de K2Cr207; después se incubaron a

37°C durante 18 h, por ultimo, se midi6 la DOsoo ¥ se graficaron los valores.

7.17. Analisis in silico

Los probables operones se identificaron con el programa computacional

http://linuxl.softberry.com/berry.phtml?topic=bprom&group=programs&subgroup=q

findb. Para el disefio de los oligonucleodtidos se empled el software “Oligo Analyzer

3.1” en el sitio http://www.idtdna.com/calc/analyzer. Las enzimas de restriccion
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empleadas para la construccion del banco de genes se seleccionaron con base en
el patrén de restriccion, utilizando en programa computacional “Enzyme Finder” en

el sitio http://tools.neb.com/NEBcutter2/. Los analisis de BLAST de las proteinas

identificadas se realizaron utilizando el programa computacional http://blast.be-

md.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE TYPE=BlastSearch&LIN

K_LOC=blasthome, que analiza similitud de secuencias.
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RESULTADOS

8.1. Participacion del plasmido pUMS505 en la virulencia de Pseudomonas

aeruginosa

Para determinar si el plasmido pUM505 incrementa la virulencia de la cepa PAO1,
se realizaron ensayos de virulencia en hojas de lechuga, utilizando a la cepa de
Pseudomonas aeruginosa PAO1, P. aeruginosa PAO1 (pUM505), P. aeruginosa
PA14 como control positivo de virulencia y E. coli Top10 como cepa no patégena.
Los resultados mostraron que las hojas donde se inoculé E. coli s6lo mostraron la
lesion donde se realiz6 el indculo y que P. aeruginosa PA14 mostré el &rea mayor
de lesion. Cuando se inocul6 a P. aeruginosa PAO1 (pUM505), ésta produjo una
lesiébn mayor que la cepa de P. aeruginosa PAOL1 sin el plasmido (Figura 8A). El
area de lesion se grafico y se pudo observar que hay una diferencia significativa
entre las cepas mencionadas (Figura 8B). Posteriormente se determind la
cantidad de UFC de las lesiones, como se describe en materiales y métodos. Se
encontrdé que la cepa con el plasmido pUM505 present6 cuatro veces mas UFC
gue la cepa de P. aeruginosa PAO1 que no contenia al plasmido. El in6culo con la
cepa PA14, gener6 el mayor numero de UFC y se obtuvieron muy pocas UFC de
la lesion con E. coli (Figuras 8C y D). Para la determinacion de las UFC, se
normalizé el efecto de P. aeruginosa PAO1 a 1.0 para disminuir la variacion que

se produce entre los ensayos.

8.2. Identificacion de los genes de pUMS505 involucrados en la virulencia

Una vez que se determiné que el plasmido pUM505 confiere virulencia a la cepa
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Figura 8. Participacion de pUM505 en la virulencia de P. aeruginosa en hojas
de lechuga. A) Fotografia de las areas de lesion generadas por las diferentes
cepas sobre la nervadura de las hojas de lechuga. B) Gréfica del area de lesién
generada por las diferentes cepas en la hoja de lechuga. C) Fotografias
representativas de las cajas con las unidades formadoras de colonias (UFC)
obtenidas de cada una de las lesiones. D) Grafica de las UFC (veces/control)
obtenidas de cada una de las areas de lesion. Con un numeral (#) se sefialan las
cepas con diferencia significativa estadisticamente respecto al control. Datos de 4

experimentos independientes.
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de P. aeruginosa PAOL1 en el modelo de lechuga, se realiz6 la identificacion de los
genes involucrados en la misma. Se opté por hacer una biblioteca de genes del
plasmido pUM505 en el vector de clonacion de alto nimero de copias pUCP20. La
biblioteca de genes se obtuvo como se describe en materiales y métodos,
utilizando la estrategia mostrada en la Figura 9. Se realiz6 el analisis in silico del
patrén tedrico total de restriccion de pUM505 empleando las enzimas de
restriccion Hindlll/EcoRI y Hindlll/BamHI. La restriccion teérica de Hindlll/EcoRI
mostré un patron de 24 fragmentos y Hindlll/BamHI uno de 17 fragmentos, los
cuales predicen tamarfios de entre 0.5 a 5.6 kb con el primer par de enzimas y de
0.8 a 5.3 kb con el segundo par, por lo que la biblioteca de genes de pUM505 se
realiz6 empleando estos dos pares de enzimas.

Se obtuvieron un total de 60 clonas utilizando los productos de la digestion con las
enzimas de restriccion EcoRI/Hindlll y otras 60 clonas utilizando los productos de
la digestion con las enzimas BamHI/Hindlll. De las 120 clonas obtenidas de la
biblioteca de genes, se tomaron 45 y se les realiz6 una caracterizaciéon de los
plasmidos recombinantes por patron de restriccion (Figura 10). Se tomd6 una
muestra de 45 de los 120 plasmidos recombinantes y éstos mostraron tamafos de
insertos variados, de entre 1 a 7 kb, en donde la mayoria poseen insertos de entre
2y 4 kb (Figura 11).

Las 120 clonas obtenidas de la biblioteca se utilizaron en ensayos de virulencia.
15 de éstas incrementaron en al menos el doble las UFC obtenidas respecto al
in6culo control E. coli Topl0 (sin plasmidos recombinantes) (Figura 12). Para
descartar la posibilidad de que el plasmido pUCP20 estuviera proporcionando la

capacidad de incrementar la virulencia, se realizé un ensayo con E. coli Topl0y
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Figura 9. Estrategia experimental para obtencién de la biblioteca de genes de
pUM505. A) Extraccion de pUM505 y digestién totalmente con enzimas de
restriccion: (1) EcoRI/Hindlll; (2) BamHI/Hindlll. B) Digestion del vector puCP20
con las mismas enzimas. C) Ligacion los fragmentos de pUM505 con pUCP20
digerido, para obtener los plasmidos recombinantes. D) Transferencia de los
plasmidos recombinantes a células de E. coli (Topl0), seleccionando con

ampicilina.
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E. coli Topl0 (pUCP20), en donde no se observaron diferencias significativas
(datos no mostrados).

