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RESUMEN

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria patdogena oportunista que causa
infecciones de rapida evolucion y alta mortalidad en individuos inmunocomprometidos.
Es resistente a multiples agentes antimicrobianos debido a que posee mecanismos innatos,
adaptativos y adquiridos que le permiten contrarrestar la accion de estos agentes. Ademas,
posee un vasto repertorio de factores de virulencia que emplea para colonizar, nutrirse,
evadir la respuesta inmunoldgica y crecer dentro del huésped. Por lo que es un
microorganismo de gran relevancia en salud publica mundial, ubicado dentro de la lista
de patogenos bacterianos prioritarios (Bacterial Priority Pathogens List, BPPL) para la
busqueda de nuevos agentes antimicrobianos por la Organizacion Mundial de la Salud.
El genoma de P. aeruginosa PAO1 fue secuenciado completamente en el aio 2000, y
tiene un tamafio de 6.3 millones de pares de bases, con 5570 marcos de lectura abiertos
(ORFs) predichos, revelando informacion sobre la relacion entre la complejidad genética,
la versatilidad metabdlica y la diversidad ecologica de la bacteria. E1 ORF PA1622
codifica para una proteina homotetramérica ampliamente distribuida y conservada en el
género Pseudomonas, cuya localizacion subcelular predicha es citoplasmatica. Este ORF
es parte un operdon posiblemente implicado en el metabolismo de 4cidos grasos,
conteniendo el gen que codifica para la enzima FadD4, una enzima que participa en la
biosintesis y modificacion del lipopolisacarido, no obstante, se desconoce la funcion del
gen PA1622 y su relacion con el operdn en el cual esta codificado. En este trabajo se
estudio la participacion del ORF PA1622 en la virulencia de P. aeruginosa PAOI,
utilizando una mutante obtenida por la insercion de un casete de resistencia a gentamicina.
Mediante ensayos de virulencia sin in vivo utilizando el modelo Caenorhabditis elegans
no se observaron diferencias significativas, indicando que el ORF PA1622 no tiene un
papel esencial en la virulencia de P. aeruginosa PAOI. Sin embargo, encontramos que la
mutante tiene un incremento en la produccion de acil-homoserina lactonas (AHL),
elastasa, ramnolipidos y exopolisacaridos. También, se encontrd que en la mutante en el
ORF PA1622, disminuyd la capacidad para crecer en presencia de los aminoglucosidos
tobramicina, kanamicina y amikacina, la cefalosporina ceftriaxona y la fluoroquinolona
ciprofloxacina. Estos hallazgos, aunados a la elevada produccion de lipopolisacaridos y
biopelicula, estructuras que participan en la resistencia innata a antibioticos de la bacteria,
indican que el producto del ORF PA1622 participa en los mecanismos de resistencia a

antibioticos en la bacteria P. aeruginosa PAOI.
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Palabras clave: factores de virulencia, resistencia a antibidticos, virulencia.

ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic bacterial pathogen that causes
rapidly evolving infections with high mortality in immunocompromised individuals. It is
resistant to multiple antimicrobial agents due to its innate, adaptive, and acquired
mechanisms that allow it to counteract the action of these agents. Furthermore, it
possesses a vast repertoire of virulence factors that uses to colonize, nourish, evade the
immune response, and grow within the host. Therefore, it is a microorganism of great
relevance to global public health, included on the World Health Organization's Bacterial
Priority Pathogens List (BPPL) for the search of new antimicrobial agents. P. aeruginosa
PAO1 genome was completely sequenced in 2000 and its size is 6.3 million base pairs,
with 5570 predicted open reading frames (ORFs), revealing information about the
relationship between genetic complexity, metabolic versatility and ecological diversity of
the bacteria. The PA1622 ORF encodes a homotetrameric protein widely distributed and
conserved in the genus Pseudomonas, with a predicted cytoplasmic subcellular
localization. This ORF is part of an operon possibly involved in fatty acid metabolism,
containing the gene that encodes the enzyme FadD4, an enzyme involved in the
biosynthesis and modification of lipopolysaccharide, however, the function of the
PA1622 gene and its relationship with the operon in which it is encoded are unknown. In
this work, the participation of ORF PA1622 in the virulence of P. aeruginosa PAO1 was
studied using a mutant obtained by the insertion of a gentamicin resistance cassette. No
significant differences were observed in in vivo virulence assays using the
Caenorhabditis elegans model, indicating that ORF PA1622 does not play an essential
role in the virulence of P. aeruginosa PAOI1. However, we found the mutant has an
increased production of acyl-homoserine lactones (AHLs), elastase, thamnolipids and
exopolysaccharides. It was also found that the mutant in ORF PA1622 decreased the
ability to grow in the presence of the aminoglycosides tobramycin, kanamycin and
amikacin, the cephalosporin ceftriaxone and the fluoroquinolone ciprofloxacin. These
findings, coupled with the elevated production of lipopolysaccharides and biofilm,
structures that participate in the innate resistance to antibiotics of the bacteria, indicate
that the product of the ORF PA1622 participates in mechanisms of antibiotic resistance

in the bacterium P. aeruginosa PAO1.
Keywords: virulence factors, antibiotic resistance, virulence.
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1.-INTRODUCCION

1.1.-Generalidades de Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa es una Gammaproteobacteria aerdbica de requisitos
nutricionales minimos, capaz de crecer en temperaturas que rondan entre los 4° C y los
42° C, siendo de 25° C a 37° C su rango de temperatura de crecimiento éptimo (Wu et al.,
2015). Al cultivarla en medio solido crece formando colonias color verde de apariencia
brillante debido a los pigmentos que produce, y despide un aroma caracteristico causado
por la generacion de un compuesto volatil, la 2-aminoacetofenona (Cox & Parker, 1979).
Es un bacilo Gram negativo monoflagelado de un tamafio que ronda entre los 0.5 y 3.0
um; se encuentra ampliamente distribuido debido a su versatilidad metabolica. Tiene la
capacidad de crecer en habitats tales como suelos, marismas, rios, animales, plantas,
aguas residuales y derrames de petroleo. También puede prosperar en entornos
hospitalarios como céanulas, catéteres, equipos de inhaloterapia, fluidos de didlisis,
alimentos parenterales e incluso algunos desinfectantes (Mielko et al., 2019; Laborda et

al., 2021).

Este microorganismo posee uno de los genomas bacterianos mas grandes, con 6.3
Mpb que codifican para 5567 marcos de lectura abiertos u ORFs (Open Reading Frames).
Su genoma es altamente flexible y refleja el estilo de vida ubicuo de la bacteria y su
capacidad para adaptarse a multiples condiciones ambientales (de Sousa et al., 2021). El
cromosoma de este patdgeno contiene un alto numero de genes que codifican para
proteinas implicadas en la adhesion, movilidad, eflujo de antibidticos, exportacion de
factores de virulencia, captacion de nutrientes, sistemas transportadores y metabolismo.
Debido a esto, no es sorprendente que aproximadamente el 8.4% de los genes codificados
corresponden a genes reguladores de la transcripcion, cuyo rol es importante tanto para
la resistencia a antibioticos y a factores ambientales de estrés como para la virulencia
(Kung et al., 2010; Azam y Khan, 2019). Ademas, su cromosoma circular, aunque
altamente conservado, puede sufrir mutaciones con la finalidad de sobrevivir ante las
condiciones adversas a las que se exponga (Stover et al., 2000). La naturaleza altamente
adaptable de P. aeruginosa se debe principalmente a la insercion de diversos elementos
extracromosomales como son los plasmidos, islas gendmicas, bacteriofagos,

transposones, entre otros (Kung et al., 2010).

La cepa de referencia que se emplea con mayor frecuencia en la investigacion

cientifica es P. aeruginosa PAO1, una mutante de la cepa original PAO, resistente a
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cloranfenicol que surgi6 de manera espontanea. Fue aislada por primera vez en 1954 de
una herida infectada de un paciente en Melbourne, Australia. Desde entonces, se convirtid
en la cepa de referencia para los analisis genémicos y funcionales del metabolismo y

fisiologia de P. aeruginosa (Klockgether et al., 2010).

1.2.-Relevancia clinica de P. aeruginosa

Un aspecto relevante de P. aeruginosa es su inclusion en la lista de patogenos
bacterianos prioritarios o BPPL, por sus siglas en inglés (Bacterial Priority Pathogens
List), propuesta por la organizacion mundial de la salud en mayo de 2024. Esta lista
engloba 14 géneros bacterianos distintos, caracterizados por ser patdgenos oportunistas
resistentes a multiples antibioticos. En este reporte, se cataloga a P. aeruginosa resistente
a carbapenémicos como un patogeno de alta prioridad en la salud publica mundial (WHO

Bacterial Priority Phatogens, 2024).

P. aeruginosa es un patogeno oportunista con el potencial de causar infecciones
tanto en plantas como insectos y animales, incluido el ser humano (de Sousa et al., 2021).
Se puede encontrar ocasionalmente colonizando ciertas partes del cuerpo humano con
una baja prevalencia en individuos sanos, no obstante, causa infecciones agudas y
cronicas de rapida evolucion, prevalentes y de dificil tratamiento en huéspedes
inmunocomprometidos (Lujan Roca, 2014). Por lo que P. aeruginosa puede encontrarse
en pacientes con afecciones como fibrosis quistica (FQ), SIDA, diabetes mellitus,
quemaduras, neumonia, cancer, neutropenias, bronquiectasia, entre otras (de Sousa et al.,
2021) y puede causar una amplia gama de infecciones con altas tasas de morbilidad y
mortalidad, especialmente en entornos hospitalarios. En este tipo de pacientes, existe un
riesgo significativo de que infecciones localizadas evolucionen hacia infecciones
sistémicas que ponen en peligro la vida. Estas infecciones pueden incluir infecciones
cutaneas, oculares, Oticas, respiratorias, gastrointestinales, urinarias y septicemias

(Streeter & Katouli, 2016).

Es importante destacar que P. aeruginosa es un microorganismo de gran
relevancia en enfermedades pulmonares, particularmente en FQ. Es la principal causante
de infecciones pulmonares en los pacientes con esta afeccion, afectando a mas del 80%
de los mismos, aumentado el deterioro de la funcidon pulmonar y la mortalidad asociadas
a la enfermedad (Vicente-Altabas, 2017). Ya que la FQ se caracteriza por la
sobreproduccién y acumulacion de moco dentro de los pulmones, que impide el correcto

aclaramiento mucociliar, se crea un ambiente rico en nutrientes que es propicio para la
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infeccion (Streeter & Katouli, 2016). P. aeruginosa aprovecha los acidos grasos que se
encuentran presentes en el surfactante pulmonar (rico en fosfatidilcolina y otros lipidos),
asi como en las membranas de las células epiteliales del huésped para nutrirse y llevar a
cabo sus procesos metabolicos. Estos procesos se han especializado cada vez més en el
uso de diversos compuestos como fuente de carbono, ayudando a la bacteria a proliferar
en este tipo de entornos y como resultado, ocasionando el deterioro de la salud del
huésped. Por si fuera poco, P. aeruginosa ha adquirido una gran resistencia a antibioticos
a través de los afios. En conjunto, estas caracteristicas la han posicionado como la

principal causa de muerte en individuos afectados por FQ (Vicente Altabas, 2017).

1.3.-Resistencia a antibidticos

Una de las caracteristicas que hacen de P. aeruginosa un tema de relevancia en
salud publica, es su alta resistencia a una larga lista antibioticos, entre ellos las quinolonas,
los aminoglucésidos y los B-lactdmicos (Tabla 1). Este microorganismo cuenta con
multiples mecanismos de defensa innatos contra antibidticos que se presentan
simultaneamente, ademas, puede adquirir nuevos mecanismos de resistencia por medio
de la transferencia horizontal de genes o a través de mutaciones, haciendo de P.
aeruginosa un fenomeno en cuanto a resistencia a antibiéticos (Strateva & Yordanov,
2009). Por estas razones, es considerada como uno de los patégenos prioritarios para la
investigacion y desarrollo de nuevos antibidticos y estrategias terapéuticas para el
tratamiento de las infecciones que produce (Lujan Roca, 2014; Pang et al., 2019; de Sousa
etal., 2021).

Tabla 1. Resistencia intrinseca a antibi6ticos de P. aeruginosa. Modificado de Espinoza-Pesantez y
Esparza-Sanchez, 2022)

B- lactamicos  Penicilinas y combinaciones de B- Ampicilina, amoxicilina, ampicilina/sulbactam,
lactimicos amoxicilina/dcido elavulianico
Cefalosporinas 1° generacion Cefazolina, cefalotina, cefadroxilo, cefalexina
Cefalosporinas 2° generacion y Cefuroxima, cefoxitina, cefotetan
cefamicinas Ceftriaxona, cefotaxima
Cefalosporinas 3° generacion Ertapenem

Carbapenémicos

Tetraciclina,  Acidos nalidixico, dcido  Cloranfenicol Nitrofurantoina Trimetoprima/sulfa
doxiciclina, pipemidico metoxazol
minociclina, (cotrimoxazol)
tigeciclina
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En general, P. aeruginosa presenta tres tipos de resistencia a antibidticos;
intrinseca, adaptativa y adquirida, los cuales se presentan de manera simultanea y se
potencian entre si, ademas, un mismo mecanismo de resistencia puede formar parte de

dos tipos de resistencia.

La resistencia intrinseca, engloba a todos aquellos mecanismos innatos que posee
y que la hacen resistente a antibioticos por naturaleza. Estos mecanismos estan presentes
en todas las cepas de tipo silvestre de P. aeruginosa e incluyen sistemas de eflujo,
permeabilidad de la membrana externa y produccion de enzimas capaces de inactivar
antibioticos. La resistencia adaptativa representa los mecanismos que la bacteria
desarrolla de manera transitoria con la finalidad de ajustarse a las condiciones adversas,
estos se inducen rapidamente y son dependientes de las condiciones del medio. Una vez
que la presion selectiva ejercida cesa, la bacteria regresa a su estado de susceptibilidad
basal. Entre ellos encontramos la sobreexpresion de genes relacionados a resistencia o las
modificaciones estructurales. Finalmente, la resistencia adquirida se refiere a aquellos
mecanismos que obtiene al exponerse a antibidticos y otros microorganismos que poseen
resistencia a antibioticos, ya sea mediante mutaciones en sus propios genes o mediante la
adquisicion de nuevos elementos genéticos a través de pldsmidos, integrones o
transposones (Taylor et al.,, 2014; Espinoza-Pesantez y Sanchez-Esparza, 2021;

Langendonk et al., 2021).

1.3.1.-Permeabilidad de la membrana externa

La membrana externa (ME) presente en las bacterias Gram negativas, es una
barrera de proteccion intrinseca altamente efectiva contra antibidticos. Se encuentra
compuesta por una biacapa asimétrica de fosfolipidos y lipopolisacaridos (LPS), lo que
la hace altamente hidrofobica (Figura 1). Ademas, contiene numerosas proteinas, como
lipoproteinas y porinas, que desempefian distintas funciones, entre ellas proporcionar
estabilidad estructural y permitir el paso de moléculas de tamafios especificos (Delcour,
2009; Chevalier et al., 2017). En conjunto, estas propiedades, hacen de la ME una barrera

permeable y selectiva que tiene un gran impacto en la resistencia a antibioticos.
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Figura 1. Membrana externa de las bacterias Gram negativas. La ME es una barrera semipermeable
compuesta por una bicapa asimétrica de fosfolipidos y lipopolisacaridos, que contiene multiples proteinas
embebidas. Creada por el autor.

La mayoria de los antibidticos empleados para tratar infecciones por P.
aeruginosa se dirigen hacia blancos intracelulares, por lo tanto, deben tener la capacidad
para ingresar a la célula bacteriana, traspasando las membranas celulares (Pang et al.,
2019b). Por ejemplo, algunos antibidticos B-lactdmicos (penicilina, carbapenémicos y
cefalosporina) y quinolonas (ciprofloxacina y levofloxacina) ingresan a la célula usando
los canales creados por las porinas (Pang etal., 2019b). Por otra parte, los
aminoglucosidos (tobramicina, gentamicina, amikacina y kanamicina) y las polimixinas
promueven su propia captacion mediante interacciones directas con el LPS (Delcour,

2009).

1.3.1.1.-Proteinas de membrana externa

La permeabilidad restringida de la ME de P. aeruginosa limita significativamente
la entrada de antibidticos a la célula, y en particular, las porinas reducen la tasa de
penetracion de dichos compuestos (Langendonk et al., 2021). En P. aeruginosa se han
identificado 26 tipos de porinas, siendo OprF la més abundante. Esta proteina puede
presentarse en dos formas distintas; la conformacién abierta de un solo dominio, que
representa menos del 5% de estas proteinas y, la conformacién cerrada de dos dominios,
que es la mas abundante y la responsable de la baja permeabilidad de la ME (Sugawara

et al., 2006; Langendonk et al., 2021).

La proteina OprF desempena diversas funciones dentro de la célula bacteriana.