De las 15 clonas seleccionadas por incrementar la virulencia de E. coli Top10, la
clona EH 26 mostro un incremento de las UFC de cuatro veces respecto al control,
mientras que las 14 clonas restantes mostraron un incremento de 2 0 mas veces.
Una vez que se identificaron las clonas que incrementaron la virulencia de E. coli
Topl0, los plasmidos recombinantes se aislaron y se transfirieron a P. aeruginosa
PAQOL. Posteriormente se realizaron los ensayos de virulencia utilizando hojas de
lechuga. Los ensayos mostraron que la cepa con pUM505 muestra una diferencia
significativa en el grado de virulencia respecto al control al incrementar 3.9 veces
las UFC recuperadas. De igual manera, se realizd el conteo de las UFC,
observando que de las 15 clonas de P. aeruginosa, EH 28, EH 26, EH 24 y EH 8
incrementaron en dos o mas veces las UFC con respecto al control (Figura 13).
Derivado de los ensayos de virulencia se determiné que cuatro clonas
incrementaron la virulencia tanto en E. coli Top10, como en P. aeruginosa PAOL.
Para descartar la posibilidad de que el incremento por las clonas en la virulencia
se debiera a que esta alterada la velocidad de crecimiento, se realizaron cinéticas
de crecimiento en CL. Se observo que P. aeruginosa PAO1 (pUM505), asi como
las clonas EH 28, EH 26, EH 24 y EH 8 no mostraron una diferencia significativa
en la velocidad de crecimiento con respecto a la cepa de P. aeruginosa PAO1
(Figura 14). Ademas, utilizando medio M9, se realizaron cinéticas de crecimiento
de la transformante en P. aeruginosa (EH 28) y P. aeruginosa PAO1
observandose velocidades de crecimiento similares (datos no mostrados), por lo

que se puede descartar la posibilidad de que el fenotipo sea debido a un
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Figura 10. Andlisis de restricciéon de los plasmidos recombinantes de la
biblioteca de genes de pUM505. Gel de agarosa al 1%. M, marcador de tamafio
molecular 1 kb plus. En los carriles del 1 al 7 se muestran los fragmentos de la
restriccion de los plasmidos de algunas clonas de la biblioteca de genes. El

fragmento de 3.9 kb corresponde al vector pUCP20.

incremento en la velocidad de crecimiento. Los fragmentos insertados en los
plasmidos recombinantes de siete de las clonas virulentas mostraron tamafos
entre 1.7 a 5.6 kb y se enviaron para ser secuenciados. Las clonas EH 8, EH 24,
EH 40, BH 10 y BH 19 tienen clonado un fragmento perteneciente a la isla de

patogenicidad de pUM505 y EH 26 y EH 28 contienen un fragmento localizado
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fuera de la isla de patogenicidad. La localizacion de dichos fragmentos se muestra
en el mapa genético de la Figura 15.

El andlisis in silico de las secuencias mostré que la clona EH 24 tiene cinco genes,
los orfs 138,1, 2, 3, 4, de los cuales sélo el orf 2 codifica una PH que tiene
homologia con un gen previamente descrito en virulencia. Ademas, se encontro
que los orfs 138 y 1, codifican a PHs, el orf 3 codifica un probable regulador
transcripcional y el orf 4 codifica una proteina de union a DNA. Las clonas BH 10 y
BH 19 tienen el mismo fragmento clonado, en donde se encontraron los orfs 16 y
17 que codifican PHs; sin embargo, el orf 17 tiene homologia con un gen
previamente descritos en virulencia. La clona EH 40 posee el orf 26, que codifica
una proteina de membrana, homdloga con una proteina que se ha asociado a la
virulencia. La clona EH 26 contiene los orfs 92, 93 y 94 los cuales codifican un
regulador transcripcional, una resolvasa y una transposasa, respectivamente, en
donde el producto del orf 94 tiene un hémologo que ya ha sido involucrado en
virulencia. La clona EH 28 contiene clonado al orf 97, el cual codifica una PH y la
clona EH 8 contiene a los orfs 110, 111 y 112; el orf 110 codifica una PH, el orf
111 una permeasa previamente reportada en virulencia y el orf 112 codifica otra
PH (Tabla 2). La tabla 2 resume los genes de pUM505 clonados en pUCP20 que

mostraron un incremento de la virulencia en E. coli y P. aeruginosa.
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Figura 11. Distribucion del tamafio de los fragmentos clonados. Se grafica la

frecuencia del tamafo de los fragmentos de pUM505 clonados de una muestra de

45 plasmidos recombinantes analizados.
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Figura 12. Virulencia de las transformantes de E. coli Top10 con la biblioteca de genes de pUM505. Grafica de las
UFC, utilizando el modelo de hoja de lechuga. Se muestran los valores de las UFC (veces/control). La barra azul de la
izquierda muestra el control (E. coli Topl0) estandarizado a 1.0. Se muestran las clonas organizadas de mayor a menor
virulencia, las primeras quince clonas muestran una diferencia significativa respecto al control (color café). Las clonas que

no mostraron diferencia significativa respecto al control (color azul). Datos de 2-4 experimentos independientes.
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Figura 13. Andlisis de la virulencia de las transformantes de P. aeruginosa con genes de la biblioteca de pUM505.
A) Gréfica del area de la lesién de las hojas de lechuga con las diferentes clonas de P. aeruginosa, asi como con la cepa
de P. aeruginosa PAOL1 y P. aeruginosa (pUM505). B) Gréfica de las UFC obtenidas en los ensayos de infeccién de las
15 transformantes y de la cepa de P. aeruginosa PAO1 y P. aeruginosa (pUM505). Con un numeral (#) se sefialan las
clonas con diferencia estadisticamente significativa respecto al control. Se muestran los datos de 3 experimentos