Ademas de permitir el paso de iones y moléculas pequenas, proporciona estabilidad
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estructural a la célula, al unir la ME a la pared de peptidoglicano (Chevalier et al., 2017).
También facilita la adhesion y la formacion de vesiculas de membrana y de la biopelicula
(bajo condiciones anaerobicas). Al estar localizada en la superficie externa de la célula
bacteriana, participa en la interaccion con el huésped y se cree que contribuye en la
deteccion del sistema inmunoldgico (Cassin y Shan Tseng, 2019). Ademas, P. aeruginosa
presenta otras porinas que aumentan su resistencia a los antibioticos, como OprD, que
participa en la absorcion de carbapenémicos (predominantemente imipenem Yy
meropenem) y OprH, que través de interacciones con el LPS, reduce la concentracion de
Mg?", lo que modifica la afinidad de las polimixinas por la ME y, por ende, incrementa

la resistencia a esta clase de antibidticos (Langendonk et al., 2021).

1.3.1.2.-Modificacion del lipopolisacarido

Por otra parte, los LPS también promueven la resistencia a antibidticos. E1 LPS es
una estructura que se encuentra anclada a la ME que estd compuesto por 3 dominios
(Figura 2): el lipido A que se encarga del anclaje, un centro de oligosacaridos y el antigeno

O, que sobresalen de la célula (Gonzélez-Alsina et al., 2023).

—_—

— Antigeno O

Oligosacarido

central Figura 2. Estructura del Lipopolisacarido. La

. estructura del LPS consta de 3 partes: 1) Una parte

o lipidica anclada a la membrana externa; 2) Una region

interna compuesta por oligosacaridos; y 3) La parte mas

Cadenas - Lipido A externa, que es altamente inmunogénica y confiere

especificidad serologica, llamada antigeno O. Creada
por el autor.

de acilo

El lipido A es un dimero de glucosamina, flanqueado por grupos fosfato y unido
a cadenas de acilo embebidas en la membrana. Se encuentra unido mediante enlaces
covalentes al oligosacérido central, el cual esta compuesto por cadenas de azucares. A su

vez, el oligosacérido central se enlaza covalentemente al antigeno O, la region mas
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externa de LPS, formada por unidades repetidas de polisacaridos (Gonzélez-Alsina et al.,

2023).

Las modificaciones estructurales que ocurren en el LPS son las responsables de la
resistencia a antibidticos y generalmente se dan en el lipido A. Dichas modificaciones
protegen a la bacteria contra antibidticos, como los aminoglucosidos y péptidos catidnicos
antimicrobianos (CAMPs), como la polimixina, los cuales son antibioticos naturales
producidos de manera innata por diversos organismos (incluyendo el ser humano) que,
mediante interacciones con el LPS, logran ingresar a la célula (He & Deber, 2024). En
general, las modificaciones del lipido A ocurren en dos regiones: 1) en los grupos fosfato,
que pueden ser sustituidos por compuestos como fosfoetanolamina o 4-amino-L-
arabinosa, lo que provoca la reduccion de cargas negativas y disminuye la afinidad del
LPS por los CAMPs (Anaya-Lopez et al., 2013); y 2) en las cadenas de acilo, donde la
acilacion o adicion de 4cidos grasos al LPS altera la fluidez y permeabilidad de la ME,

dificultando asi el paso de antibioticos a la célula bacteriana (Huszczynski et al., 2020a).

1.3.2.-Bombas de eflujo

Las bombas de eflujo son importantes mecanismos desarrollados por las bacterias
con la finalidad de eliminar compuestos toxicos, incluyendo productos de desecho,
toxinas, detergentes, especies reactivas de oxigeno y antibidticos (Aeschlimann, 2003).
Estas bombas requieren de la fuerza protdn motriz para exportar antibidticos tanto del
citoplasma como del periplasma hacia el exterior de la célula y pueden ser especificas

para cierto tipo de sustratos o pueden actuar sobre un amplio rango de moléculas

(Langendonk et al., 2021).

La bomba de efluyjo MexAB-OprM se expresa de manera constitutiva y fue la
primera bomba de eflujo descrita en P. aeruginosa. Se considera como la principal bomba
de eflujo encargada de la resistencia a antibidticos, ya que puede expulsar antibidticos
como cloranfenicol, tetraciclinas, penicilinas, quinolonas, macrélidos, lincomicina,

novobiocina y la mayoria de los B-lactdmicos (Lorusso et al., 2022).

1.3.3.- Enzimas bacterianas

P. aeruginosa produce de manera constitutiva diversas enzimas capaces de
inactivar, modificar o degradar antibidticos. Estas enzimas se pueden clasificar en tipos
de acuerdo al antibiotico al que vayan dirigidas o a su mecanismo de accion y, pueden ser

parte tanto de la resistencia intrinseca como de la adquirida.
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1.3.3.1.- p-lactamasas

Ya se ha demostrado que P. aeruginosa puede producir una gran variedad de f-
lactamasas. Estas enzimas pueden estar codificadas en el cromosoma, donde se expresan
de manera basal como parte de un mecanismo intrinseco, pero también pueden
sobreexpresarse en respuesta a la presencia de antibidticos como un mecanismo
adaptativo. No obstante, algunas B-lactamasas pueden formar parte de la resistencia
adquirida, pues se obtienen mediante transferencia horizontal de genes (Espinoza-
Pesantez y Sanchez-Esparza, 2021). Su funcion es hidrolizar el anillo B-lactdmico
caracteristico de los antibidticos B-lactdmicos como penicilina, amoxicilina, ampicilina,
ceftriaxona, imipenem, entre otros. Estos antibioticos interfieren con la sintesis de la
pared celular y su mecanismo de accion se basa en bloquear las proteinas de union a
penicilina, lo que impide la sintesis y mantenimiento del peptidoglicano (Langendonk

etal., 2021).

1.3.3.2.- Enzimas modificadoras de aminoglucosidos

Los aminoglucosidos son moléculas que se unen al ARNr 16S de la subunidad
30S del ribosoma bacteriano, bloqueando la sintesis de proteinas y, por ende, causando la
muerte celular. Se componen de un anillo aminociclitol unido a uno o més aminoazuicares

mediante enlaces glucosidicos (Jana & Deb, 2006).

Las enzimas modificadoras de aminoglucésidos (EMA) catalizan la transferencia
de grupos funcionales como fosfato, adenilo o acetilo, a los grupos -OH o -NH:z de los
aminoazlcares presentes en los aminoglucosidos. Como consecuencia, la afinidad de
estos por el ARNr disminuye drasticamente, bloqueando su actividad (Espinoza-Pesantez
& Sanchez-Esparza, 2021). Estas enzimas bloquean la actividad de casi todos los
aminoglucosidos que existen mediante dichas modificaciones quimicas y son parte de la
resistencia intrinseca, sin embargo, también pueden ser adquiridas a través de

transferencia horizontal (Ramirez & Tolmasky, 2010).

1.3.4.- Formacion de la biopelicula

P. aeruginosa es una bacteria capaz de adoptar dos tipos distintos de estilo de
vida, estado planctonico y estado sésil. El estilo de vida planctonico se da cuando esta se
encuentra en un medio liquido, en donde las bacterias permanecen flotando libres,
mientras que el estilo sésil se da en un medio sélido. Al encontrarse en estado sésil, las
bacterias comienzan a formar una comunidad altamente organizada y compleja, rodeada

de una matriz compuesta por ADN (<1%), ARN (<1%), exopolisacaridos (1-2%),
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proteinas (<2%), lipidos (% variable) y agua (97%), la cual se conoce como biopelicula

(Tuon et al., 2022).

Los lipidos son una de las biomoléculas mas importantes para la formacion de la
biopelicula. Como componentes mayoritarios de las membranas celulares bacterianas,
ademds de aportar caracteristicas como integridad, permeabilidad, fluidez e
hidrofobicidad a la membrana, también participan en la afinidad a superficie. Estas
caracteristicas favorecen la interaccion entre la célula y la superficie, facilitando la
adherencia y promoviendo la formacion de la biopelicula (Dubois-Brissonnet et al.,
2016). La composicion lipidica de la membrana celular bacteriana, particularmente de
acidos grasos, cambia en respuesta a condiciones medioambientales tales como
temperatura, moléculas toxicas, salinidad y pH. Estos cambios alteran propiedades como
la fluidez, organizacidon y permeabilidad, volviendo a la membrana mas rigida o
resistente, favoreciendo la agregacion celular y, por lo tanto, regulando la transicion entre
estado planctonico y biopelicula (Chao et al., 2010; Dubois-Brissonnet et al., 2016; Thi
et al., 2020). Se ha observado que el crecimiento en biopelicula de P. aeruginosa, le
permite incrementar su resistencia a antibioticos entre 100 y 1000 veces en comparacion
con el estilo de vida plantonico. Esto debido a las caracteristicas fisicas y de la biopelicula,
a la comunicacion celular y a las condiciones ambientales que se logran dentro de esta

compleja matriz (Langendonk et al., 2021).

Ademas de actuar como una barrera fisica, la biopelicula también funciona como
una barrera quimica altamente compleja que contribuye a la resistencia a antibidticos en
muchas maneras (Langendonk et al., 2021). En primera instancia, la biopelicula restringe
la entrada de antibidticos cargados positivamente, como la colistina o tobramicina, debido
a la presencia de cargas negativas en los exopolisacaridos y en el ADNe. La captura de
antibidticos por dichas moléculas impide que estos lleguen a las microcolonias situadas
en capas mas profundas de la biopelicula, favoreciendo la aparicién de fenotipos mas

resistentes (Sindeldecker y Stoodley, 2021) .

La formacion de la biopelicula (Figura 3) es un proceso complejo y conservado,
que se dividide en cinco etapas: (1) la adhesion inicial de las células bacterianas a la
superficie mediante el uso de estructuras de movilidad como pilis y flagelos y la
biosintesis de exopolisacaridos; (2) la adhesion primaria, un proceso irreversible en el que
comienza la division celular; (3) la propagacion de las bacterias sobre la superficie que

permite la comunicacion celular y la formacion de microcolonias que dan lugar a una
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biopelicula inmadura; (4) las microcolonias se desarrollan en capas, formando una
estructura en forma de hongo, lo cual es un rasgo caracteristico de la maduracion de la
biopelicula, y finalmente, (5) la ruptura del centro de esta estructura en forma de hongo
que permite liberacion y dispersion de las células, lo que promueve la colonizacion de

otros sitios (Thi et al., 2020).

1) Adhesion 2)Union inicial 3)Biofilm inmaduro 4)Biofilm maduro 5)Dispersion

Figura 3. Ciclo del desarrollo de la biopelicula. El ciclo del desarrollo de la biopelicula esta dividido en
cinco etapas. Primero, las células se adhieren a la superficie. Posteriormente comienza la division celular y
se establece la adhesion primaria, un proceso reversible. Luego, la adhesion se vuelve irreversible y
comienza la formacion de microcolonias que dan lugar a una biopelicula inmadura. A continuacién, la
comunicacion celular y la produccion de factores de virulencia conducen a la maduracion de la biopelicula,
una estructura caracteristica en forma de hongo. Finalmente, esta estructura se rompe y permite la dispersion
de las células, que comenzardn nuevamente con el ciclo. Creada por el autor.

Las células que crecen en biopelicula, experimentan diversos cambios
metabolicos, fisiologicos y fenotipicos. La expresion génica se ve regulada
diferencialmente en comparacion con las células plantonicas (aquellas que se encuentran
libres), presentandose cambios en la expresion de proteinas involucradas en la resistencia
al dafio oxidativo, metabolismo, produccion de exopolisacaridos, biosintesis de
fosfolipidos, secrecion y transporte de membrana. Ademas, la expresion de proteinas
involucradas en ciclo de Krebs y en el metabolismo de aminoacidos aumenta, lo que
sugiere cambios en el metabolismo del carbono (Drenkard, 2003). Asimismo, en las capas
formadas dentro de la biopelicula se generan distintos gradientes de oxigeno y nutrientes,
por lo que las bacterias que se encuentran en capas mas superficiales tienen un mayor
acceso a estos recursos en comparacion con aquellas situadas en capas mas profundas.
Como consecuencia, se crean diferencias metabolicas entre las microcolonias de la
biopelicula, lo que conlleva a una poblacion heterogénea. Esta heterogeneidad metabdlica
favorece la formacion de microcolonias con una mayor resistencia a antibioticos
(Drenkard, 2003). La baja disponibilidad de nutrientes y oxigeno también puede inducir

un fenotipo de crecimiento lento o el aumento en las respuestas de estrés, como la
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respuesta SOS y la respuesta rigurosa (stringent response). Estas respuestas inducen
cambios globales en el metabolismo bacteriano, inhibiendo la sintesis de ARN en el caso
de la respuesta rigurosa o induciendo la activacion de los sistemas de reparacion de dafio
al ADN en el caso de la respuesta SOS. Ambas respuestas inducen un estado de
dormancia que es mas resistente a antibidticos debido a la baja actividad metabdlica (Van
Delden et al., 2001; Cirz et al., 2006; Podlesek y Zgur Bertok, 2020). Por otra parte, el
oxigeno limitado es un factor importante en la resistencia a algunos antibioticos, como
los B-lactamicos, aminoglucdsidos, fluoroquinolonas o tetraciclinas, que requieren de
condiciones aerobicas para ejercer su efecto (Sindeldecker y Stoodley, 2021; Fernandez-

Billon et al., 2023) .

Otra caracteristica que favorece la resistencia es el gran tamafio de la poblacion
bacteriana presente en la biopelicula. A mayor poblacion, aumenta la posibilidad de
formar subpoblaciones como las células persistentes o colonias Phoenix, que presentan
mayor tolerancia a antibiéticos (Sindeldecker y Stoodley, 2021; Fernandez-Billon et al.,
2023). Ademas, la cercania entre la comunidad bacteriana facilita la activacion del
quorum sensing, la adquisicion de genes de resistencia a través de transferencia
horizontal, el incremento natural de la tasa de mutaciones y la sobreexpresion de genes

involucrados en la resistencia a antibidticos (Fernandez-Billon et al., 2023).

1.3.5.- Formacién de subpoblaciones

Durante la exposicion a antibidticos, casi toda la poblacion bacteriana es
eliminada; sin embargo, una pequefia subpoblacion resistente sobrevive, permitiendo la
recolonizacion del sito y dando lugar a una infeccion recalcitrante. Estas subpoblaciones
que presentan un fenotipo resistente, son inestables y pueden revertir al tipo silvestre una

vez que haya cesado la exposicion al antibidtico (Sindeldecker y Stoodley, 2021).

1.3.5.1- Células persistentes

Las células persistentes son un fenotipo transitorio y no heredable que aparece en
algunas especies bacterianas, incluyendo a P. aeruginosa (Hastings et al., 2023). Estas
células se encuentran en un estado de dormancia metabdlicamente inactivo y son
tolerantes a diversas condiciones de estrés, como la deficiencia de nutrientes u oxigeno,
dafio al ADN, estrés oxidativo y exposicion a antibioticos (Grassi et al., 2017). Aunque
el mecanismo de generacion de este fenotipo no se conoce con precision, su formacion se
ha relacionado con diversos factores, como la exposicion a antibioticos, cambios

metabolicos, la expresion del sistema toxina-antitoxina, la fase de crecimiento y la
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induccion del estado de dormancia mediante la activacion de la respuesta rigurosa (Patel
et al., 2022). Las células persistentes contribuyen en la resistencia a antibioticos durante
las infecciones cronicas debido a que los antibioticos solo actiian sobre bacterias
metabolicamente activas. Pero, una vez que la concentracion del antibiotico se encuentra
por debajo de la concentraciéon minima inhibitoria, estas recuperan el fenotipo silvestre y
recolonizan el sitio de infeccion, impidiendo la eliminacion total de las bacterias y

causando infecciones recurrentes (Patel et al., 2022; Hastings et al., 2023).

1.3.5.2- Colonias fénix

Estas colonias fueron descritas en P. aeruginosa por primera vez en 2020 por
Sindeldecker y colaboradores, quienes las nombraron colonias fénix debido a que surgian
de un tapete de células muertas y proliferaban aun en presencia de antibioticos
(Sindeldecker et al., 2020). Dichas colonias son capaces de permanecer metabolicamente
activas y crecer en presencia de antibidticos, incluso en concentraciones 10 veces
superiores a la concentraciéon minima inhibitoria. Al igual que las células persistentes, su
fenotipo silvestre se regenera una vez que la presion selectiva ejercida por la presencia

del antibidtico se retira (Sindeldecker y Stoodley, 2021) .

1.3.5.3- Variantes de colonias pequefias (SCV, Small Colony Variants)

Las variantes de colonias pequefias deben su nombre a su tamafo
significativamente mas pequefias que las colonias de tipo silvestre. Constituyen una
subpoblacion bacteriana resistente a antibidticos y a la fagocitosis, que se ha relacionado
con infecciones persistentes en pacientes con fibrosis quistica y otras patologias
pulmonares (Sindeldecker y Stoodley, 2021). Estas células se caracterizan por tasas lentas
de crecimiento y una gran capacidad de adhesion a superficies, agregacion, produccion
de exopolisacaridos y formacion de biopelicula. Ademas, su fenotipo varia de acuerdo a
las condiciones del ambiente en donde se encuentran (Malone, 2015; Pestrak et al., 2018).
Su generacion implica varios factores, como la respuesta adaptativa a condiciones de
estrés y la presion selectiva que se ejerce sobre las bacterias cuando se encuentran

colonizando al huésped, la exposicion prolongada a antibioticos, la baja disponibilidad de

oxigeno y nutrientes, mutaciones en genes reguladores y alteraciones en el metabolismo,

entre otros (Malone, 2015; Pestrak et al., 2018).

1.3.6.- Transferencia horizontal de genes
La transferencia horizontal de genes (THG) es una de las mayores fuentes de
variabilidad genética en bacterias y desempefia un papel crucial en su adaptacion y
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evolucion. Este mecanismo permite la transmision de elementos genéticos como
plasmidos, integrones, transposones, islas de resistencia y profagos a través de procesos
como la transduccion, transformacion, conjugacion o mediante vesiculas de membrana
(Johnston et al., 2023). Mediante la THG, las bacterias pueden adquirir material genético
externo a su linea clonal, como genes de resistencia a antibidticos (GRA), genes que
codifican factores de virulencia, genes de resistencia a metales pesados, entre otros, que
les conferiran ventajas adaptativas para prosperar en condiciones adversas (Lerminiaux y

Cameron, 2019).

La biopelicula desempefia un papel fundamental en este proceso debido a que la
proximidad entre las células vuelve mas simple encontrar donadoras y receptoras de
material genético. Ademas, se ha observado que la biopelicula protege al ADN
extracelular de la degradacion por nucleasas, lo que aumenta su persistencia y

disponibilidad para su incorporacion por otras bacterias (Michaelis y Grohmann, 2023).

1.3.6.1.- Transduccion

La transduccion es un mecanismo de transferencia de material genético mediada
por bacteriofagos. Estos virus se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza y
pueden actuar como reservorios de GRA. Sin embargo, debido a que la transduccion esta
limitada por la especificidad del bacteriéfago hacia la especie, representa una de las
formas menos comunes de THG y de propagacion de genes de GRA (Michaelis y
Grohmann, 2023). Este proceso comienza cuando los bacteridfagos se unen a receptores
especificos de la célula bacteriana e inyectan su material genético en el citoplasma.
Dependiendo de su ciclo de vida (litico o lisogénico), el bacteriofago puede replicarse y
provocar la lisis de la bacteria o integrarse al cromosoma bacteriano como profago. En el
ciclo lisogénico los profagos se replican y en ocasiones pueden empaquetar fragmentos
del ADN bacteriano, que posteriormente seran transferidos a otra bacteria mediante la

transduccion (Chiang et al., 2019).

1.3.6.2.- Transformacion

La transformacion natural es el proceso mediante el cual las bacterias competentes
captan el ADN exdgeno del ambiente. Este proceso depende Uinicamente de la bacteria
receptora y de la expresion de su maquinaria de competencia. El material genético es
incorporado de manera permanente al cromosoma bacteriano mediante recombinacion
homologa y posteriormente se hereda a las células hijas (Michaelis & Grohmann, 2023).

La competencia es un estado fisioldgico que desarrollan las bacterias, basado en la
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expresion de diferentes proteinas de competencia conservadas, QS y sistemas de
secrecion y transporte (Johnston et al., 2014). Hasta hace algunos afios no existia
evidencia de que P. aeruginosa fuera naturalmente competente, puesto que este
microorganismo no expresa los genes clasicos de competencia encontrados en otras
bacterias (Seitz & Blokesch, 2013). No obstante, estudios recientes han demostrado que
esta bacteria tiene la capacidad de captar ADN extracelular e integrarlo a su cromosoma
cuando crece en biopelicula. Este fendmeno podria estar relacionado con la expresion de
genes especificos en respuesta a las condiciones de la biopelicula, aunque el mecanismo

exacto sigue siendo incierto (Nolan et al., 2020).

1.3.6.3.- Conjugacion

La conjugacion es el principal mecanismo de adquisicién y transmision de
material genético empleado por P. aeruginosa. Este proceso puede ocurrir entre células
de la misma especie o de especies diferentes y, en el caso de las bacterias Gram negativas,
requiere de contacto directo célula-célula y de los sistemas de secrecion tipo IV (T4SS).
A través de este mecanismo se adquieren y transmiten elementos genéticos méviles como
plasmidos, integrones y transposones que confieren resistencia a metales pesados y

antibioticos (Virolle et al., 2020).

El mecanismo de conjugacion consta de tres pasos: 1) procesamiento de ADN, 2)
reclutamiento del ADN y 3) transferencia del ADN. El proceso comienza en el citoplasma
de la célula donadora, en donde una region del ADN, denominada origen de transferencia,
es procesada por un complejo multiproteico llamado relaxosoma. El procesamiento
implica el corte y preparacion de una de las cadenas del ADN para su transporte.
Posteriormente, la proteina de acoplamiento T4CP recluta al complejo ADN-relaxosoma
y lo dirige hacia el T4SS. Finalmente, el T4SS, una maquinaria celular que atraviesa las
membranas interna y externa de la bacteria, transfiere el ADN a la célula receptora

(Ilangovan et al., 2015; Virolle et al., 2020).

1.3.6.4.- Vesiculas de membrana externa

Las vesiculas de membrana externa (OMVs) son nanoestructuras esféricas
secretadas por las bacterias Gram negativas mediante la formacion y desprendimiento de
protuberancias de la membrana externa. Su membrana estd compuesta por una bicapa
lipidica de fosfolipidos (en las capas interna y externa), lipopolisacaridos (en la capa
externa), peptidoglicano y proteinas de membrana. Su contenido interior puede variar

dependiendo de las condiciones ambientales, pero en general consta de proteinas
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peripldsmicas, acidos nucleicos y otros componentes del citosol (Dell’annunziata et al.,
2021). Estas estructuras desempenan diversas funciones importantes como el transporte
y adquisicion de nutrientes, dcidos nucleicos, enzimas, toxinas y factores de virulencia.
También participan en la respuesta al estrés, la proteccion contra ambientes hostiles, la
comunicacion celular, la modulacion de la respuesta inmunoldgica del huésped y la
formacion de la biopelicula (MacDonald y Kuehna, 2013; Dell’annunziata et al., 2021).
Ademas, se ha observado que pueden transportar material genético como ADN
cromosémico, ADN de bacteriofagos y ARN, por lo que han sido reconocidas como
vectores de THG importantes para la diseminacion de GRA (Renelli et al., 2004; Nolan
et al., 2020; Johnston et al., 2023).

Es importante destacar que la capacidad de P. aeruginosa para producir infecciones
persistente y altamente mortales no se limita Gnicamente en su multiple resistencia a
antibidticos, sino que, gran parte de su potencial radica en el arsenal completo de factores
de virulencia que le permiten nutrirse, evadir la respuesta inmunologica, traspasar las
barreras naturales del huésped y sobrevivir ante las condiciones adversas del nicho en que
se encuentre (de Sousa et al., 2021a). Estos factores no solo permiten el establecimiento
de la infeccion, sino que también van a ayudar a que P. aeruginosa persista y cause dafio

en los tejidos del huésped, lo cual se traduce en su alta patogenicidad y prevalencia.

1.4.- Virulencia en P. aeruginosa

La virulencia es una propiedad asociada a los organismos patogenos que se define
como la medida cuantificable que refleja el grado en que estos pueden ocasionar dafio a
su huésped. Este dafo no es intencional y se produce como consecuencia de los
mecanismos de supervivencia, por consiguiente, un factor de virulencia se puede
catalogar como aquel componente inherente, ya sea molecular o estructural, que permita
la evasion, modulacion o supresion del sistema inmunologico del huésped, la invasion,
supervivencia y/o la nutricion de dicho organismo, con el objeto de obtener una ventaja

replicativa ( Van Delden, 2004; Johnson, 2018).

P. aeruginosa presenta un vasto repertorio de factores de virulencia que utiliza para
colonizar a su hospedero. Estos factores se encuentran estrechamente relacionados con la
patogénesis de las infecciones producidas por este microorganismo, desde el momento en
que entra al huésped, hasta el momento en que se ha establecido la infeccion. La

produccion de factores de virulencia es esencial para que las bacterias prosperen en nichos
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intracelulares, debido a que les permitiran obtener nutrientes del medio, traspasar las

barreras naturales y evadir la respuesta inmunolégica del huésped. (Azam y Khan, 2019).

1.4.1.- Factores de virulencia de P. aeruginosa
El primer paso en la infeccion por P. aeruginosa es la colonizacion de las células
epiteliales del huésped, este paso implica a una serie de factores de virulencia que le

permitiran movilizarse y adherirse.

1.4.1.1.-Biopelicula

La biopelicula permite a la comunidad bacteriana estar cerca de los sitios con
mayor disponibilidad de nutrientes, facilita el intercambio de material genético como
plasmidos y transposones, permite la adhesion a la superficie, favorece la comunicacion
célula-célula, proporciona resistencia al estrés ambiental y diversas moléculas como los
antimicrobianos y resistencia mecénica hacia procesos como al engullimiento por
fagocitos. Especialmente, los exopolisacdridos alginato, Pel y Psl, los compuestos
mayoritarios de la biopelicula son los encargados de proporcionar proteccidon contra el
sistema inmunologico del huésped y contra antimicrobianos (Tuon et al., 2022). Los
exopolisacaridos son liberados por la célula bacteriana hacia el ambiente extracelular
desde la adhesion inicial y contintia durante toda la formacion de la biopelicula (Ramsey
y Wozniak, 2005). Estos cumplen con diversas funciones bioldgicas que son criticas para
la formacion de la biopelicula, la cuales incluyen: promover la adhesion inicial de las
células a la superficie mediante interacciones en su membrana celular y la union entre
ellas para la formacién de agregados, formar la estructura en que las células se unirén,
fungir como barrera contra antimicrobianos, especies reactivas de oxigeno (ROS), células
del sistema inmunoldgico y biocidas y finalmente, almacenar nutrientes y fluidos para
suministrarlos en condiciones de escasez y de este modo, asegurar la supervivencia

bacteriana (Ma et al., 2022).

1.4.1.1.1.-Alginato

El alginato es un exopolisacarido polianionico de alto peso molecular, constituido
por unidades de B-D-manuronato y a-L-glucoronato (méas cominmente conocidos como
acido D-manuronico y acido L-glucordnico respectivamente) unidas mediante enlaces
1,4-glicosidicos. Esta molécula desempefia un papel crucial en la estructuracion de la
biopelicula, contribuyendo a la retencién de nutrientes y, gracias a sus propiedades
hidrofilicas, es capaz de retener varias veces su volumen en agua, lo que protege a las

células frente a la deshidratacion. Ademas, aumenta la resistencia a los antibidticos
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mediante diversos mecanismos, como el bloqueo de su entrada en la matriz, su captura o
inactivacion. También brinda proteccion frente a desinfectantes al formar una barrera
fisica que resguarda las células y, finalmente, inhibe el ataque de las células del sistema
inmunologico (Ma et al., 2022; Chung et al., 2023). Cuando el alginato es producido en
exceso por las bacterias, estas son denominadas mucoides, este fenotipo es un factor
significativo en las infecciones por P. aeruginosa en pacientes con FQ ya que se
correlaciona con la persistencia de las infecciones y con una rapida degradacion de la

funcién pulmonar (Boyd y Chakrabarty, 1995; Chung et al., 2023).

1.4.1.1.2.-Exopolisacarido Psl (Polysaccharide synthesis locus)

Psl es un pentasacarido de carga neutra, compuesto por unidades repetidas de L-
ramnosa, D-glucosa y D-manosa en proporcion 1:1:3, y esta presente en todas las etapas
de la formacion de la biopelicula. Psl proporciona integridad estructural a la biopelicula
ya que interconecta al ADN extracelular (ADNe) con la adhesina extracelular CdrA, ancla
a la bacteria a la superficie y permite su enlazamiento con células vecinas. Ademas, a
medida que las bacterias nadan acercandose a la superficie, van dejando un rastro de Psl
sobre esta, lo cual atrae a otras células, favoreciendo asi la formacioén de microcolonias y
estimulando la produccion de un mensaje intracelular secundario denominado
monofosfato ciclico de di-guanosina, que impulsa la formacion de la biopelicula. Por otra
parte, esta molécula limita la penetraciéon de antibidticos como las polimixinas,
aminoglucosidos y fluoroquinolonas a la matriz e inhibe la fagocitosis, la destruccion
celular por neutréfilos y la produccion de ROS, ya que inhibe la eficiencia de algunos
componentes del complemento, reduciendo la eficacia de la deposicion del complemento,
debilitando asi la respuesta inmunologica del huésped (Van Tilburg-Bernardes et al.,
2017; Chung et al., 2023). La produccion de este exopolisacarido in vivo esta asociada
con una mayor tolerancia a la tobramicina. Aunque su sintesis ocurre principalmente en
cepas no mucoides, como la cepa PAOI, también desempefia un papel clave en el
desarrollo de la biopelicula en cepas mucoides, donde contribuye a la estabilidad de la
estructura y facilita la evasion del sistema inmunolégico durante la infecciéon (Chung

et al., 2023).

1.4.1.1.3.-Exopolisacarido Pel (Pellicle)
El exopolisacarido Pel esta formado por residuos deacetilados de N-acetil-D-
glucosamina y N-acetil-D-galactosamina. Su nombre estd dado debido a que es un

compuesto de suma importancia para la formacion de peliculas (de ahi pel), un tipo de
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biopelicula que se forman entre la interfaz liquido-aire en medios que se encuentran en
reposo (Friedman y Koltder, 2004). Debido a que esta molécula posee una carga positiva,
puede enlazarse con el ADNe favoreciendo asi la comunicacion celular y evitando que
este ultimo sea degradado por las ADNasas. Ademas, debido a esta carga, puede
secuestrar a antibidticos cargados positivamente como la tobramicina y otros
aminoglucosidos y por ende conferir resistencia a ellos (Van Tilburg-Bernardes et al.,

2017; Chung et al., 2023).

A pesar de que no todas las cepas de P. aeruginosa producen Pel como principal
componente estructural de la biopelicula y que al igual que Psl, esta asociado a cepas no
mucoides, en algunas cepas como PA14, actia como el principal andamiaje estructural,
favorecedor de la comunicacion celular y principal barrera fisica contra la actividad de
diversas moléculas (Ghafoor et al., 2011; Thi et al., 2020; Ma et al., 2022). La capacidad
de algunas cepas para producir de manera redundante los exopolisacaridos Psl y Pel para
incorporarlos a la matriz, demuestra la gran capacidad adaptativa que tiene P. aeruginosa

(Chung et al., 2023).

1.4.1.1.4.-ADN extracelular (ADNe)

El ADNe es el ADN gendmico que ha sido liberado al espacio extracelular como
resultado de lisis celular, liberacion inducida por QS, muerte celular inducida por
profagos o vesiculas de membrana externa. Este componente desempefia un papel
importante para la formacion y estabilidad de la biopelicula. Se ha demostrado que el
ADNe tiene un gran impacto sobre las propiedades de la superficie celular, lo cual es
fundamental para la formacion de la biopelicula debido a que mejora la adhesion inicial
de las células bacterianas a través de la modulacion de las interacciones hidrofobicas y
electrostaticas entre las bacterias y la superficie de union (Sarkar, 2020). Ademas, el
ADNe contribuye de manera significativa en la arquitectura y estabilidad de la biopelicula
al funcionar como un polimero de interaccion célula-célula permitiendo la cohesion
bacteriana a través de las interacciones acido-base y las fuerzas de Van der Waals que se
crean entre las bacterias y el ADNe (Das et al., 2013). Asimismo, el ADNe mantiene la
organizacion lineal de las células dentro de la biopelicula lo que facilita su movimiento y
favorece su expansion. Esta disposicion estructural es fundamental para la maduracion de

la biopelicula (Wilton et al., 2016).
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1.4.1.2.-Estructuras de movilidad

Uno de los procesos cruciales para la colonizacion bacteriana es la movilidad, para
lo cual, las bacterias han desarrollado maquinarias que les permiten trasladarse para
explorar su medio ambiente y unirse tanto a superficies vivas como inertes. P. aeruginosa
presenta tres tipos de movilidad, las cuales varian en funcion del tipo de medio en que se
encuentre: la movilidad por twitching ocurre cuando la bacteria esta en un medio solido,
la movilidad por swarming se da cuando el medio es semisélido y finalmente, la
movilidad por swimming tiene lugar en medio liquido. Estos mecanismos se llevan a cabo
mediante estructuras que se extienden desde la superficie celular llamadas pilis y flagelos.
De manera especifica, el twitching se lleva a cabo mediante la retraccion y extension de
los pili tipo IV en la célula individual; por su parte el swimming se genera mediante la
rotacion del flagelo, igualmente por la célula individual; y el swarming que es un tipo de
movimiento en grupo ocurre mediante la coordinacion de ambas estructuras (Khan et al.,

2019; de Sousa et al., 2023).

1.4.1.2.1.-Flagelo

Los flagelos son maquinarias complejas y ampliamente distribuidas entre
multiples especies bacterianas, los cuales se caracterizan por ser apéndices largos,
rotatorios y helicoidales que se localizan en la superficie celular. Estas estructuras
permiten a las bacterias desplazarse en superficies semisélidas y nadar en medios
liquidos, propiciando la busqueda de condiciones medioambientales favorables o la
evasion de aquellas que son desfavorables. Ademads, funcionan de manera sincronizada
con otros procesos celulares tales como el estado fisiologico de la bacteria, la virulencia

y la formacion de la biopelicula (Bouteiller et al., 2021) .