independientes.
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Figura 14. Cinéticas de crecimiento de las clonas de P. aeruginosa.
Crecimiento de P. aeruginosa PAOL, EH 8, EH 24, EH 26, EH 28 y P. aeruginosa
PAO1 (pUM505). Se muestra el crecimiento en medio LB a 37 °C durante los

tiempos indicados. Datos de 3 experimentos independientes.
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Figura 15. Mapa genético de pUM505 con la localizacion y tamafio de los
insertos de las clonas que incrementan la virulencia. Los corchetes rojos
sefalan las regiones de los fragmentos de pUM505 clonados en los plasmidos
recombinantes que incrementaron la virulencia. Se sefiala el nombre de la clona

gue contiene dicho fragmento clonado, asi como el tamafio del inserto.
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Tabla 2. orfs de pUMS505 identificados en las clonas que incrementan la

virulencia.
orf de Nombre o Cepao
clona Funcién .
pUM505 del gen especie
EH 24 138 —_— P.H. P. aeruginosa PA14
EH 24 1 —_— P.H. PA14
EH 24 o e P.H. PA14
EH 24 3 parB Reguladar PA14
transcripcional
EH 24 4 — Proteina de unidn a DNA PA14
BH10y 19 16 —_— P.H. PA14
BH10y 19 17 —_— P.H. PA14
BH 40 26* traz Proteina de membrana PA14
Regulador Cupriavidus
EH 26 92
2L transcripcional metallidurans
EH 26 93 tnpR Resolvasa o B
alcaligenes
EH 26 04+ tnpA Transposasa Helicobacter pylori
EH 28 a7 e P.H. Campylobacter
Jejumi
FP. aeruginosa
EH & 110 e P.H. VRFPAO3
EH 8 111 — Permeasa Photobacterium
damseolae
EH & 112 ——e P.H. PA14

P.H. = Proteina hipotética

* = Involucrados previamente en virulencia

8.3. Participacion de los orfs 1, 16, 42 y 110-111 de pUM505 en la virulencia
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Con el proposito de determinar si la virulencia se debe a uno o al conjunto de
genes de las clonas seleccionadas, se eligieron algunos genes al azar para clonar
individual o en conjunto. Los orfs 1, 16, 42 y 110-111 se amplificaron por PCR,
usando los oligonucleotidos mostrados en la Tabla 1. El fragmento que contiene al
orf 1 tiene un tamafo de 1895 pb, el que contiene al orf 16 de 1047 pb, el que
contiene al orf 42 de 831 pb y el de los orfs 110-111 de 615 pb, se puede observar
en el gel de electroforesis los amplificados esperados (Figura 16). Los productos
de PCR de los orfs 1, 16, 42 y 110-111 se transfirieron a E. coli Top10, utilizando
la estrategia de clonacién y subclonacion mostrada en las Figuras 17-20, se
realizaron las clonaciones en el vector pJET 1.2, posteriormente se realizaron las
restricciones con las enzimas Hindlll y EcoRI para verificar dichas clonaciones
(geles de la izquierda de cada estrategia), esperando el tamafio de cada uno de
los orfs, asi como el del vector (2.9 kb). Ademas, se realizaron las subclonaciones
de estos orfs en el vector pUCP20, verificando de igual manera los patrones de
restriccion con las enzimas Hindlll y EcoRI (geles de la derecha de cada
estrategia), esperando el tamafio de cada uno de los orfs, asi como el del vector
(3.9 kb).

Una vez que se subclonaron los orfs 1, 16, 42 y 110-111 en el vector pUCP20, se
transfirieron a P. aeruginosa PAOl y se seleccionaron con carbenicilina.
Posteriormente se realizaron ensayos de virulencia con el modelo de hojas de

lechuga en E. coli Top10 y en P. aeruginosa PAOL.
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Figura 16. Producto del PCR de los orfs de pUM505. Gel de agarosa al 1%, en
donde se muestra el marcador de 1 kb plus (M), en los carriles del 1 al 4 los

amplificados por PCR de los orfs 42, 1, 16 y 110-111 respectivamente.
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Figura 17. Estrategia de la clonacion y subclonacion del orf 1. El producto de
PCR del orf 1 se ligé con el vector pJET 1.2, se realiz6 una restriccion enzimatica
con Hind Il y EcoR 1y se realizé una electroforesis en un gel de agarosa (gel de la
izquierda). Posteriormente el DNA correspondiente al orf 1 se subclon6 en el
vector pUCP20, se extrajo el plasmido recombinante, se realizd otra restriccion
enzimatica con Hind Ill y EcoR | y se corrié un gel de agarosa para caracterizar la

subclonacion (gel de la derecha). Marcador de 1 kb plus (M).
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Figura 18. Estrategia de la clonacion y subclonacion del orf 16. El producto de

PCR del orf 16 se ligd con el vector pJET 1.2, se realiz6 una restriccion enzimética

con Hind Il y EcoR |y se realizé una electroforesis en un gel de agarosa (gel de la

izquierda). Posteriormente el DNA correspondiente al orf 16 se subclono en el

vector pUCP20, se extrajo el plasmido recombinante, se realizd otra restriccion

enzimatica con Hind Ill y EcoR | y se corrié un gel de agarosa para caracterizar la

subclonacion (gel de la derecha). Marcador de 1 kb plus (M).
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Figura 19. Estrategia de la clonacién y subclonacion del orf 42 (hop). El
producto de PCR del orf 42 se ligb con el vector pJET 1.2, se realizd una
restriccion enziméatica con Hind Il y EcoR | y se realiz6 una electroforesis en un
gel de agarosa (gel de la izquierda). Posteriormente el DNA correspondiente al orf
42 se subclono en el vector pUCP20, se extrajo el plasmido recombinante, se
realizd otra restriccion enzimatica con Hind Il y EcoR | y se corrid un gel de
agarosa para caracterizar la subclonacion (gel de la derecha). Marcador de 1 kb