En P. aeruginosa, asi como en otras bacterias Gram negativas, el flagelo se extiende a
través del citoplasma, la membrana interna, la capa de peptidoglicano y la membrana
externa, anclado mediante el complejo de membrana, el cual estd compuesto por un
cuerpo basal, constituido por cuatro anillos; un sistema de secrecion tipo III, que se
encarga de la exportacion de proteinas flagelares; un complejo estator, responsable de la
rotacion del flagelo y; una estructura en forma de varilla hueca. Conectados al complejo
de membrana y sobresaliendo de la célula se encuentran el “hook” o “gancho” y el

filamento de flagelina unidos entre si por dos proteinas de union (Bouteiller et al., 2021).
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1.4.1.2.2.-Pilis

Los pilis son estructuras semejantes a cabellos, que se localizan en la superficie
bacteriana. Estas estructuras flexibles y elasticas estan compuestas en su mayoria, por un
conjunto de proteinas llamadas pilinas dispuestas en una estructura helicoidal, la mayoria
de las cuales son copias de una subunidad denominada pilina mayor (PilA). También
existen otras pilinas de menor abundancia conocidas como pilinas menores, cuya
presencia es igualmente esencial para la formacion y funcionamiento de los pilis. Estas
complejas maquinarias se extienden desde el citoplasma hacia el exterior de la célula
atravesando las membranas interna y externa y la pared de peptidoglicano. Los pilis
constan de cuatro componentes: (1) una ATPasa citoplasmatica que activa el ensamblaje;
(2) una proteina llamada PilC que actua como plataforma de ensamblaje y transfiere la
energia proveniente del ATP necesaria para la retraccion y extension del pili; (3) un canal
de secretina y el filamento del pili, constituido por pilinas (Craig et al., 2019; de Sousa

etal., 2023).

P. aeruginosa posee dos tipos pilis: pili tipo IV (T4P) y pili tipo IVa (T4aP); las cuales
participan en procesos tales como la adhesién inicial a diversas superficies y el
desplazamiento y dispersion de las células bacterianas sobre la superficie, lo que, a su
vez, promueve la formacién de la biopelicula y por ende la evasion de componentes del
sistema inmunologico (Craig et al., 2019). Ademas, los pilis estan implicados en la
transformacion natural, lo que contribuye a la plasticidad del genoma y a la evolucion de
los patogenos mediante la insercion de genes de resistencia a antibidticos y de genes

asociados a la virulencia (Van Schaik et al., 2005; Filloux, 2010).

1.4.1.3.-Lipopolisacéaridos

Los LPS constituyen uno de los principales factores de virulencia de P.
aeruginosa y son fundamentales para la patogénesis y la fisiologia bacteriana (Martinez-
Alcantar etal., 2021; Qin etal., 2022). Estas moléculas son endotoxinas altamente
inmunogénicas que actlian como patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP por
sus siglas en inglés: pathogen-associated molecular pattern) que pueden ser facilmente
reconocidas por el sistema inmunolédgico del huésped a través de receptores que activan
diversas vias de transduccion de senales, como el regulador transmembrana de fibrosis
quistica (CFTR) y el receptor tipo Toll 4 (TLR4) (Liao et al., 2022). A pesar de que su

reconocimiento es un potente activador del sistema inmunologico del huésped, las
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bacterias han desarrollado multiples mecanismos para modificar la estructura del LPS y

asi pasar desapercibidas (Mamat et al., 2011).

Los LPS desempefian un papel fundamental en las interacciones entre las células
bacterianas y el medio que las rodea. Ademas de contribuir a la estabilidad e integridad
de la membrana, su disposicion les permite formar una barrera permeable que brinda
proteccion a la célula contra diversos factores de estrés ambiental. Esta molécula posee
una estructura bifasica, con una parte hidrofobica y otra hidrofilica, que restringe el paso
tanto de compuestos polares como no polares, lo cual es particularmente util cuando la

bacteria se ve expuesta a antimicrobianos (Huszczynski et al., 2020a).

Como se mencion6 con anterioridad, la estructura del LPS, se compone de tres dominios,

el lipido A, un centro de oligosacaridos y el antigeno O (Gonzalez-Alsina et al., 2023).

1.4.1.3.1.-Lipido A

El lipido A, el componente del LPS que se encuentra anclado a la membrana, es
un compuesto hidrofobico que le aporta permeabilidad a la membrana externa. Gracias a
su disposicion compacta y bien organizada, forma una barrera parecida a un gel, que
impide el paso de pequefias moléculas hidrofobicas. Aunque es una estructura
conservada, puede sufrir algunas modificaciones que serdn importantes para la
interaccion entre la bacteria y el huésped o el medio ambiente. Estas modificaciones
incluyen el grado de fosforilacion, el numero de cadenas de acilo, entre otras

(Huszczynski et al., 2020a).

Las cadenas de acilo son el principal componente que interactia con el complejo proteico
humano MD-2/TLR4, el cual est4 especializado en reconocer los LPS para asi activar la
respuesta inmunolégica. El lipido A proveniente de cepas de laboratorio presenta cadenas
pentaaciladas en su estructura, mientras que el de aislados clinicos de pacientes con FQ,
presentan cadenas hexa o heptaaciladas. Esta heptaacilacion estd relacionada con la
incorporacion del palmitato, un éster derivado del acido palmitico, un 4cido graso
saturado que se encuentra ampliamente distribuido en el cuerpo humano. Dicha
modificacion estructural parecer estar relacionada con el incremento de la resistencia a
antibidticos B-lactamicos y el aumento de la respuesta inflamatoria que contribuye al dafio
en los tejidos del huésped y, que se traduce en el agravamiento de la enfermedad (Ernst

et al., 2003; Moskowitz y Ernst, 2010; Huszczynski et al., 2020a).
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1.4.1.3.2.-Oligosacérido

La estructura del oligosacarido central varia entre las distintas cepas, sin embargo,
algunas caracteristicas permanecen conservadas. Se componen de 2 regiones; la region
interna, que contiene acido 3-desoxi-D-mano-oct-2-ulosénico (Kdo) o acido D-glicero-
D-talo-oct-2-ulopiranosénico (Ko) los cuales pueden estar unidos o no, mediante enlaces
covalentes a residuos de heptosa; y la region externa, que a menudo contiene hexosaminas
o hexosas (Huszczynski etal.,, 2020a). En P. aeruginosa, la region interna del
oligosacarido central estd compuesta por Kdo, heptosa, glucosa, ramnosa y
galactosamina. Esta region se encuentra hiperfosforilada, pudiendo contener sustituyentes
mono-, di- o trifosfato, lo cual se ha relacionado con la resistencia intrinseca a antibidticos
(Mamat et al., 2011). La region externa puede estar conformada por una de dos isoformas
o glicoformas distintas, las cuales contienen un residuo de N-alaniada, tres de D-glucosa
y un residuo de L-ramnosa. Estas dos glicoformas, denominadas “capped” y “uncapped”,
son sintetizadas simultaneamente en P. aeruginosa. La glicoforma capped se encuentra
unida de manera covalente al antigeno O, mientras que la glicoforma uncapped carece de
esta union. Aunque la estructura interna de ambas glicoformas es conservada, la posicion
y enlace del residuo de L-ramnosa de la region externa difiere entre ellas(Kocincova y

Lam, 2011).

Una de las funciones maés relevantes del oligosacarido central es que debido a las cargas
negativas presentes en él, confiere estabilidad a la membrana, creando puentes i6nicos
con cationes divalentes como el Mg?*y el Ca*" que refuerzan la estructura membranal.
Ademas, el plegamiento de algunas proteinas de la membrana externa depende de
interacciones especificas con el oligosacarido central. Estas caracteristicas son
importantes para la resistencia a agentes antimicrobianos y otros compuestos dafinos para

la célula bacteriana (Huszczynski et al., 2020a).

1.4.1.3.3.-Antigeno O

El antigeno O, también conocido como polisacarido O, constituye la regiéon mas
variable del LPS (Nasrin et al., 2022). Esta compuesto por unidades repetidas de azicar
que pueden variar en tipo, nimero (de una a cientos), en las uniones glucosidicas que las
conectan y en la presencia o ausencia de ramificaciones. Esta variabilidad provee
especificidad serologica a la bacteria y constituye la base del sistema de clasificacion
intraespecie conocido como serotipificacion, que organiza a las cepas de acuerdo con el

antigeno O presente en su membrana celular (Huszczynski et al., 2020a).
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En P. aeruginosa se producen simultaneamente dos tipos de antigeno O: el antigeno O
comun, una estructura conservada compuesta por unidades repetidas de ramnosa unidas
mediante enlaces glucosidicos especificos, y el antigeno O especifico, cuya estructura es
variable y determina el serotipo de la cepa (Huszczynski et al., 2020a; Jurado-Martin
et al., 2021). Esta estructura es responsable de distintas interacciones huésped-patdégeno
como la resistencia al sistema del complemento, especialmente bloqueando la activacién
de C3 (Gonzalez-Alsina et al., 2023), de esta manera brindando proteccion contra la
fagocitosis y destruccion celular, proteccion contra el estrés oxidativo y estimulacion de
la NETosis (muerte celular mediada por neutrofilos) (Jurado-Martin et al., 2021).
Ademas, se ha demostrado que las diferentes formas del antigeno O pueden alterar la
hidrofobicidad de la membrana y por ende, alterar la capacidad de agregacion celular y
la formacion de la biopelicula (Azimi et al., 2021), asi como influir en la estructuracion
del T4P, a través de la adicion de glucanos provenientes del antigeno O a la pilina,
alterando la capacidad de adherencia de la bacteria (Allison y Castric, 2016). Una vez
establecida la infeccion, se expresa otro tanto de factores de virulencia que facilitaran la
nutricion, la interaccion y moderacion de la respuesta inmunologica del huésped, estos

factores pueden ser enddgenos o exdgenos.

1.4.1.4.-Ramnolipidos

Los ramnolipidos (RL) son moléculas anfipaticas que pueden reducir la tension
superficial entre dos fases inmiscibles entre si, es decir, biosurfactantes. Estas moléculas
se producen como metabolitos secundarios de manera natural por algunos
microorganismos, principalmente P. aeruginosa (Soberon-Chavez etal., 2020). Su
estructura esta compuesta por dos partes unidas mediante enlaces O-glicosidicos: una
porcidn lipidica de naturaleza hidrofobica, formada por una o mas cadenas de acidos
grasos (saturados o insaturados) unidas entre si mediante enlaces éster y, una porcion de
naturaleza hidrofilica compuesta por mono o di-(L)-ramnosas unidas mediante enlaces a-
1,2-glicosidicos, (Thakur etal., 2021). La mayoria de las cepas de P. aeruginosa
producen dos tipos de RL, mono-RL y di-RL, que contienen cadenas de 4cidos grasos de
10 carbonos (Cio) (Soberon-Chavez et al., 2020). No obstante, la longitud de las cadenas
de acidos grasos puede variar desde Cs hasta Ca4, con enlaces simples o dobles, dando
como resultado una multitud de congéneres de RL (Wang et al., 2007; Thakur et al.,
2021).
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Los RL, desempefian un papel crucial durante la infeccion por P. aeruginosa en
pacientes con FQ debido a que afectan el aclaramiento pulmonar al frenar y desincronizar
el movimiento de los cilios, lo que impide la correcta eliminacion de los microorganismos
(Constantino-Teles et al., 2022). Ademas, pueden incorporarse a las membranas celulares
de los tejidos alterando la arquitectura de las uniones celulares, lo que facilita la invasion
bacteriana, y degradan el surfactante pulmonar debido a sus propiedades detergentes y
solubilizantes (Muggeo et al., 2023). Asimismo, los RL protegen a P. aeruginosa contra
el sistema inmunologico del huésped al formar micelas citotoxicas que rompen la
membrana de los macréfagos inhibiendo de esta manera la fagocitosis. No obstante, estas
micelas de RL no solo son toxicas para los macrofagos, sino que también son capaces de
dafiar células epiteliales y globulos rojos, aumentando el dafo tisular y la inflamacion en

el huésped (Xu et al., 2024).

1.4.1.5.-Metaloforos:
1.4.1.5.1.-Piocianina

El hierro es un elemento esencial para casi todos los seres vivos debido a que,
participa en procesos necesarios para la vida como la respiracion aerobica, actia como
cofactor enzimdtico en la biosintesis y reparaciéon del ADN, y esta involucrado en el
metabolismo de xenobioticos dependiente de citocromo. Durante la infeccion en el
humano, P. aeruginosa encuentra una gran cantidad de hierro, sin embargo, este no se
encuentra libre, debido a su toxicidad e insolubilidad. En respuesta a esta limitacion, P.
aeruginosa produce sideroforos, los cuales son moléculas encargadas de quelar hierro y

transportarlo hacia el espacio intracelular para asi cumplir con sus necesidades

metabdlicas (Schalk y Perraud, 2023).

La piocianina (PCN) es uno de los metabolitos secundarios més importantes
sintetizados por P. aeruginosa, cuya produccion esta regulada por el QS. Es un compuesto
heterociclico formado por dos subunidades de N-metil-1-hidroxifenazina, de color azul,
con capacidades oxidantes y reductoras. Es importante para el mantenimiento del estado
redox, para la supervivencia de las bacterias en condiciones anaerobias o microaerofilicas
y para la competencia con otros microorganismos por sus propiedades antimicrobianas,
antifungicas y antibiofilm (Mudaliar y Bharath-Prasad, 2024). La PCN actia como
molécula de sefializacion para el QS y como factor de virulencia. Se ha demostrado que
la PCN inhibe la funcion ciliar, la respiracion celular, la liberacion de prostaglandinas y

el crecimiento de las células epidérmicas; contribuye en la formacion de la biopelicula
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debido a que la lisis celular resultante del estrés oxidativo libera DNAe, que promovera
las interacciones celulares; incrementa el estrés oxidativo, mediante el incremento de
ROS en el espacio intracelular y; altera la homeostasis de calcio y la respuesta
inmunolodgica del huésped mediante la modulacién de los niveles de interleucina 8§ y
RANTES, quimiocinas que participan en el reclutamiento de células del sistema
inmunolégico. Asimismo, se sabe que la PCN protege a las células bacterianas contra las
enzimas superoxido dismutasa, glutation peroxidasa y catalasa (Lau et al., 2004; Seder

etal., 2023).

1.4.1.5.2-Pioverdina

El sider6foro pioverdina (PVD), es un metabolito secundario con alta afinidad por
el hierro. La estructura general de las pioverdinas posee tres partes; (1) una cadena
peptidica formada por 6 a 12 aminoacidos; (2) el grupo cromodforo 2,3-diamino-6,7-
dihidroxiquinolona, que es el responsable de la fluorescencia de la molécula y es clave
para la captacion del hierro; y (3) una cadena lateral que en la mayoria de los casos es un
acido malico, succinico o uno de sus derivados aminicos. Estas partes en conjunto forman
tres sitios quelantes de hierro; dos hidroxamatos y un catecol. P. aeruginosa produce tres
clases de pioverdinas PVDI, PVDII y PVDIII, las cuales se diferencian entre si por la
cadena peptidica que poseen. La cepa PAO1 produce pioverdinas de clase I, las cuales
son caracterizadas por poseer una estructura ciclica formada por los ultimos cuatro

aminoacidos de la cadena peptidica (Ghssein y Ezzeddine, 2022).

La PVD autorregula su produccion en respuesta a las concentraciones de hierro
ambientales y no es el primer quelante de hierro que se produce por P. aeruginosa durante
la infeccion. Dentro del huésped no solo desempefia un papel como quelante de hierro,
compitiendo con otras proteinas que contienen hierro como las transferrinas, ferritina y
hemoglobina, sino que también puede actuar como molécula de sefializacion, activando
las vias de produccion de factores de virulencia como la endoproteasa PrpL y la exotoxina
A, ademas de otros factores de virulencia que se producen en condiciones de deficiencia
de hierro. Asimismo, se ha encontrado que el transporte de hierro actiia como sefial para
la formacién de la biopelicula. Sumado a esto, las PVDI pueden quelar otros metales
como cadmio, cobre, niquel y zinc permitiendo su expulsion del periplasma hacia el
espacio extracelular; sin embargo, esta accion no ocurre en sentido contrario. En P.
aeruginosa la acumulacion de PVDI en el periplasma ayuda a bloquear la entrada de

metales indeseados al citoplasma, manteniendo el equilibrio intracelular de iones
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metalicos, evitando interacciones inespecificas entre metales y proteinas celulares
(Ghssein y Ezzeddine, 2022). Se ha encontrado que, en modelos in vivo, la PVD es
esencial para la patogénesis de P. aeruginosa durante la infeccion. Por otra parte, las
cepas provenientes de aislados clinicos, principalmente aquellas aisladas de infecciones
del tracto urinario, producen pioverdina en gran cantidad y son capaces de evadir la

respuesta inmunologica del huésped (Chadha et al., 2022; Ghssein y Ezzeddine, 2022).