plus (M).
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Figura 20. Estrategia de la clonacién y subclonacién de los orfs 110-111. El
producto de PCR de los orfs 110-111 se lig6 con el vector pJET 1.2, se realizé una
restriccion enziméatica con Hind Il y EcoR | y se realiz6 una electroforesis en un
gel de agarosa (gel de la izquierda). Posteriormente el DNA correspondiente a los
orfs 110-111 se subclon6 en el vector pUCP20, se extrajo el plasmido
recombinante, se realizd otra restriccion enzimatica con Hind Ill y EcoR | y se
corrio un gel de agarosa para caracterizar la subclonacién (gel de la derecha).

Marcador de 1 kb plus (M).
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En E. coli los orfs 1, 16 y 42 incrementaron el numero de UFC recuperadas de los
ensayos de virulencia en hojas de lechuga de 2 o mas veces con respecto al
control; sin embargo, la clona con los orfs 110-111 no mostré una diferencia
respecto al control (Figura 21A). En P. aeruginosa, solo el orf 42 mostré un
incremento en el grado de virulencia con respecto al control. Este resultado
concuerda con el fenotipo de virulencia conferido por este gen en E. coli, el resto

de las transformantes no mostraron diferencia respecto al control (Figura 21B).

8.4. Efecto del sistema Quorum-sensing en la virulencia generada por los

orfs de pUM505

Debido a que en P. aeruginosa la virulencia es regulada por el sistema de
“Quorum-sensing”, se determind si este sistema regula la virulencia conferida por
los genes de pUM505. Para ello el plasmido se transfirid a la mutante lasl y la
doble mutante lasl/rhll de P. aeruginosa. Dichas mutantes, ademas de tener
atenuado el sistema “Quorum-sensing”, son mutantes con la virulencia disminuida
(Ortiz-Castro y col., 2011). El plasmido pUM505 fue capaz de conferir resistencia a
K2Cr207 en las mutantes lasl y lasl/rhll (Figura 22A), debido a que poseen el gen
chrA de resistencia al ion cromato presente en el plasmido. Adicionalmente, se
amplific6 un fragmento del gen merA (orf 70) de aproximadamente 2.7 kb, usando
los oligonucleotidos correspondientes (Figura 22B). Estos resultados confirmaron
que el plasmido pUM505 se transfirio a las mutantes lasl y lasl/rhll.

A las exconjugantes lasl y lasl/rhll con pUM505 se les determind el nivel de

virulencia en el modelo de hojas de lechuga, en donde se utilizé a P. aeruginosa
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Figura 21. Participacion de los orfs 1, 16, 42 y 110-111 de pUM505 en la
virulencia. Determinacion de las UFC de las transformantes con los orfs 1, 16, 42
y 110-111 en ensayos de virulencia en hojas de lechuga, en donde C, corresponde
al control. A) E. coli Topl0 y B) P. aeruginosa PAOL1. Con un numeral (#) se
sefalan las clonas con diferencia estadisticamente significativa respecto al control.

En las gréaficas se estandarizo el control a 1.0 para disminuir la variacion. Se

muestran los datos de 3 experimentos independientes.
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PAO1 como control, la mutante lasl y la doble mutante lasl/rhll como controles
sensibles, asi como ambas exconjugantes con el pldsmido pUM505. Se observo
que las mutantes lasl y lasl/rhll no generaron lesién en la hoja de lechuga en
comparaciéon con PAO1 (Figura 23A).

Interesantemente, las exconjugantes con el plasmido pUM505 tampoco generaron
lesion, a diferencia de lo que se habia observado cuando pUM505 se transfirié a
P. aeruginosa PAO1 (pUM505) (Figura 8A y B). El conteo de las UFC mostré que
las mutantes, asi como las exconjugantes con el pldsmido pUM505, no
incrementaron las UFC respecto al control (Figura 23B). Esto sugiere que los
genes de virulencia del plasmido pUM505 son dependientes del sistema de
Quorum-sensing. Al no detectarse aumento en la virulencia en las mutantes en
presencia de pUM505, se transfirieron los pldsmidos de las clonas EH 8, EH 24,
EH 26 y EH 28 que contienen genes especificos de pUM505 a las mutantes lasl y
lasl/rhll, con el propdsito de determinar qué genes son regulados por el sistema
“Quorum-sensing”. Los resultados mostraron que no existen diferencias en el area
de lesién, ni en las UFC cuando se tienen clonados los plasmidos recombinantes

en las mutantes (Figura 24 Ay B).

60



>
w

== pUM505

- as/

== Lasl/rhll Kb
== [as| pUM505

=o=[asl/rhll pUM505 0-5

=
o
Y

o
®
1

o
o
1

04_

\ .
% " \ 0-3

0.00 0.'25 0.'50 0.115

K,Cr,07 (mM)

D.O. 600 nm

o
N
h

o
>

Figura 22. Caracterizacion de las mutantes lasl y lasl/rhll transformadas con
el plasmido pMU505. A) Pruebas de susceptibilidad a K2Cr.0O7 de las mutantes
con y sin el plasmido pUM505, realizadas en caldo nutritivo a 37 °C durante 18 h.
Se muestran datos representativos de tres experimentos independientes, Rojo, P.
aeruginosa PAO1 (pUM505); Verde, lasl (pUM505) y lasl/rhll (pUM505); Azul, lasl
y lasl/rhll. B) Amplificacién por PCR del gen merA. M, es el marcador de 1 kb plus;
carril 1, producto de PCR empleando el DNA de lasl (pUM505); carril 2, producto

de PCR empleando el DNA de lasl/rhll (pUM505).
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Figura 23. Andlisis de la virulencia de las exconjugantes lasl y lasl/rhll con el plasmido pUM505. A) Gréfica del
area de la lesiéon en el modelo de hojas de lechuga y B) Determinacion de las UFC obtenidas de las lesiones de las hojas
de lechuga. Con un numeral (#) se sefialan las clonas con diferencia significativa estadisticamente respecto al control.

Datos de 4 experimentos independientes.
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Figura 24. Analisis de la virulencia de las mutantes lasl y lasl/rhll con los plasmidos recombinantes de las clonas
EH8, EH 24, EH 26 y EH 28. A) Grafica el area de la lesién en el modelo de hojas de lechuga y B) Determinacion de las
UFC obtenidas de las hojas de lechuga de P. aeruginosa PAO1, las mutantes lasl y lasl/rhll y las mutantes con los
plasmido de las clonas EH 8, EH 24, EH 26 y EH 28. Con un numeral (#) se sefalan las clonas con diferencia

estadisticamente significativa respecto al control. Datos de 3 experimentos independientes.
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DISCUSION

El plasmido pUM505 fue secuenciado y analizado en 2011 por Ramirez-Diaz y
colaboradores, determinando que éste es un replicon circular que posee 123,322
pb y que contiene 138 regiones codificantes (Figura 3). Este presenta dos
regiones bien definidas, una primer region de ~31 kb que corresponde a una Gl
gue contiene genes de resistencia a metales, y una regién aun mas grande, de
~67 kilobases (kb) que corresponde a una isla de patogenicidad (PAI). La PAI de
pUMS505 consiste de 78 marcos de lectura abiertos (orfs 1-51 y 112-138) de los
cuales 64 han sido encontrados en las islas de patogenicidad de P. aeruginosa
PA14, la cual tiene dos islas de patogenicidad bien caracterizadas: PAPI-1 con un
tamafio de 108 kb y PAPI-2 con un tamafio de 11 Kb (Figura 4) (He y col., 2004).

Aunque PA14 y PAO1 comparten el mismo rango de hospederos, PA14 es mucho
mas virulenta en varios organismos modelo (Rahme y col., 1995; Rahme y col.,
2000), esto debido a la presencia de las islas PAPI-1 y PAPI-2 (Figura 5)
(Harrison y col., 2010). La isla PAPI-1 esta ausente de la cepa de referencia
PAO1, mientras que so6lo una parte de la isla mas pequefia PAPI-2 se encuentra
en este aislado. La mayoria de las proteinas predichas codificadas por los genes
de las PAPI-1 no muestran homologia con ninguna otra proteina de funcién
conocida, y la mutacion de varios de estos genes revela su relevancia en la
virulencia tanto en vegetales como animales. Lo anterior nos muestra que las
funciones de virulencia de PAPI-1 y PAPI-2 promueven la amplia variedad de
cepas altamente virulentas de P. aeruginosa, como PA14 (He y col., 2004).

Interesantemente, islas con homologia a PAPI-1 y/o PAPI-2 se han identificado en
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otras cepas de P. aeruginosa y otras especies bacterianas (He y col., 2004;
Kulasekara y col., 2006; Juhas y col., 2007; Klockgether y col., 2007; Wiehlmann y
col., 2007; Wurdemann y Tummler, 2007; Battle y col., 2008 Battle y col., 2009).
Esto podria sugerir que ambas islas tienen un origen en comun, sin embargo, la
presencia de islas de virulencia contenidas en plasmidos conjugativos como la PAI
de pUM505 puede tener una mayor relevancia al incrementar la transferencia de la
misma.

Como se ha descrito, las islas gendmicas presentan varias caracteristicas, entre
ellas estan: tener un tamafio entre 10 a 200 kb; contenido comunmente diferente
de guanina y citosina (GC) respecto al resto del cromosoma, entre otros (Schmidt
y Hensel, 2004). No obstante, la PAI de pUM505 contiene genes que codifican
integrasas y factores relacionados a sistemas de conjugacion y se le llamé isla de
patogenicidad debido a la homologia con genes de la isla PAPI-1 y PAPI-2 de P.
aeruginosa PA14 (Ramirez-Diaz y col, 2011); sin embargo, la participacion de
pUMS505 en la virulencia no habia sido determinada hasta antes de este trabajo.
Ademas de las islas PAPI-1 y PAPI-2 de P. aeruginosa PA14, se conocen otras
islas de patogenicidad, por ejemplo la cepa PSE9 de P. aeruginosa, la cual es
altamente virulenta en plantas y animales, contiene siete islas, incluyendo a la isla
PAGI-1 (primer isla gendmica encontrada en P. aeruginosa) (Liang y col., 2001), y
las islas PAGI-2, 3, 4, 5, 6 y 7, siendo la isla PAGI-5 la que posee los genes
requeridos para la virulencia en mamiferos (Battle y col., 2008). Otra de las PAI
encontradas en P. aeruginosa, es pKLC102, esta isla se encontré en la cepa
“Clone C”, tiene un tamario de 104 kb. Esta se ha identificado en varias cepas de