1.4.1.5.3.-Pioquelina

Otro sideroforo producido por P. aeruginosa es la pioquelina (PCH) que, a pesar
de tener menor afinidad por el hierro a comparacion de la PVD, se produce en primera
instancia debido a que la biosintesis de PVD requiere mucha energia (Jurado-Martin et al.,
2021). La PCH, al igual que la PVD, es un péptido no ribosomal que contiene en su
estructura una molécula de acido salicilico enlazada a dos moléculas de cisteina. Dado
que esta molécula posee una baja especificidad, puede quelar otros metales ademas del
hierro, como zinc, niquel, molibdeno, galio, cobre y cobalto; no obstante, en P.
aeruginosa solo se promueve la acumulacion y transporte de niquel y cobalto. La PCH es
liberada al espacio extracelular, en donde quela los diferentes metales para limitar su
entrada al espacio intracelular y asi aumentar la tolerancia de la bacteria hacia los metales
y evitar su intoxicacion (Ghssein y Ezzeddine, 2022). Se cree que la PCH podria ser la
responsable de la respuesta inflamatoria continua que causa dafios tisulares en el huésped
durante la infeccion cronica por P. aeruginosa, especialmente en infecciones pulmonares
(Jurado-Martin et al., 2021). Sumado a esto, contribuye a la evasion del sistema
inmunologico y a la induccion de lisis de los macréfagos y neutrédfilos (Chadha et al.,

2022).

1.4.1.6.-Proteasas

P. aeruginosa produce una gran cantidad de enzimas proteoliticas extracelulares
que desempefian diversas funciones en su metabolismo y virulencia, como elastasas,
metaloproteasas, proteasa IV, proteasas queratinoliticas, proteasa alcalina, cisteina
proteasa, serina proteasas, proteasa pequeia, exoproteasa, aminopeptidasa, MucD, entre
otras. Aunque todas estas enzimas son importantes para la supervivencia y/o patogénesis
de la bacteria, algunas han sido mas estudiadas debido a su claro rol en la virulencia. Una
de las proteasas mas ampliamente estudiadas es la elastasa B (LasB) o pseudolisina. Es
la proteasa de mayor abundancia producida por P. aeruginosa y es considerada como el

principal factor de virulencia extracelular (Jurado-Martin et al., 2021). Su principal
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funcioén es degradar las fibras de elastina presentes en los tejidos epiteliales, sin embargo,
puede degradar otras proteinas como el colageno y las proteinas A y D del surfactante
pulmonar. Ademas, degrada diversas proteinas del sistema inmunoldgico como el factor
de necrosis tumoral a (TNF- a), interferon y (IFN- y), proteina quimiotactica de
monocitos 1 (MCP-1), interleucina 2 (IL-2), inmunoglobulina G (IgG) y los componentes
C3a del complemento (Everett y Davies, 2021). La actividad elastinolitica de LasB ha
sido relacionada con la inflamacion vascular, la desorganizacion de las fibras elastina de
los tejidos a causa de su degradacion, asi como con la hemorragia y el dafo tisular en
infecciones pulmonares en pacientes con FQ y en infecciones oculares en modelos

animales (Galdino M et al., 2017).

Por su parte, la elastasa A (LasA), también conocida como staphylolisina (por su
capacidad para degradar el peptidoglicano de Staphylococcus aureus), es capaz de
desprender el proteoglicano sindecan 1 presente en la membrana de las células del
huésped, lo cual ayuda en la evasion del sistema inmunolédgico (Galdino M. et al., 2017).
A pesar de que esta enzima tiene una actividad elastinolitica escasa, potencia la actividad
de LasB y otras proteinas elastinoliticas al degradar la elastina en fragmentos mas
accesibles para estas (Jurado-Martin et al., 2021). Por otra parte, se ha encontrado que
cepas resistentes a antibidticos B-lactdmicos de asilados clinicos expresan el gen que

codifica para LasA (Sun et al., 2013; Krishnan et al., 2019).

La proteasa IV (PIV), también llamada lisil endopeptidasa (PrpL), degrada
principalmente el fibrindgeno, pero se ha observado que también puede degradar las
proteinas A, B y D del surfactante pulmonar in vitro, lo cual disminuye la opsonizacion
y dificulta el reconocimiento y fagocitosis bacteriana por los macrofagos alveolares
(Malloy et al., 2005; Galdino M et al., 2017). Asimismo, puede degradar componentes
del sistema inmunologico como C3 y Clq del sistema del complemento, IgG, IL-22 y el
péptido antimicrobiano LL-37 (Gonzalez-Alsina et al., 2023). También actia sobre la
lactoferrinay la transferrina, proteinas de union al hierro que forman parte de los sistemas
de defensa del huésped al secuestrar el hierro para evitar su disponibilidad para las
bacterias, facilitando de esta manera la adquisicion de hierro a través de la pioverdina
(Conibear et al., 2012). De igual manera, se ha encontrado que la produccion de PIV
durante la infeccion estd relacionada con el agravamiento de la neumonia y dafio
pulmonar en humanos y en modelos animales, asi como con la formacion de lesiones y

necrosis corneal en modelos de queratitis (O’callaghan et al., 2019), ademas, participa en
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la invasion y destruccion de los tejidos y en eventos hemorragicos a causa de la
destruccion del fibrindgeno (Galdino M. et al., 2017). Pese a su capacidad para generar
dafio y degradar componentes del sistema inmunologico del huésped, se ha encontrado
que la PIV presenta baja inmunogenicidad y que la produccion de anticuerpos especificos
contra ella es poco comun, lo cual la hace un factor ain mas importante en la evasion del

sistema inmunologico (O’callaghan et al., 2019).

Otra proteasa ampliamente estudiada es la proteasa alcalina A (AprA) o
aeruginolisina (Galdino M. et al., 2017), esta enzima tiene una amplia especificidad de
sustrato y puede degradar una gran cantidad de proteinas del huésped, incluyendo
proteinas de la matriz extracelular como la laminina y la fibronectina, componentes del
sistema inmunologico como TNF- a, IFN- v, IL-6, IL-8 y los componentes Cls, C2y C3
del sistema del complemento, provocando una respuesta inmune debilitada, interfiriendo
en la quimiotaxis de neutréfilos y evadiendo la fagocitosis mediada por el complemento
(Iiyama et al., 2017; Andrejko et al., 2019). Ademas, como un mecanismo de evasion del
sistema inmunoldgico, AprA degrada la flagelina para evitar ser reconocida por los
receptores tipo Toll del huésped y de esta manera evitar la activacion de la respuesta

proinflamatoria, promoviendo asi la invasion de los tejidos (Casilag et al., 2015).

1.4.2.-Regulacion de la virulencia en P. aeruginosa

1.4.2.1- Quorum sensing

El Quorum sensing (QS) es un sistema de comunicacion célula-célula que permite
a las bacterias percibir las condiciones medioambientales como la disponibilidad de
nutrientes, temperatura, osmolaridad, pH y medir la densidad poblacional. De este modo,
las bacterias pueden actuar de manera coordinada en respuesta a la informacion registrada
(Brindhadevi et al.,, 2020). El QS es considerado como el mayor determinante de
virulencia de P. aeruginosa ya que puede regular hasta aproximadamente el 10% de todo
el genoma. Cuando las bacterias detectan cambios en el medio que las rodea, se inicia el
proceso de modificacion de la transcripcion de genes asociados con el metabolismo y
produccion de factores de virulencia. Estas alteraciones estan dirigidas hacia la
transferencia de nutrientes, la sintesis de péptidos antimicrobianos, la conjugacion de
plasmidos, la formacidn de la biopelicula y, especialmente, la produccion de factores de
virulencia. Como resultado de esta comunicacion celular, las bacterias son capaces de

adaptarse a su entorno y prosperar en los distintos nichos a los que se enfrentan, lo cual
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es crucial en su patogénesis y virulencia (Smith y Iglewski, 2003; Van Delden, 2004;
Johnson, 2018).

P. aeruginosa posee tres sistemas de QS (Figura 4): Las, Rhl y PQS
(Pseudomonas quinolone signal). Se cree que estos sistemas son jerarquicos ya que estan
interconectados y son regulados de manera secuencial, siendo el sistema Las el que se
encuentra en la parte superior de la jerarquia (Lee y Zhang, 2015). En estos sistemas de
comunicacion  participan tres principales moléculas autoinductoras; N-(3-
oxododecanoil)-L-homoserina lactona (OdDHL), N-butiril-L-homoserina lactona (C4-

HSL) y 2-heptil-3-hidroxi-4-quinolona (PQS) respectivamente (Azam y Khan, 2019).

El sistema Las estd conformado principalmente por dos moléculas: Lasl, una
sintasa clave para la producciéon de OdDHL y LasR, un regulador transcripcional. La
OdDHL es una molécula fundamental para la induccion del QS en P. aeruginosa puesto
que activa al regulador transcripcional LasR al unirse a €¢I, desencadenando la
transcripcion de diversos factores de virulencia, incluyendo las elastasas Las A y Las B,
la proteasa alcalina, la piocianina, la biopelicula y la exotoxina A (Mukherjee y Bassler,

2019).

El sistema Rhl, el segundo en la jerarquia, actia de manera similar a Las. Este
sistema emplea las moléculas Rhll, una sintasa que produce C4-HSL y RhIR, un regulador
transcripcional. Al igual que el sistema Las, la molécula C4-HSL se une al regulador
transcripcional RhIR, controlando la expresion de distintos genes involucrados en la
produccion de factores de virulencia, como ramnolipidos, cianuro de hidrogeno,

piocianina, entre otros (Kariminik et al., 2017; Mukherjee y Bassler, 2019).

El sistema PQS a diferencia de los sistemas Rhl y Las, emplea moléculas de
sefalizacion derivadas de las quinolonas. Este sistema comienza con la sintesis de la
molécula 4-hidroxi-2-heptilquinolina (HHQ), que es producida por las enzimas
codificadas por el operéon PqsABCDE. Posteriormente, la enzima PqsH convierte a HHQ
en PQS. Después, PQS se une al regulador transcripcional PgsR (aunque HHQ también
puede hacerlo, pero con menor afinidad) para activar la transcripcion de genes asociados
a factores de virulencia como piocianina, cianuro de hidrégeno, ramnolipidos, vesiculas

de OMVs, entre otros (Mukherjee y Bassler, 2019; Chadha et al., 2022).
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Figura 4. Sistemas de Quorum sensing de P. aeruginosa. El QS en P. aeruginosa esta regulado por tres
sistemas principales: Las, Rhly PQS. 1) Sistema Las: La sintasa Lasl produce a la molécula de sefializacion
OdDHL, que se une al regulador transcripcional LasR para activar la transcripcion de factores de virulencia.
2) Sistema Rhl: la sintasa RhllI produce la molécula C4-HSL, que se une al regulador transcripcional RhIR
para inducir la expresion de factores de virulencia. 3) Sistema PQS: El operén PqsABCDE sintetiza HHQ,
que es convertida en PQS por la enzima PqsH. PQS se une al regulador transcripcional PqsR (con mayor
afinidad que HHQ) para activar la transcripcion de genes asociados a la virulencia. Creada por el autor.

1.4.2.2- Control metabdlico

P. aeruginosa es un microorganismo capaz de sobrevivir en diferentes ambientes
gracias a que posee una gran versatilidad metabolica. Esta bacteria tiene la capacidad de
ajustar su metabolismo en funcion de las condiciones ambientales, como la disponibilidad
de nutrientes, factores de estrés y estilo de vida (planctonico o biopelicula). Como
consecuencia de la adaptacion, caracteristicas como el crecimiento, el QS y la produccion
de factores de virulencia se ven modificadas (La Rosa et al., 2018). Es un hecho que la
produccion de todos los factores de virulencia depende de precursores que se obtienen a
partir del metabolismo de diferentes sustratos y que, por ende, su sintesis estd
directamente relacionada con el metabolismo. Por esta razon, en los Gltimos afios se han

realizados diversos estudios para explorar esta conexion.

Estudios robustos de secuenciacién han asociado multiples rutas metabodlicas con la
virulencia, revelando que algunas proteinas involucradas en la virulencia y resistencia
también contribuyen en la capacidad adaptativa y en la versatilidad nutricional de este
microorganismo (de Sousa et al., 2021b). Tal es el caso de la proteina CrbA, una cinasa
implicada en la degradacion de carbono y nitrogeno, que también influye en la formacion

de la biopelicula, la citotoxicidad, la movilidad por swarming y la resistencia a
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antibiodticos. Otro caso es el gen AaaA, que codifica para una proteina implicada en el
transporte de la arginina, que participa en la resistencia a antibioticos y en la adaptacion
en las infecciones de heridas, donde la inica fuente de nitrégeno son péptidos con arginina

(Panayidou et al., 2020).

Los cambios en el metabolismo central, especificamente, en los niveles de NADH
y NAD+, asi como en la union de NADH a enzimas, son clave para la virulencia. Las
cepas que se encuentran en biopelicula y presentan una mayor virulencia, se caracterizan
por una disminucién en la produccion de NADH, asi como una menor union de este a
enzimas. Esto sugiere que las bacterias mas virulentas se encuentran en un estado
metabolico aletargado en comparacion con aquellas que se encuentran en estado
planctonico y son menos virulentas (Perinbam et al., 2020). Ademas, algunos metabolitos
secundarios también se han asociado con la virulencia. Por ejemplo, el corismato, un
precursor para la sintesis de aminoacidos aromaticos esenciales también funciona como
precursor para la sintesis de piocianina y otras fenazinas (Panayidou et al., 2020).
Asimismo, se ha observado que, algunas rutas metabodlicas, como la ruta del glioxilato,
son esenciales para la virulencia de P. aeruginosa, puesto que, al inhibirla, esta suprime

su virulencia (Perinbam et al., 2020).

Durante la infeccion, las bacterias sufren de distintos cambios fisiologicos y
metabolicos con la finalidad de adaptarse al medio ambiente. Se ha encontrado que las
cepas virulentas y avirulentas expresan de manera diferencial genes involucrados en la
degradacion y biosintesis de compuestos aromdticos como el succinato, xilenol y
corismato; en la biosintesis de aminoacidos como la glutamina; y en la via de la -
oxidacion (Panayidou et al., 2020). Incluso, durante infecciones pulmonares algunas
mutantes en el sistema Las crecen mas en presencia de aminoacidos especificos y nitrato
como Unica fuente de nitrogeno y se vuelven mads tolerantes a antibidticos. Asimismo,
mutantes en los genes lasR y rhll muestran alteraciones en el ciclo de Krebs,
biosintesis/degradacion de aminoacidos y metabolismo de acidos grasos (La Rosa et al.,

2019).

1.5.-Metabolismo energético de P. aeruginosa

Todos los organismos vivos poseen una variedad de rutas metabolicas a través de
las cuales metabolizaran los nutrientes captados del medio ambiente para asi llevar a cabo
sus procesos vitales. Dichas rutas metabodlicas son especificas para cada tipo de sustrato

y varian entre especies bacterianas. P. aeruginosa puede utilizar diversas fuentes de
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carbono como fuente de energia para llevar a cabo sus procesos metabolicos, entre estos
destacan por preferencia, las fuentes de carbono (en especial a los 4acidos grasos (AG)) y
las fuentes de nitrogeno (particularmente aquellas que contienen aminoacidos)
(Frimmersdorf et al., 2010). La poca disponibilidad de nutrientes no representa mayor
problema para este microorganismo, puesto que ha desarrollado diversos mecanismos
para la utilizacidon de distintos compuestos, uno de ellos son las enzimas que le permiten
utilizar sustratos que normalmente no podrian ser degradados como tUnica fuente de
carbono, cuando los nichos que colonice lo ameriten. Las fuentes de carbono asimiladas
por la bacteria impactaran directamente su fenotipo, modificando su metabolismo y con
ello la expresion de algunos factores de virulencia, crecimiento, estilo de vida (libre o
plantonico), formacion de la biopelicula y resistencia a antibidticos (Sauvage et al., 2022).
También es importante destacar que P. aeruginosa posee varios genes encontrados en el
genoma central que codifican para proteinas implicadas en la respiracion aerobica, la

fermentacion anaerdbica y la desnitrificacion (Mielko et al., 2019).

Dada la importancia de las infecciones pulmonares causadas por P. aeruginosa,
se han realizado diversos estudios sobre las fuentes de nutrientes que puede utilizar dentro
del huésped con mayor facilidad y el como estas modifican su fenotipo. Dichos estudios
revelaron que, dentro de los pulmones, un ambiente rico en sustratos lipidicos, entre los
que destacan aquellos con un alto contenido en AG, la fosfatidilcolina (Chakraborty y
Kotecha, 2013; Constantino-Teles et al., 2022). Esta molécula se compone de colina,
fosfato, glicerina y AG; estos ultimos, en conjunto con los lipidos que se encuentran
presentes en todas las membranas celulares y otros componentes estructurales dentro del
ser humano pueden ser asimilados por P. aeruginosa desempenando papeles importantes
para el metabolismo, supervivencia y virulencia de la bacteria (Hausmann y Jaeger,
2010). Los AG son componentes de las membranas celulares, que proporcionan fluidez
y brindan proteccioén contra el medio ambiente, por lo que son indispensables para la
integridad celular; ademas son componentes de las lipoproteinas que a su vez participan
en el eflujo de farmacos y el transporte de LPS. La biosintesis de diversos factores de
virulencia como la pioverdina, los ramnolipidos, la biopelicula y los LPS depende
directamente de los 4cidos grasos. Asimismo, cofactores como la biotina, NADH, CoA,
entre otros, necesitan acidos grasos para su sintesis. Adicionalmente estas moléculas
actian como reguladores de la expresion génica, especialmente activando genes

implicados en su propia sintesis y degradacion. También son esenciales para la
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biosintesis de moléculas de senalizacién como las acil-homoserina lactonas (AHL) cuya
acilacion depende de los acidos grasos. Estas moléculas a su vez activan al Quorum
sensing, el principal determinante de virulencia en P. aeruginosa (Kang et al., 2009; Yuan
etal., 2012).