P. aeruginosa, asi como también a la isla PAGI-2, en donde al hacer ensayos de
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movilizacion de ambas, se observd que pKLC102 presentaba un 10% de
frecuencia de movilizacion, comparada con PAGI-2 que presentd un 0.3%. Al
analizar el nimero de copias se observé que pKLC102 presenta 30 copias por
célula, encontrando un origen de replicacion para P. aeruginosa. De esta manera
se demostré que la isla pKLC102 puede estar integrada en el cromosoma o puede
estar formando un plasmido, incrementando la transferencia de dicha isla
(Klockgether y col., 2007). Algunos genes de la PAI de pUM505 tienen homologia
con genes de PAPI-1 y PAPI-2 de PA14. Se ha reportado que algunos genes de
estas islas estan relacionados con la virulencia debido a mutaciones al azar en los
genes de PAPI-1 y PAPI-2 de P. aeruginosa PAl14. Se determind que 19 genes
participan en la virulencia en Arabidopsis thaliana asi como ratones (He y col.,
2004). Por ejemplo, se ha descrito homologia con el efector dependiente del SST3
(RLO30), homodlogo al gen hop (orf 42) de pUM505, el conjunto de genes que
codifican el pilus (RLO77-86), homdlogos a los orfs 113-124 de pUM505. Otros
genes reportados en virulencia son los que codifican proteinas chaperonas
(RLO40-44), los genes que codifican la piocina S5, una proteina téxica y una
proteina de inmunidad (RL0O87-8) los cuales no tienen homdlogos en pUM505
(Briand y Baysse, 2002). Ademas genes como los RL101, RL0O03, RL014, RL017,
RLO18 y RL020 homdélogos a los orfs: orf 2 que codifica una PH, xerD (orf 22) que
codifica una recombinasa, traG (orf 26) una proteina de membrana, orf 28 una PH,
orf 29 una proteina de membrana, orf 32 una posible disulfuro isomerasa,
respectivamente, presentes en el plasmido pUM505, han sido reportados en
virulencia (He y col., 2004; Ramirez-Diaz y col., 2011). El resto de los genes de

PAPI-1 codifican proteinas con funciones relacionadas con la movilizacion de
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DNA, integracion y las actividades de particidbn. Muchos de los genes que codifican
a proteinas predichas en PAPI-1 han sido identificados en Salmonella, cepas de E.
coli patdgenas, Haemophilus somnus, Yersinia pestis, P. aeruginosa,
Pseudomonas syringae, Pseudomonas fluorescens, Xylella fastidiosa,
Burkholderia fungorum y Xanthomonas; sin embargo, la mayoria de los genes de
PAPI-1 codifica proteinas de funcion ain no determinada (He y col., 2004).

Con el uso del modelo de hojas de lechuga, el cual ya ha sido usado en otros
estudios para determinar la virulencia de diferentes cepas o aislados clinicos
(Rahme vy col., 1995; Filiatrault, 2006; Battle y col., 2008), se observo que la cepa
PAOL1 con el plasmido pUM505, incrementa el &rea de lesion respecto a la cepa
que no contiene dicho plasmido, asi como también increment6 la capacidad de
colonizacion de la cepa, al mostrar un aumento de las UFC (Figura 8). Resultados
similares han sido descritos con islas de patogenicidad en donde la presencia de
éstas incrementan la virulencia (He y col., 2003; Filiatrault, 2006; Battle y col.,
2008; Carrilla-Latorre y col., 2008; Harrison y col., 2010; Toska y col., 2014).
Ademas de determinar que pUMS505 incrementa la virulencia, se identificaron
genes que estan involucrados en dicho fenotipo. Para esto, se construyé una
biblioteca de genes del plasmido pUM505. Se obtuvo un total de 120 clonas, de
las cuales se tomO una muestra de 45 clonas para analizar por patron de
restriccion que la biblioteca de genes fuera heterogénea, se observdé que la
mayoria de los fragmentos clonados tienen un tamafo entre 2 y 3 kb (Figura 11);
esto concuerda con lo predicho en la restriccion teodrica total del plasmido
pUM505, en donde al usar las enzimas Hindlll/EcoRIl y Hindlll/BamHI, se

obtendrian fragmentos de entre 0.5 a 5.6 kb y 0.8 a 5.3 kb respectivamente.
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En el analisis de la virulencia de las 120 clonas de E. coli Top10, la cual no es una
cepa virulenta, en el modelo de hojas de lechuga se encontrd que 15 de las clonas
mostraron un incremento en la virulencia (Figura 12). Se ha descrito que uno o
pocos genes en E. coli pueden volver virulenta la cepa. Un estudio con 4000
personas en Alemania infectadas por E. coli serotipo O104:H4, revel6 que mas del
22 % de los pacientes presentaron sindrome urémico hemolitico, aunado a la
produccion de la toxina shiga (Stx), sugiriendo que la virulencia es debida a la
adherencia y la formacién de biopeliculas combinada con la produccion de Stx
(Richter y col., 2014). Otro ejemplo es el de la proteina HilA, la cual es un
regulador maestro de la isla de patogenicidad 1 de Salmonella (SPI1), que tiene
homologia con AilA 'y YgeH que son codificadas en una isla de patogenicidad de la
cepa de E. coli 0157, entero hemorragica (Huttener y col., 2014). Adicionalmente
se ha reportado que algunos genes de PAPI-1 se encuentran en cepas de E. coli
patégenas (He y col., 2004).

Para considerar virulentas a las clonas de la biblioteca de pUM505 se establecio
que incrementaran por lo menos de dos veces el numero de las UFC recuperadas
de las lesiones de la hoja de lechuga con respecto al control (E. coli Top 10). Para
descartar la posibilidad de que el vector pUCP20, estuviera confiriendo una
ventaja de crecimiento sobre la cepa de E. coli Topl10, se realizaron ensayos de
virulencia en hojas de lechuga con la cepa E. coli Topl0 con y sin el vector, en
donde no hubo diferencias, concluyendo que la diferencia en la virulencia entre las
clonas se debe a los genes que contienen clonados. Anteriormente, se ha
empleado E. coli como hospedero heter6logo de genes provenientes de P.