El mecanismo por medio del cual P. aeruginosa toma los AG y compuestos
lipidicos presentes en su huésped para incorporarlos a sus membranas no estd
completamente dilucidado, sin embargo, ya se han propuesto hipdtesis basadas en el
mecanismo de asimilacion de acidos grasos dependiente de proteinas acil coA sintetasas
de Escherichia coli (Figura 5). Este mecanismo comienza con los AG en su forma libre,
los cuales son interceptados por la proteina de membrana externa FadL. que los introduce
al espacio periplasmico, en donde la proteina de membrana interna FadD a través de una
reaccion dependiente de ATP y coenzima A (CoA) los transforma en Acil-CoA. Este
producto tiene 3 destinos conocidos: 1.- puede ser utilizado como inductor
transcripcional, 2.- puede ser metabolizado por beta oxidacion para obtener Acetil CoA
y eventualmente participar en diferentes rutas metabolicas (ciclo de los acidos
tricarboxilicos, sintesis de aminodcidos) y 3.- puede ser empleado para sintetizar
fosfolipidos que seran incorporados a las membranas bacterianas (Pavoncello et al.,
2022).

e

Acido graso
Espacio extracelular

% Membrana
A externa

Espacio periplasmico

1 Membrana
) { interna
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Acil-SCoA

Figura 5. Mecanismo de asimilacion de acidos grasos dependiente de proteinas acil coA sintetasas de
E. coli. El mecanismo consta de dos pasos: 1) Captura de los acidos grasos por la enzima FadL; y 2)
Captacion y conversion del acido graso en acil-CoA por la enzima FadD. Creada por el autor.
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2.-ANTECEDENTES

2.1.-Mecanismo de asimilacion de acidos grasos por P. aeruginosa

Mediante analisis bioinformatico, se han encontrado 6 genes homologos a FadD
de E. coli, dentro de P. aeruginosa, denominados FadD1, FadD2, FadD3 FadD4, FadD5
y FadD6. En la secuencia de aminoacidos de estos genes se detectd la presencia de
motivos de union a ATP/AMP y acidos grasos, los cuales son caracteristicos de las acil-
Coenzima A sintetasas. Ademas, se demostré que son esenciales para el crecimiento de
la bacteria en presencia de sustratos lipidicos como unica fuente de carbono (Kang et al.,
2010; Zarzycki-Siek et al., 2013; Martinez-Alcantar et al., 2021). A partir de este
conocimiento se ha propuesto la siguiente hipotesis sobre el mecanismo de utilizacion de
AG en P. aeruginosa (Figura 6). En primera instancia, el AG es captado por alguna de
las 3 proteinas FadL (FadLl, FadL2, FadL3) conocidas. Posteriormente el AG es
transportado a través del espacio periplasmico para luego ser interceptado por alguna de
las 6 proteinas FadD conocidas. Aunque aun no se conoce bajo qué condiciones
especificas actlie cada una de estas proteinas, ya se ha demostrado que tienen un papel

fundamental en la degradacion de AG y en la virulencia de P. aeruginosa PAOI.

Acido graso

Espacio extracelular

1111 Membrana
4 interna

)j\ ATP Citoplasma

CoASH
Acil-SCoA

Figura 6. Mecanismo hipotético de la utilizacion de &cidos grasos por P. aeruginosa. El 4cido graso es
interceptado por alguna de las tres proteinas FadL conocidas, FadL1, FadL2 o FadL3. Posteriormente,
alguna de las seis proteinas FadD conocidas convierten al acido graso en acil-CoA. No se conocen bajo qué
condiciones actlie cada una de ellas. Creada por el autor.
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En 2013 Zarzycki-Siek y colaboradores realizaron diferentes mutaciones por
delecion de los genes fadD de P. aeruginosa, encontrando que las proteinas FadD juegan
un papel crucial para el metabolismo de &cidos grasos, especificamente en la beta-
oxidacion. Las proteinas FadD presentan una amplia especificidad de sustrato, otorgando
a P. aeruginosa la capacidad de crecer en acidos grasos de diferentes longitudes y grados
de saturacion, lo cual resulta ventajoso para la bacteria, especialmente en entornos con
baja disponibilidad de nutrientes. Ademads, se sugiere que la redundancia de estas
proteinas no solo proporciona flexibilidad metabdlica, sino que también la existencia de
un mecanismo de adaptacion evolutiva, resaltando la importancia de estas proteinas en

los procesos biologicos de este microorganismo (Zarzycki-Siek et al., 2013).

2.2.-Proteinas FadD en la virulencia de P. aeruginosa

En 2021, Martinez-Alcantar y colaboradores investigaron el papel de las acil-CoA
sintetasas en la virulencia de P. aeruginosa mediante mutaciones simples y dobles en las
proteinas FadD, encontrando que las proteinas FadD1, FadD2 y FadD4 estan
involucradas en la produccion de distintos factores de virulencia como piocianina,
biopelicula, ramnolipidos y LPS. Ademads, encontraron que la ausencia de la proteina
FadD4 modifica la estructura y composicion del lipido A del LPS. En este estudio, se
logré proponer un mecanismo mediante el cual la proteina FadD4, a través de la
degradacion de AG, permitia la obtencidén de precursores lipidicos necesarios para la
produccion de ciertos factores de virulencia como biopelicula, ramnolipidos,
polihidroxialcanoatos y LPS, ademds de que, a través de acilacion y desacilacion podia

modificar la composicién del lipido A presente en el LPS (Figura 7).
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Figura 7. Mecanismo de accion de la proteina FadD4. La proteina FadD4, una acil-CoA sintetasa
participa degradacion de acidos grasos, permitiendo la obtencion de precursores lipidicos necesarios para
la sintesis de polihidroxialcanoatos, biopelicula, ramnolipidos y lipopolisacaridos. Ademas, modifica la
composicion del lipopolisacarido a través de la acilacion y desacilacion del lipido A. Modificado de
Martinez-Alcantar et al., 2021.

2.3.-Contexto genomico de la proteina FadD4 de P. aeruginosa

El estudio del contexto genémico del gen fadD4 (ORF PA1617) reveld que este
se encuentra dentro de un operdn putativo que podria estar implicado en el metabolismo
de acidos grasos, constituido por los ORFs PA1617 al PA1623. Las funciones putativas

de estos ORFs son las siguientes:

e PAI1618: una tioéster hidrolasa que podria participar en el metabolismo de AG a
través de la hidrolisis de tioésteres.

e PAI1619, un regulador transcripcional similar a los de la familia AraC.

e PA1620, un translocador de membrana.

e PAI1621 y PA1622, hidrolasas pertenecientes a la familia de las a/B-hidrolasas,
similares a Pimeloil-ACP metil ester carboxilesterasas.

e PA1623, una proteina homologa a la tiorredoxina.

2.4.- ORF PA1622

El ORF PA1622 es un gen de 861 pb, que codifica para una proteina de 276
aminoacidos, cuya localizacion subcelular ha sido predicha como citoplasmatica. Con
base en analisis bioinformaticos, esta proteina presentaria una estructura

homotetramérica (

Figura 8). Este gen se encuentra ampliamente distribuido en el género Pseudomonas y
posee similitud con o/B-hidrolasas que participan en el metabolismo de lipidos como las
lipasas y las pimeloil-ACP metil éster carboxilesterasas (NCBI, 2020; Pseudomonas

Genome Database, 2023).
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Figura 8. Estructura cristalina de la proteina
codificada por el ORF PA1622. ID:7AL6. National
Center for Biotechnology Information, 2020, 10 05.

Estudios gendémicos sugieren que
PA1622 es un gen esencial, altamente conservado en distintas cepas de P. aeruginosa y
otras especies del género Pseudomonas. Ademas, esta presente en cepas resistentes a
antibioticos y es considerado como un gen candidato para la identificacion o disefio de
nuevos agentes antibacterianos (Bruce et al., 2009). En 2014, Cabot y colaboradores
observaron que el gen PA1622 sufria mutaciones después de la exposicion durante siete
dias a ceftolozano-tazobactam (Cabot et al., 2014). En 2022, Ranjani y colaboradores
infectaron células de cardiomiocitos de rata con diversas mutantes de P. aeruginosa,
seguido de la administracion de antibiodticos, con la finalidad de identificar genes
esenciales para la supervivencia e infeccion bajo la presion antibidtica. En este estudio,
PA1622 se encontrd dentro de los genes condicionalmente esenciales para la proteccion

contra dichos compuestos (Ranjani et al., 2022).

2.5.-Enzimas hidroliticas de P. aeruginosa

Las enzimas hidroliticas o bien, hidrolasas, son enzimas que actuan sobre una
variedad de sustratos catalizando la ruptura de sus enlaces mediante la adicion de una
molécula de agua, segun la ECN (Enzyme Commission Number) estas se pueden
clasificar en 13 subgrupos de acuerdo al enlace quimico que rompen (IUBMB, 2024).
Dentro de este tipo de enzimas, encontramos a las o/B-hidrolasas, las cuales poseen una
estructura canonica (Figura 9) que consta de ocho laminas 3 rodeadas de hélices o y una
triada catalitica conservada que estd conformada por un aminoacido acido una histidina
y un aminodacido nucleofilo (serina, cisteina o 4cido aspartico) (Nardini & Dijkstra, 1999).
Este tipo de plegamiento o/p se puede encontrar en los tres reinos de la vida, ademas, es

el mas comun, mas versatil y mas distribuido en la naturaleza.
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Figura 9. Estructura canénica del plegamiento a-p. Estructura secundaria del plegamiento a-f. Se
muestran las ocho laminas B, representadas con flechas en color gris, rodeadas de hélices a, representadas
por los cilindros blancos. La localizacién de la triada catalitica estd representada por puntos negros. Fuente:
(Nardini y Dijkstra, 1999)

Las ao/B-hidrolasas son esenciales en el metabolismo de diversos organismos ya que
participan dentro de una gran cantidad de rutas metabolicas, incluyendo la degradacion
de las pentosas fosfato y fosfogliceroles, en la biosintesis de acidos grasos, eicosanoides,
triacilgliceroles, fosfolipidos y colesterol, en el metabolismo de fosfatidilcolinas, entre
otros (Rodwell et al., 2016). Ademas, se han asociado ampliamente con la virulencia de

microorganismos patogenos.

Dentro de P. aeruginosa podemos encontrar multiples enzimas hidroliticas que
poseen el plegamiento tipo o/, entre las cuales, las més conocidas por ser factores de
virulencia son las proteasas, elastasas y lipasas, sin embargo, no existe una agrupacion
entre ellas por su capacidad hidrolitica. Actualmente se conocen mas hidrolasas que no
son catalogadas como factores de virulencia, pero se sabe acerca de su contribucion hacia
las infecciones causadas por P. aeruginosa, tal es el caso de la amidasa AmpDh3, que es
una enzima hidrolitica de peptidoglicano que participa en la formacion de vesiculas de
membrana reciclando la pared celular, a su vez protegiendo al peptidoglicano y por ende
manteniendo la estructura celular, esto es indispensable para que la bacteria pueda
colonizar y tener influencia sobre la célula huésped (Frirdich y Gaynor, 2013; Chen et al.,
2022). Otro ejemplo es la epéxido hidrolasa nombrada Cif, esta enzima impide el
aclaramiento pulmonar en los individuos con FQ, lo cual se traduce en la prevalencia de
la infeccion por P. aeruginosa y en el mismo sentido se relaciona con la reduccion de la
funciéon pulmonar (Hvorecny et al., 2018). Las glucésido hidrolasas PsIG y PelA
contribuyen a las propiedades biomecanicas de la biopelicula y son responsables de

facilitar la dispersion y la formacion de este (Razvi etal., 2023). También se ha
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encontrado que la enzima PqsE posee una triada catalitica caracteristica de las hidrolasas,
esta enzima es fundamental en la regulacion del quorum sensing y es necesaria para la

produccion de fenacinas extracelulares, incluyendo a la piocianina (Folch et al., 2013).

No todas las hidrolasas descritas anteriormente estan catalogadas como factor de
virulencia, pero algunas de ellas cumplen con los criterios para ser considerados como tal
0 poseen una accidn indirecta para la produccion de dichos factores, asi como en la

evasion del sistema inmunolégico.

3.-JUSTIFICACION

P. aeruginosa es una bacteria patdgena que causa infecciones graves, de alta
mortalidad y rapida evolucion, especialmente en pacientes inmunocomprometidos. Esta
bacteria goza de una creciente resistencia a una amplia gama de antibidticos y cuenta con
un vasto arsenal de factores de virulencia. Estas caracteristicas la convierten en un
microorganismo de relevancia en salud publica mundial, y candidato para la busqueda de
nuevos agentes antimicrobianos. En este contexto, el ORF PA1622 ha sido identificado
como codificante de una posible o/B-hidrolasa, cuya funcién es desconocida hasta el
momento. Este ORF se encuentra en un operon junto a genes que probablemente estan
involucrados en la biosintesis y modificacién del lipopolisacéarido, lo que sugiere una
posible relacién con mecanismos de virulencia. Este hecho deja abierto un gran campo
de investigacion para la elucidacion de la participacion de este ORF en la virulencia de

P. aeruginosa.

4.-HIPOTESIS
El ORF PA1622 participa en la virulencia de Pseudomonas aeruginosa PAO1.

5.-OBJETIVOS
5.1.-Objetivo particular:
Determinar la participacion del ORF PA1622 en la virulencia de Pseudomonas

aeruginosa PAOL.
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5.2.-Objetivos especificos:
1. Evaluar la contribucion del ORF PA1622 en la virulencia en Pseudomonas
aeruginosa PAOL1 in vitro.
2. Determinar el papel del ORF PA1622 en la virulencia de Pseudomonas

aeruginosa PAO1 en un modelo in vivo.
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6.-MATERIALES Y METODOS

6.1.-Medios de cultivo

6.1.1.-Medio Luria-Bertani (LB)

Medio estandar de laboratorio. Medio rico en nutrientes utilizado para cultivo bacteriano.

Tabla 2. Preparacion del medio LB

REACTIVO CANTIDAD
Peptona de caseina lg
Extracto de levadura 05¢g
NacCl 05¢g
H>0 destilada c.b.p. 100 mL
Para medio sdlido, agar 15¢g

6.1.2.-Medio Nematode Growth Medium (NGM):

Medio estandar empleado para el crecimiento de C. elegans

Tabla 3. Preparacion del medio NGM.

REACTIVO CANTIDAD
Peptona de caseina 04¢g
NaCl 02¢g
K>2HPO4 0.05¢g
KH2PO4 03¢
Agar 2g
H20 destilada c.b.p. 100 mL
Colesterol 5 mg/mL 0.1 mL
Sm 200 mg/mL 0.025 mL

NOTAS: 1.- Se prepard el medio sin colesterol ni Sm y una vez esterilizado y atemperado, se le afiadieron

y rapidamente se vacid en cajas Petri. 2.- La estreptomicina (concentracion final 50 mg/mL) es utilizada

para seleccionar a la cepa OP50 de E. coli que se empleara como alimento para los nematodos. 3.- El

colesterol se disolvid en etanol puro y se mantuvo en refrigeracion hasta su uso.

e Todos los medios de cultivo fueron esterilizados a 15 Ib se presion a 125 °C por

15 min.
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6.2.-Condiciones de crecimiento de las cepas

Todas las cepas se sembraron en medio LB liquido o sélido suplementado con

antibiodticos acorde a requerimientos especificos. Los cultivos en medios liquidos se

incubaron a 37 °C por 24 h en agitacion. Los cultivos en medios so6lidos se incubaron a

37 °C por 24 h y posteriormente se mantuvieron a 4 °C para la preservacion de los

mismos.

6.3.-Material bioldgico

Tabla 4. Microorganismos utilizados.

bioluminiscencia en

ORGANISMO CEPA GENERALIDADES uso REFERENCIA
P. aeruginosa PAO1 Cepa estandar de | Cepa control | (Stover etal.,
laboratorio, Sm®, Gm®. 2000)
PA1622::Gm | Cepa estandar PAOI1 | Cepa mutada
mutada mediante | para evaluar
interrupcion génicacon | la
un casete de resistencia | participacion
a gentamicina (::Gm"®) | de PA1622
en el ORF PA1622 en la
virulencia
E. coli IM101 Cepa estindar de | Cepa (Yanisch-Perron
pGem- laboratorio que | donadora de ctal, 1985)
PA1622::Gm | contiene al plasmido | PA1622::Gm
pGem con el ORF | para la
PA1622:Gm;  Ap®; | transforma-
Gm® cion
OP50 Sm® Cepa (Brenner, 1973)
empleada
como
alimento para
C. elegans
pSBL1075 Cepa que contiene la | Cepa (Winson etal.,
fusion transcripcional | reportera 1998)
plasRlasIRhll:luxCDA | empleada
BE, y produce | para ensayos

de biolumi-

niscencia
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respuesta a 3-0xo-C12-

HSL
C. elegans Bristol N2 Cepa estandar de | Cepa (Brenner, 1973)
laboratorio, aislada de | empleada en
materia en | ensayos de
descomposicion. virulencia in
Vivo

GmR= resistencia a gentamicina; SmR= resistencia a estreptomicina; Gm®= sensible a gentamicina; Ap

resistencia a ampicilina

6.4.- Reactivos

R—

Tabla 5. Oligonucleodtidos empleados en la PCR para la verificacion de las mutaciones.

SECUENCIA TAMANO | TM
GEN (pb)
PA1622 | FW 5 AGGATCCCATGAGCCTGCA 3 19 56°C
RV 5" CAAGCTTGCGCGCGAAGAA 3 19 56°C
aacCl FW 5’ ACGCGTATCAAAGTGCATCACTTCTTC 3" | 27 56°C
RV 5 ACGCGTCAATTCTCGAATTGACATAAGC |28 56°C
3

FW= forward; RV=reverse; TM =temperatura de melting.

Tabla 6. Enzimas utilizadas en la verificacion de las mutaciones.

REACTIVO

CARACTERISTICAS

Enzima de

restriccion EcCoRI

Enzima que cataliza la ruptura del ADN; secuencia de

reconocimiento para restriccion: G/AATTC

Taq DNA Polimerasa

Enzima que cataliza la sintesis del ADN en una PCR

Tabla 7. Antibidticos de seleccion para las distintas cepas.

ANTIBIOTICO | USO

Estreptomicina Antibiotico utilizado para la seleccion de la cepa PAO1 y OP50

(Sm) (200 mg/mL)
Gentamicina Antibiotico utilizado como marcador de seleccion de las mutantes
(Gm) PAO1 PA1622::Gm (100 mg/mL) y para la seleccion de la cepa

IM101 pGem-PA1622::Gm (30 mg/mL)
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Ampicilina (Ap) | Antibidtico utilizado para la seleccion de la cepa IM101 pGem-
PA1622::Gm y la cepa PSBL1075 (100 mg/mL)

Tabla 8: Preparacion de buffer PBS.

REACTIVO CANTIDAD
NaCl 08 ¢g
KCI 002g
Na;HPO4 0.144 g
KH2PO4 0.0145 g
HO c.b.p. 100 mL

6.5.-Extraccion de ADN
6.5.1.-Extraccion de ADN total

Se cultivo la cepa pGem-PA1622::Gm en 3mL de LB con Ap [100 mg/mL] y Gm
[30 mg/mL]. Se tomaron 500 uL del cultivo y se centrifugaron a 10,000 rpm por 1 min.
Se resuspendio la pastilla en 100 pL en buffer de lisis y se dejo incubar en bafio maria a
70°C por 10 min. Se afiadieron 300 pL de etanol puro y se agitd vigorosamente por 20 s
para después incubar a -20 °C por 10 min. Pasado el tiempo de incubacion se centrifugo
a 12,000 rpm y se lavo pastilla con 500 puL de etanol al 70% mediante agitacion vigorosa.
Posteriormente, se retiré todo el etanol con pipeta y se incubd a 37 °C por 7 min.
Finalmente se disolvid la pastilla en 100 L. de agua, se centrifugé a 10,000 rpm por 5
min y se obtuvo el sobrenadante, el cual contiene el ADN. Se almaceno a -25 °C hasta su

uso.

Tabla 9. Preparacion de solucion de lisis ADN total.

REACTIVO CANTIDAD
H2O destilada libre de nucleasas | 0.8 mL
Acetato de sodio 2 M 0.1 mL
SDS 10% 0.1 mL

NOTA: Esta solucion se prepar6 al momento, solo en cantidad necesaria y no fue usada para extracciones

posteriores

6.5.2.-Extraccion de ADN plasmidico mediante lisis alcalina:
Se cultivo la cepa pGem-PA1622::Gm en 3mL de LB con Ap [100 mg/mL]y Gm
[30 mg/mL]. Se centrifugd a 12,000 rpm por 1min y se resuspendio la pastilla en 150 uLL

de STE agitando vigorosamente. Posteriormente se afiadieron 150 pL de acetato de sodio
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3 M, se agitd vigorosamente por 15 s y se incubd nuevamente en hielo 10 min. Luego se
centrifugd a 12,000 rpm/10 min, el sobrenadante se pasé a un nuevo microtubo cuidando
de no tocar la pastilla para después anadirle 150 uL de fenol-cloroformo [1:1] y agitar
vigorosamente 15 s. Enseguida se centrifugd a 12,000 por 5 min y la fase superior
(organica) se transfirié a un nuevo tubo con ayuda de una micropipeta evitando succionar
la fase blanquecina intermedia (dejar un poco de fase superior en el tubo para no tocar la
fase intermedia y asi evitar impurezas en el ADN), después se afiadié 1 mL de etanol puro
frio y se incub6 a -25 °C por 20 min (la precipitacion del ADN mejora aumentando el
tiempo de congelacion). Pasada la incubacion, se centrifugd a 12,000 rpm/5 min y se
decant6 el sobrenadante. A continuacion, se realizaron 3 lavados de la siguiente manera;
se afiadidé 1 mL de etanol al 70 %, se agitd vigorosamente hasta despegar la pastilla del
fondo del tubo, se centrifugd 12,000 rpm/Smin y se decanto el sobrenadante. En el altimo
lavado se centrifugd por 5 s, se retird la mayor cantidad posible de etanol sin tocar la
pastillay se llevd a evaporar el etanol restante a 37 °C por 7 min. Por tltimo, se afiadieron
100 pL de agua libre de nucleasas y 3 uL de RNAsa, se agitd suavemente y se dejo actuar

a la enzima a temperatura ambiente por al menos 7min. Mantener a -25 °C hasta su uso.

Tabla 10. Preparacion de solucion de lisis para extraccion de ADN plasmidico.

REACTIVO CANTIDAD
H20 destilada libre de nucleasas | 0.8 mL
NaOH 2M 0.1 mL
SDS 10% 0.1 mL

NOTA: Esta solucion se prepar6 al momento, solo en cantidad necesaria y no fue usada para extracciones

posteriores

Tabla 11. Soluciones para extraccion de ADN plasmidico, para 100 mL:

REACTIVO COMPOSICION
SDS 10% 10 g de SDS
NaOH 2N 7.98 g NaOH
C:HsNaO: 3M 12.3 g C:HsNaO:
Ajustar pH a 4.8 con 4cido
acético
STE 1.7115 g sacarosa (50 mM)
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0.3028 g trizma (25 mM)

0.2922 ¢ EDTA (10 mM)
Ajustar pH a 8 con NaOH 0.1 N
Etanol 70% 70 mL etanol
Fenol-cloroformo 50 mL fenol

50 mL cloroformo

NOTAS: 1.-Las soluciones se prepararon con agua destilada y se esterilizaron para eliminar posibles
nucleasas.
6.6.-Electroforesis:

En un papel Parafilm se coloco buffer de carga 6x para alcanzar una concentracion
final del 20%, al cual se afiadieron 300 ng un marcador de tamafio molecular (A-Pstl o
1kb DNA leader), junto con las muestras segun la concentracion requerida (100 ng para
PCR; 500 ng para restriccion). Posteriormente, las mezclas se cargaron en un gel de
agarosa al 1% sumergido en TAE 0.8x en una camara de electroforesis. Las muestras se
sometieron a electroforesis a 130 V por 30 min. Finalmente, el gel fue tefiido por
inmersion en una soluciéon de bromuro de etidio acuoso al 0.05% y revelado en un

transiluminador con emision de luz UV.

Tabla 12. Preparacion de buffer de carga 6x para ADN.

REACTIVO CANTIDAD
Glicerol 1.5 mL
Azul de bromofenol 0.0125 ¢
Xilenol cianol FF 0.0125 g
H:0 destilada libre de nucleasas | c.b.p. 5 mL

6.6.1.-Gel de agarosa al 1% para electroforesis de ADN:

Se afiadié 1g de agarosa en 100 mL de TAE 0.8x, el cual se prepard a partir de
TAE 10x y agua. Después de afiadir la agarosa se calentd la solucion hasta disolver
(aproximadamente 1 min en microondas), finalmente se vacid en un molde y se dejo

solidificar.
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Tabla 13. Preparacion de TAE 10x.

REACTIVO CANTIDAD
Tris base 4.84 ¢
CH>COOH 1.5mL
EDTA acuoso 0.5 M pH= 8 2mL
H>O destilada libre de nucleasas | c.b.p. 100 mL

6.7.-Obtencion de las mutantes:
Dentro del laboratorio se contaba con una construccion en el vector pGem (Figura
10), dentro de la cepa IM101 de E. coli, el cual contenia al ORF PA1622 interrumpido

con un casete de resistencia a Gm (PA1622::Gm).

En primera instancia se verifico la construccion mediante PCR y andlisis de
restriccion (como se describe a continuacion) y posteriormente, células competentes de
P. aeruginosa se transformaron por medio de electroporacion con dicha construccion,

para asi obtener las mutantes.

ori

R

\ pGEM- __lacZ
PA1622::Gm M
U' PA1622::Gm

4.7 kb

Amp

Figura 10. Mapa esquematico del plasmido recombinante pGem que contenia al ORF PA1622
interrumpido con un casete de resistencia a gentamicina. Se muestran el origen de replicacion (ori), el
sitio de insercion del ORF PA1622::Gm en el gen lacZ y el gen AmpR.

6.7.1.-Verificacion de la construccion en pGem:
Se realiz6 una PCR usando ADN total para verificar que el ORF PA1622 interrumpido
con el casete de resistencia a gentamicina (PA1622::Gm) estuviera presente en pGem,

empleando las siguientes condiciones:
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Tabla 14. Master Mix para PCR.

REACTIVO CANTIDAD

Buffer mx 10x 1 pL

dNTPs 0.2 uL

MgCla 0.1 uL

Oligonucleotidos [10 pmol] Oligonucleotido FW 0.6 uL.
Oligonucleotido RV 0.6 pLL

Taq DNA polimerasa 0.1 uL

H>2O destilada libre de nucleasas | 6.85 puL

DNA molde 100 ng

Tabla 15. Condiciones de reaccion para PCR.

Fase Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion | 94 °C 1 min 1
94 °C 10s
Alineacion 56 °C 35s 34

Extension 68 °C 2 min
72 °C 5 min 1
4°C )

Posteriormente se realizd una restriccion total del ADN plasmidico de pGem-

PA1622::Gm con la enzima ECORI empleando las siguientes condiciones de restriccion:

Tabla 16. Restriccion total de pGem-PA1622::Gm

REACTIVO CANTIDAD
ADN plasmidico 500 ng
Buffer H 2.5 ulL
EcoRI 0.1 pL
H>O destilada libre de nucleasas | 17.4 uL
Incubacion 37°C /24 h

6.7.2.-Obtencion de células competentes para transformacion:
Se cultivo la cepa PAO1 en 3 mL de LB con Sm [200 mg/mL]. Se distribuy¢ el
cultivo en 2 microtubos de 1.5 mL y se centrifugaron a 12,000 rpm 1 min. Posteriormente

se realizaron 2 lavados afiadiendo 1 mL de sacarosa 300 mM a la pastilla formada, la cual
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se disolvio suavemente con una micropipeta de 1 mL y se centrifugé6 a 12,000 rpm 1 min.

Una vez realizados los lavados se resuspendio la pastilla en 100 puL de sacarosa 300 mM.

NOTAS: 1.-Las cé¢lulas dese utilizaron inmediatamente después de su preparacion y
nunca se almacenaron para usos posteriores. 2.- P. aeruginosa PAOI tiende a formar
biopelicula al cultivarse en tubo, por lo tanto, al afiadir sacarosa en el primer lavado y
antes de disolver, se retird la mayor cantidad de biopelicula posible con ayuda de una

micropipeta.

6.7.3.-Transformacion:

A las células competentes recién preparadas se les afiadieron 500 ng de ADN
plasmidico, se electroporaron a 2.5 kV, se les afiadio 1 mL de LB y se incubaron en
rotacion a 37 °C por 2 h. Pasado este tiempo, cada vial completo se vacié en una placa de
LB Gm [50 mg/mL], se distribuy6 uniformemente usando perlas de cristal, se dejo secar
completamente y se incubo a 37 °C por 24 h. Al dia siguiente, las colonias se picaron con
palillos de madera estériles y se sembraron en placas de LB Sm [200 mg/mL], Gm [100
mg/mL].

6.7.4.-Verificacion de la mutacion:

Se realizé una extraccion de ADN total de cada colonia obtenida y posteriormente una
PCR empleando las condiciones antes descritas. Ademas, se realizaron otras PCRs para
la verificacion, empleando los oligonucleétidos FW aacC1 y RV aacCl. Posteriormente

se realizd una restriccion total de la PCR con la enzima EcoRI.

Tabla 17. Restriccion total de PAO1-PA1622::Gm

REACTIVO CANTIDAD
PCR 350 ng
Buffer H 2.5 ulL
EcoRI 0.1 uL
H>2O destilada libre de nucleasas | 15 puL

Incubacién 37°C /24 h

6.8.-Curvas de crecimiento:
Se cultivaron las cepas en 3 mL de medio LB Sm [200 mg/mL] y Gm [100
mg/mL], posteriormente, dichos cultivos se utilizaron para sembrar matraces con 20 mL

de LB para una densidad optica (D.O) igual a 0.05. Una vez inoculados, se determino el
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crecimiento mediante la medicion de la D.O. por espectrofotometria cada 1 h hasta las 12

h y posteriormente, cada 2 h hasta las 24 h (Alpers et al., 2023).

6.9.-Cuantificacion de acil-homoserina lactona (OdDHL)

Se cultivaron las cepas en 3 mL de medio LB y la cepa pSBL1075 en 3 mL de
LB. Posteriormente se centrifugaron a 10,000 rpm por 10 min para obtener el
sobrenadante. Mientras tanto el cultivo de pSBL1075 se ajusté a una D.O. de 0.1 y se
colocaron 150 pL de este cultivo en pacas de 96 pocillos estériles. Posteriormente, se
afladieron 50 uL del sobrenadante obtenido de las mutantes o 50 uL. LB (control) y se
dejo en incubacion a 37 °C por 4 h (Gonzalez et al., 2017). Después, se leyo la placa en
un transiluminador. Finalmente, la cuantificacion se realizé empleando el software

ImageLab de ChemiDoc.

6.10.- Determinacion de los factores de virulencia
6.10.1.-Proteasas:

Se cultivaron las cepas en 20 mL de medio LB Sm [200 mg/mL] y Gm [100
mg/mL]. En seguida, se centrifugaron a 10,000 rpm por 10 min para obtener el
sobrenadante, del cual se tomaron 100 pL. Posteriormente, se anadieron 900 pL de
solucion acuosa de leche descremada al 1%. Se incubaron las muestras por 15 min a 37

°Cy, finalmente, se midi6 su densidad optica a 595 nm (Saleh et al., 2019).

6.10.2-Elastasa:

Se cultivaron las cepas en 20 mL de medio LB Sm [200 mg/mL] y Gm [100
mg/mL]. En seguida, se centrifugaron a 10,000 rpm por 10 min para obtener el
sobrenadante. Se colocaron 250 puL de sobrenadante en un microtubo y se afadieron 1
mL de buffer A y 0.002 g de rojo Congo. Los tubos se incubaron en agitacion a 30 °C por
12 h. Pasado este tiempo, se centrifugaron a 10,000 rpm por 5 min y se midi6 el
sobrenadante a 495 nm (Filloux y Ramos, 2014). Como blanco, se utilizé una muestra
idéntica, pero que contenia 250 uL de medio LB en lugar de sobrenadante. Para la

medicidn, fue necesario diluir las muestras con agua en una proporcion 1:5.

NOTA: Para reducir la variacion, se prepard una mezcla de buffer A y de rojo
Congo con la cantidad necesaria para toda la bateria de muestras. Posteriormente, se

anadio a cada tubo la cantidad indicada.
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Tabla 18: Preparacion del buffer A

REACTIVO CANTIDAD
CaClz 0.01109 g
Tris-HCI 1.576 g
H>O0 destilada libre de nucleasas | cbp 100 mL
pH=7.0

6.10.3- Movilidad:

Para el ensayo de swimming, se prepard un medio LB con agar al 0.3 %. Para el
ensayo de swarming, se prepar6 un medio LB modificado con las siguientes
proporciones: agar al 0.5 %, peptona de caseina al 0.5 % y extracto de levadura al 2 %.
Una vez esterilizados, los medios se vertieron en cajas Petri y se dejaron secar por 1 h en
campana, sin mover, para su uso inmediato. Por otra parte, las cepas se cultivaron en 3
mL de medio LB durante 24 h a 37 °C. Posteriormente, los cultivos se ajustaron a una
D.O. de 0.1 y se tomaron 3 pL para inocular los medios. La inoculacién para swimming
se realiz6 insertando la punta de la pipeta de forma vertical hasta el fondo del medio;
mientras se sacaba la punta del medio, se iba depositando el cultivo. La inoculacién para
swarming se realiz6 depositando el cultivo directamente sobre la superficie del medio.
Después de la inoculacion, las cajas se dejaron secar por 30 min mas y luego se incubaron
a 37 °C por hasta 48 h. Finalmente, se midio el crecimiento radial cada en mm cada 24 h

empleando una regla.