aeruginosa; por ejemplo, se ha descrito la actividad de la fosfolipasa C hemolitica
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de P. aeruginosa clonada en E. coli BL21 en condiciones optimizadas de
fermentacién (Zhao y col., 2013), asi como los genes phaC1l y phaC2 encontrados
en P. aeruginosa; ambos genes codifican enzimas capaces de degradar plasticos
de polihidroxialcanoatos. Dichos genes se clonaron en E. coli BL21 y demostraron
que son capaces de sintetizar altos niveles de proteina (Abedi y col., 2012).
Posteriormente, se transfirieron los 15 pldsmidos recombinantes que
incrementaron la virulencia de E. coli Topl0 a P. aeruginosa PAOL y se uso el
modelo de hojas de lechuga con las transformantes en P. aeruginosa.
Encontrando que de las 15 transformantes, cuatro mostraron un incremento de la
virulencia, aumentando el area de lesién asi como de las UFC (Figura 13). Sin
embargo, para estudios posteriores se seleccionaron las cuatro clonas que
incrementaron las UFC un minimo de dos o mas veces respecto a P. aeruginosa
PAO1 sin pladsmido. Para descartar la posibilidad de que los plasmidos
recombinantes afectaran la velocidad de crecimiento, se realizaron cinéticas de
crecimiento de las 4 clonas de P. aeruginosa que incrementaron la virulencia (EH
8, EH 24, EH 26 y EH 28), asi como de P. aeruginosa PAO1 y P. aeruginosa
PAO1 (pUM505). En este ensayo no se observo diferencia en la velocidad de
crecimiento de ninguna de las clonas (Figura 14), lo que indica que el incremento
de las UFC en la lechuga es debido a la capacidad de colonizacién de cada una
de las clonas. Ademas, utilizando medio M9, se realizaron cinéticas de crecimiento
de la transformante en P. aeruginosa (EH 28) y P. aeruginosa PAO1l
observandose velocidades de crecimiento similares, igual que en el 2006,
Filiatrault y colaboradores realizaron cinéticas de crecimiento con un banco de

mutantes observando que la velocidad de crecimiento no era afectada por las
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mutaciones; siendo que el medio M9 es bajo en nutrientes y simula un ambiente
de crecimiento similar al de la hoja de lechuga, lo que indica que el incremento de
las UFC en la lechuga es debido a los genes clonados y no a la velocidad de
crecimiento. Para identificar a los genes en los plasmidos recombinantes
responsables de incrementar la virulencia de E. coli, se secuenciaron los
fragmentos clonados. Se obtuvo la secuencia de siete fragmentos, de los cuales
cinco pertenecen a la PAI de pUM505 identificados en las clonas (EH 8, EH 24,
BH 10, BH 19 y EH 40) y dos estan fuera de la PAI (EH 26 y EH 28) y tienen
insertos de tamafo entre 1.8 a 5.5 kb (Figura 15).

El andlisis de las secuencias indic6é que la clona EH 24, contiene cinco orfs, de los
cuales, el orf 2, tiene homologia con RL101 perteneciente a la isla PAPI-1 de P.
aeruginosa PA14, dicho orf se mutd y se observo que la virulencia disminuye en
Arabidopsis thaliana y en ratones; sin embargo, la proteina codificada por dicho
gen no se ha caracterizado (He y col., 2004).

Las clonas BH 10 y BH 19 contienen dos orfs, los orf 16 y 17 de pUM505 los
cuales forman un probable operén; ambos orfs, codifican PHs, sin embargo, el orf
17 tiene un dominio con homologia a un gen perteneciente al bacteriéfago
Lambda, el cual es capaz de modular la actividad del sistema de restriccion y
modificacion de E. coli K-12. Dicho gen se ha reportado que esta involucrado en
virulencia (King y Murray, 1995).

Otro de los genes ya reportados en virulencia, es el gen traG, que se encontrd en
la clona BH 40; el gen traG se indentifico en el plasmido plP501 presente en
aislados de Enterococcus faecalis y Enterococcus faecium (Arends y col., 2013).

La proteina TRAG se purificO y se demostré que posee actividad degradante de
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peptidoglicano para posiblemente facilitar la insercion de la maquinaria del sistema
de secrecion tipo IV (Abajy y col., 2007; Alvarez y Christie, 2009; Arends y col.,
2012). Ademas, se sabe que el sistema de secrecion tipo Ill de P. aeruginosa
utiliza una proteina con capacidad de degradacion del peptidoglicano, sitio en
donde se ensambla el SST3, siendo éste el principal factor de virulencia (Bittner,
2012).

Otro de los genes que ya han sido involucrados en virulencia es el gen tpnA, que
se encontr6 en la clona EH 26; se han reportado genes homologos en
Helicobacter pylori, la presencia de tnpA en pacientes con cancer gastrico sugiere
un papel de dicho gen en el desarrollo de ésta patologia. Ademas, la infeccion por
H. pylori en otro estudio con pacientes en Brasil mostraron una prevalencia del
gen tnpA de un 47,5% en cancer gastrico y gastritis (Mattar y col., 2010; Abadi y
col.,, 2014). En otro estudio sobre el gen tnpA, en donde se obtuvieron 215
aislados de H. pylori, se observé que el 63% de dichos aislados presentaron al
gen (Malekzadeh y col., 2009).

La clona EH 8 contiene clonado al orf 111 de pUM505, éste tiene un homaologo en
Photobacterium damselae subsp. piscicida, el cual es un patégeno de peces que
causa una enfermedad conocida como pasteurelosis. Dicho gen se encontré en
los plasmidos pP99-018 y pP91278, provenientes de Japén y Estados Unidos
respectivamente y codifica una permeasa que confiere resistencia a la bacteria en
contra del pez y ya se ha descrito como factor de virulencia (Kim y col., 2008). La
Gnica clona que no presento algun gen involucrado previamente en virulencia fue
EH 28, la cual so6lo tiene clonado al orf 97, cuya funcién se desconoce , debido a

gue codifica una PH (Tabla 2).
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Todos los resultados hasta este momento mostraron que pUM505 contiene por lo
menos once genes con homdélogos involucrados previamente en virulencia, de los
cuales cinco se encontraron en la biblioteca de genes de este trabajo y se
determind que incrementan la virulencia de E. coli y P. aeruginosa. Ademas, se
sabe que 64 de los 78 orfs de la isla de patogenicidad son homologos a los orfs de
PAPI-1 y PAPI-2 de P. aeruginosa PA14, lo que confirma que el plasmido pUM505
tiene genes involucrados en virulencia.

Al hacer la clonacion individual o en conjunto de los orfs seleccionados, los orfs 1,
16 y 42 mostraron incremento de la virulencia de E. coli, sin embargo, en P.
aeruginosa, so6lo el orf 42 generé un incremento (Figura 21). Los orf 1 y 16
codifican PHs cuya funcién se desconoce, pero el orf 42 posee homologia con el
gen hop; en Pseudomonas syringae hop codifica un efector del SST3, el cual es
inyectado en células vegetales por el SST3 y produce dafio a dichas células
observandose lesiones en las hojas (Fouts y col.,, 1997; Guttman y col., 2002;
Petnicki y col., 2002; Zwiesler y col., 2002; Buell y col., 2003; Greenberg y
Vinatzer, 2003; Lindeberg y col., 2005).

Ademas, se ha reportado que dicha proteina causa dafio a la planta del tomate,
debido a que P. syringae es patdégena para la misma (Alfano y col., 2000; Badel y
col., 2002). Se ha reportado que este efector es téxico cuando se expresa en
células de levadura (Munkvold y col., 2008). La eliminacion de hop reduce la
formacion de lesiones necroticas en las hojas de tomate (Lindeberg y col., 2005),
lo que sugiere que el orf 42 codifica una proteina efectora del SST3, la cual
incrementa el dafio de la hoja de lechuga al estar clonado tanto en E. coli como en

P. aeruginosa.
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Los resultados muestran que el plasmido pUM505 tiene varios genes homologos a
los ya reportados en virulencia y que la transferencia de algunos de estos
incrementan la virulencia de E. coli y P. aeruginosa, por lo que se puede concluir
que el plasmido pUM505 contiene genes involucrados en virulencia, y que la
presencia de éste incrementa la patogenicidad de P. aeruginosa.

Como ya se habia descrito, la comunicacion célula a célula por medio de
moléculas difusibles permite que las bacterias desencadenen respuestas
coordinadas para lograr resultados que de otro modo resultarian imposibles para
una sola célula (Jiménez y col., 2012). Es este sentido el “Quorum-sensing” regula
procesos importantes como la formacién de biopeliculas y la expresion de factores
de virulencia (Barreto, 2011). En P. aeruginosa coexisten dos sistemas de AHL.: el
sistema Las y el Rhl. El sistema Las controla la produccion de mdltiples factores
de virulencia involucrados en infecciones agudas y dafio a las células hospederas,
incluyendo a LasA, LasB, elastasas, exotoxina A y la proteasa alcalina (Toder y
col., 1991; Gambello y col., 1993; Jones y col., 1993; Passador y col., 1993). El
segundo sistema, el Rhl, regula la expresion de varios genes, incluyendo genes
responsables de la produccién de rhamnolipidos, y reprimiendo genes de
respuesta para ensamblaje y funcion del SST3, el mayor determinante de
infecciones en humanos, el cual permite liberar proteinas toxicas dentro del
citoplasma de células eucariotas (Bleves y col., 2005).

En este trabajo se transfirio el plasmido pUM505 a la mutante lasl y la doble
mutante lasl/rhll, para determinar si el sistema “Quorum-sensing” regula los genes
involucrados en virulencia de dicho plasmido. Las mutantes lasl pUM505 y lasl/rhli

pUMS505 no mostraron un incremento en la virulencia respecto a las mutantes sin
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el plasmido (Figura 23), en comparacion con lo observado previamente al
transferir el plasmido pUM505 a la cepa de P. aeruginosa PAO1 (Figura 8). La
virulencia de P. aeruginosa es regulada por el sistema “Quorum-sensing”, en
donde genes de respuesta para ensamblaje y funcion del SST3 son regulados por
el autoinductor N-butanoil homoserina lactona (Cs-HSL) el cual es producido por la
proteina codificada por Rhll (Pearson y col., 1995; Bleves y col., 2005). Ademas, la
proteina Lasl codificada por el gen lasl, produce y responde a N-3-oxo-dodecanoil
homoserina lactona (3-ox0-Ci2-HSL) (Passador y col.,, 1993; Rampioni, 2007),
regulando multiples factores de virulencia involucrados en infecciones agudas y en
el dafio a las células hospederas (Toder y col., 1991; Gambello y col., 1993; Jones
y col.,, 1993; Passador y col., 1993). Cuando se transfirieron los plasmidos
recombinantes de las clonas EH 8, EH 24, EH 26 y EH28 que incrementaron la
virulencia de E. coli Top10 y P. aeruginosa PAO1 (Figura 12 y 13) a las mutantes
lasl y lasl/rhll, se detecté que no hay incremento de la virulencia respecto a las
mutantes sin transformar (Figura 24), lo que se sugiere que los genes del
plasmido pUM505 que incrementan la virulencia de P. aeruginosa son
dependientes del sistema Quorum-sensing, ya que en P. aeruginosa PAO1 si se
incremento la virulencia (Figura 13).

Estos resultados muestran que el plasmido pUM505 contiene genes que estan
involucrados en virulencia, algunos ya reportados en otras cepas 0 especies y
otros que hasta este trabajo se desconocia su participacion. Ademas, se demostro
gue los genes de virulencia de dicho plasmido son regulados por el sistema
“Quorum-sensing”. Sin embargo es interesante demostrar que estos genes

incrementan la virulencia de otras cepas de P. aeruginosa.
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CONCLUSION

Genes del plasmido pUMS505 incrementan la virulencia de Pseudomonas

aeruginosa:

e Los genes involucrados en virulencia de pUM505 son regulados por el

sistema “Quorum-sensing”.
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