6.10.4.-Pioverdina:

Se cultivaron las cepas en 20 mL de medio LB Sm [200 mg/mL] y Gm [100
mg/mL]. Posteriormente se centrifugaron a 10,000 rpm por 10 min para obtener el
sobrenadante, del cual se colocaron 150 pL en pacas de 96 pocillos estériles, usando como
control 150 pLL LB. Inmediatamente se ley6 a una longitud de emision de 460 nm y una

longitud de excitacion de 405 nm (Hofte et al., 1993).

6.10.5-Piocianina:

Las cepas se cultivaron en 20 mL de medio LB durante 24 h a 37 °C en agitacion.
Posteriormente, los cultivos se centrifugaron a 10,000 rpm por 10 min para obtener el
sobrenadante. Se colocaron 3 mL de sobrenadante y 1.8 mL de cloroformo en un tubo y

se agitaron durante 30 min. En seguida, las muestras se centrifugaron a 5,000 rpm por 10
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min y se retird completamente la fase superior. Después, se afiadieron 600 uL de HCL
0.2 N y se agitd nuevamente por 30 min. Finalmente, se tomo la fase superior, que toma
una coloracion rosa, y se midi6 su densidad oOptica a 520 nm en celdas de cuarzo

(Gonzélez et al., 2017).

6.10.6.-Exopolisacaridos:

Se cultivaron las cepas en 20 mL de medio LB Sm [200 mg/mL] y Gm [100
mg/mL]. Posteriormente, se centrifugaron los cultivos a 10,000 rpm por 10 min. Se
colocd 1 mL sobrenadante en un tubo, se le afiadieron 3 mL de etanol puro frio y se
incubaron a 4 °C por 24 h. Después, se centrifugaron nuevamente a 10,000 rpm por 15
min, se retird el sobrenadante y los exopolisacaridos precipitados se disolvieron en 500
uL de agua destilada estéril. A continuacion, se anadieron 500 pL de fenol acuoso al 5%
y 2.5 mL de H2S04, y se midio6 su absorbancia a 490 nm en un espectrofotoémetro (Mishra

et al., 2020).

NOTA: Al afiadir H2SO4 se produce una reaccion exotérmica; por ello, debe ser
afiadido gota a gota y esperar a que se enfrie para realizar la lectura usando celdas de

vidrio o de cuarzo.

6.10.7.-Alginato:

Se cultivaron las cepas en 20 mL de medio LB Sm [200 mg/mL] y Gm [100
mg/mL]. Los cultivos se centrifugaron a 10,000 rpm por 10 min, se tomaron 70 pL de
sobrenadante y se le afiadieron 600 puL de 4acido bérico-acido sulfurico (4:1). Después, se
agitaron vigorosamente en bafio de hielo por 10 s. Posteriormente, se afiadieron 20 pL de
solucion de carbazol y se centrifugé a 10,000 rpm por 10 min. Finalmente, se incubaron

a 55 °C por 30 min y se midi6 su absorbancia a 530 nm en un espectrofotdmetro (Mishra

et al., 2020).

6.10.8.-Lipopolisacaridos:

Para la extraccion de los lipopolisacaridos, se cultivaron en las cepas en 20 mL de
medio LB durante 24 h a 37 °C en agitacion. Posteriormente, los cultivos se centrifugaron
a 10,000 rpm por 10 min en tubos falcon pesados para obtener la biomasa, la cual se dejo
secar por 4-5 dias a 37 °C. Una vez seca, la biomasa se homogeneizé con etanol al 95 %
empleando una pipeta, se centrifugo6 a 2,000 rpm durante 10 min y se retir6 el alcohol por
decantacion. Este proceso se repitid 3 veces. Posteriormente, se dejo evaporar el etanol

restante toda la noche a 37 °C. Después, se registrd el peso seco de la pastilla, la cual se
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disolvio en 1 mL de EDTA al 10% y se sonic6 por 30 s a intensidad media. En seguida,
se anadi6o 1 mL de metanol-cloroformo 1:2 y se agité por 2 h. Finalmente, se centrifugaron
las muestras a 2,000 rpm por 10 min, se recuperaron las 2 fases organicas y se dejaron
evaporar completamente a temperatura ambiente (Martinez-Alcantar et al., 2021). Para la
cuantificacion, la pastilla obtenida se hidraté en 1 mL de EDTA 50 mM por 24 h y se
disolvié empleando una pipeta y sonicando por 20 s. Finalmente, se realiz6 una curva de

calibracion (490 nm) como la que se describe en la tabla 17.

Tabla 19: Curva de calibracion de disacaridos para cuantificacion de lipopolisacaridos

Mezcla de EDTA 50 mM Fenol 5 % H>SO4
disacaridos
Blanco 0 uL
Mo Nn SuL.....95uL 200 puL 100 pL 500 uL
LPS 100 pL

LPS = Lipopolisacaridos. Mezcla de disacaridos: solucion acuosa 1:1 de fructosa y dextrosa a una

concentracion final de 1 mg/mL.

NOTA: Es necesario ajustar el pH del EDTA con NaOH a 7.8 para lograr la completa disolucion.

6.10.9.-Ramnolipidos:

Se cultivaron las cepas en 20 mL de medio LB Sm [200 mg/mL] y Gm [100
mg/mL]. Los cultivos se centrifugaron a 10,000 rpm por 10 min; 1 mL de sobrenadante
se recuperd en un microtubo y se acidificé afiadiendo HCI 6 N (aproximadamente 100 -
120 pL) a un pH final de 2.3 y se dejo incubar por a 4 °C por 72 h. Después, se tomaron
500 pL de sobrenadante acidificado y se le afiadieron 500 pL de acetato de etilo, se
agitaron vigorosamente por 20 s y se centrifugaron a 5,000 rpm por 1 min.
Posteriormente, se recuperaron 400 pL de la fase superior en un nuevo tubo. Se repiti6 la
extraccion de ramnolipidos dos veces mads, recuperando 400 pL y 500 pL,

respectivamente, en el mismo tubo. Finalmente, se dejo evaporar a temperatura ambiente

por 24 h.

Para la cuantificacion, los ramnolipidos se disolvieron en 1 mL de cloroformo y 100 uL.
de solucion de azul de metileno, se mezclaron vigorosamente por 5 min y se incubaron a
temperatura ambiente por 15 min. Se recuperé la fase inferior en un nuevo microtubo
nuevo, se afiadieron 125 pL de HCI 0.2 N y se mezcld vigorosamente por 20 s, se

centrifugd a 5,000 rpm 10 min y se incubd a temperatura ambiente por 10 min.
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Finalmente, se tomaron 100 uL de la fase superior y se transfirieron una placa de 96 pozos

para medir la absorbancia a 638 nm usando como blanco HC1 0.2 N (Cakmak et al., 2017).

6.10.10.-Biopelicula

Las cepas se cultivaron en 3 mL de medio LB. Los cultivos se ajustaron a una
D.O. de 0.1 y se incubaron en tubos de vidrio a 37 °C durante 24 h. Transcurrido este
tiempo, el cultivo se descartd rapidamente y la biopelicula se secd durante 48 h. A
continuacion, se tifid con 5 mL de cristal violeta acuoso al 0.1 % y se elimind el exceso
por decantacion rapida. Finalmente, la biopelicula tefiida se disolvid con acido acético
acuoso al 30% y se midi6 su absorbancia a 550 nm en un espectrofotometro (Coffey y

Anderson, 2014).

6.11.-Componentes del de la biopelicula

Las cepas se cultivaron en tubos de ensayo con 3 mL de medio LB en rotacion a
37 °C durante 24 h. Posteriormente, el cultivo se decant6 rapidamente, se anadié 1 mL de
buffer PBS estéril y se agitd vigorosamente en vortex para disolver la biopelicula
remanente. A continuacion, la biopelicula disuelta se transfirid a tubos de 5 mL y se
mantuvo en bafio de hielo por 10 min. Finalmente, se sonicd durante 10 s al méximo
porcentaje de amplitud, manteniéndolo en bafio de hielo para evitar el sobrecalentamiento

de las muestras (W. Chen et al., 2016).

Para la cuantificacion se empled el método de Bradford. Para determinar los
demas componentes de la biopelicula (ADN, exopolisacaridos, ramnolipidos y alginato)

se emplearon los métodos descritos anteriormente (Ver 6.5.1, 6.10.6, 6.10.7 y 6.10.9).

6.12.-Evaluacion de la virulencia en Caenorhabditis elegans

6.12.1.-Mantenimiento de C. elegans:

La cepa OP50 de E. coli se cultivo en 3 mL de medio LB Sm [50 mg/mL] y se incubd a
30 °C, en agitacion durante 48 h. Posteriormente, se inocularon 160 uLL de OP50 en placas
con medio NGM vy se incubaron a 30 °C por 24 h para posteriormente hacer un “pase de
nematodos”, el cual consiste en cortar cuadros de aproximadamente 1 cm? de un cultivo
de nematodos previo y colocar boca abajo sobre el medio NGM con OP50. Los
nematodos fueron preservados a 18 °C para ralentizar su ciclo de vida y los pases de
nematodos se realizaron cada 3 semanas con la finalidad de preservar la cepa (Stiernagle,

2006).
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6.12.2.-Sincronizacion de C. elegans:

Posterior al pase de nematodos, los cultivos se monitorearon hasta observar una
cantidad suficientemente grande de huevecillos (de 3 a 7 dias después), a estas cajas se
les afiadieron 3.5 mL de agua destilada, se agitaron suavemente en circulos para
resuspender a los nematodos y sus huevecillos, posteriormente, la suspension se transfirio
a un tubo de 15 mL con tapa. Inmediatamente se anadieron 1 mL de cloro acuoso al 2%
y 0.5 mL de NaOH 3 Ny se dejaron reposar por 5 min, agitando suavemente por inversion
cada 2 min. Posteriormente se repartio el volumen en 3 microtubos, se centrifugaron a
1,300 rpm por 30 s y se retird el sobrenadante cuidadosamente sin tocar la pastilla de
huevecillos; en los casos en que no fue visible la separacion, se dejaron aproximadamente
50 pL de liquido. A continuacion, se afiadié 1 mL de agua destilada, se agitaron los tubos
suavemente con el dedo, se centrifugd a 1,300 rpm por 15 s y se retird6 nuevamente el
sobrenadante. Finalmente, se afadieron 150 uL de agua destilada, se agitdé suavemente,
se vacio a una placa con NGM y OP50 y se incubaron a 18 °C monitoreando diariamente

hasta que los nematodos alcanzaran la etapa adulta (Stiernagle, 2006).

6.12.3.-Ensayos de virulencia in vivo:

Una vez que los nematodos alcanzaron la etapa adulta (de 4 a 6 dias después de la
sincronizacidn) se lavd nuevamente la caja con 1 mL de agua destilada, se centrifug6 a
1,300 rpm por 10 s, se retir6 el sobrenadante y los nematodos se resuspendieron en 1.5
mL de agua destilada. A continuacion, se colocaron 10 uL de la suspension de nematodos
en un pocillo con 500 uL de agua destilada de una placa de 24 pozos y se contd el numero
de nematodos presentes para posteriormente hacer diluciones y obtener aproximadamente
20 nematodos por cada 10 pL. Luego se colocaron 10 pL. de nematodos en una placa de
24 pozos con 500 uL de agua destilada en cada pocillo a utilizar y se contaron. Por otra
parte, las cepas a probar se cultivaron en 3 mL LB y posteriormente se ajusto la D.O. del
cultivo a 0.02. Una vez colocados los 20 nematodos en cada pocillo se afiadieron 500 pL.
de medio ajustado para una D.O. final de 0.01 y se contaron durante 48 h cada 6 y 12 h;
un nematodo se considera muerto cuando deje de moverse y no responda al estimulo tactil

(Diaz-Pérez et al., 2022).

6.13.- Evaluacion de la resistencia a antibidticos
Las cepas se cultivaron tubos de ensayo con 3 mL de medio LB en rotacién a 37
°C durante 24 h. Posteriormente, el cultivo se ajusté a una D.O. de 0.01 y se coloc6 en

placas de 24 pozos que contenian distintas concentraciones de los antibidticos a probar.
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Luego de 24 h, se midi6 la D.O del cultivo utilizando un espectrofotometro.
Posteriormente, empleando los valores de crecimiento, se calculd concentracion la

inhibitoria media (IC50) de cada cepa para cada antibiotico.

7.-RESULTADOS

7.1.-Anélisis bioinformatico del ORF PA1622

Se realiz6 un analisis bioinformatico mediante alineamiento de secuencias usando
el programa Blast Protein del NCBI (National Center of Biotechnology Information) con
la finalidad de conocer la posible funcion de la proteina codificada por el ORF PA1622.
Se empleo la secuencia de aminoacidos del ORF PA1622 para encontrar proteinas con
secuencias similares. En este programa, la identidad corresponde al numero de
aminoacidos entre las dos secuencias que son idénticos. En primera instancia, se
encontraron secuencias 100 % idénticas a la del ORF PA1622 presentes en multiples
cepas de P. aeruginosa, asi como en diversas especies del género Pseudomonas. Ademas,
se encontr6 similitud con proteinas pimeloil-ACP metil ester carboxilesterasas, lipasas y
epoxido hidrolasas. Las primeras, participan en la biosintesis de acidos grasos y en la
biosintesis de la biotina, un cofactor que participa en diversas rutas metabolicas como la
gluconeogénesis, la biosintesis de acidos grasos y el metabolismo de aminoécidos. Las
lipasas son enzimas que rompen los enlaces éster de diversos compuestos lipidicos como
triglicéridos, ésteres de 4cidos grasos, fosfolipidos, entre otros. Por otra parte, las epoxido
hidrolasas participan en la degradacion de xenobidticos y detoxificacion de sustancias
toxicas, ademads algunas pueden degradar antibidticos y acidos grasos epoxidados (Arand

et al., 2005).

Tabla 20. Anélisis por alineamiento de secuencias usando el programa Blast Protein del NCBI.

o/B-hidrolasa multi especie ~ Pseudomonas spp. 100.0 % 100.0 %
Pimeloil-ACP metil ester Pseudomonas panipatensis 82.5 % 100.0 %
carboxilesterasa
Pimeloil-ACP metil ester Pseudomonas benzenivorans 78.5 % 99.0 %
carboxilesterasa
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Pimeloil-ACP metil ester Pseudomonas indica 74.7 % 100.0 %

carboxilesterasa

Epoxido hidrolasa Pseudomonas pohangensis 72.3 % 100.0 %
Lipasa Paucimonas lemoignei 69.5 % 100.0 %
Lipasa Pseudomonas savastanoi 68.5 % 63.0 %
Lipasa Pseudomonas savastanoi 65.26 % 100.0 %
Epoxido hidrolasa Halopseudomonas xinjiangensis 50.7 % 99.0 %

Especificaciones: El analisis por alineamiento de secuencias se realizo utilizando el programa Blast Protein
del NCBI con los parametros predeterminados para comparacion de secuencias. La identidad indica el
porcentaje de los aminodcidos exactamente iguales entre las secuencias comparadas. La cobertura indica el
porcentaje total de la secuencia que est4 alineado entre las dos secuencias.

7.2.- Obtencion de la mutante PA1622::Gm

Se inicid6 con una construccidon en el plasmido pGem, que contenia el ORF
PA1622 (861 pb), interrumpido por un casete de resistencia a gentamicina (Gm®) de 925
pb, lo que dio como resultado un tamaiio total de 1786 pb (Figura 11A). Para confirmar
la correcta construccion, se realizd la amplificacion del fragmento PA1622::Gm,

obteniéndose una banda de 1786 pb, como se habia anticipado (Figura 11B).

ori

A R B
p\/'*

pGEM- — lacZ

PA1622::Gm
PA1622::Gm 2838 pb
\4i(b/

1700 pb

ORF PA1622 861 pb
Gm 925 pb

805 pb

| 536pb 324pb 1. M. DNAtA-Psi 1
| 1 2. PCR PAOL

1786 pb 3. PCR pGEM-PA1622::Gm

Figura 11. Verificacion de la construccion pGem-PA1622::Gm. A) Esquema representativo que muestra
la construccion pGEM-PA1622::Gm, en la cual se marca el origen de replicacion (ori), el gen de resistencia
a ampicilina (AmpR) y el sitio el sitio de insercion en el gen lacZ. Debajo se muestra el tamafio del ORF
PA1622 interrumpido con un casete de resistencia a gentamicina. B) Electroforesis en gel de agarosa de la
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amplificacion del ORF PA1622. Carril 1= marcador de tamafio molecular (M). Carril 2= amplificacion del
ORF PA1622 de la cepa PAO1 (861 pb). Carril 3= amplificacion del ORF PA1622 de la cepa pGem-
PA1622::Gm (1786 pb).

Adicionalmente, se realizé un analisis de restriccion con la enzima ECORI, que
corta en los extremos y en un sitio interno del ORF PA1622 (Figura 12A). De este andlisis
se obtuvieron tres bandas: la primera de 3016 pb, correspondiente al plasmido linealizado;
la segunda de 1249 pb, correspondiente al Gm® unido al segundo fragmento del gen; y la

tercera de 536 pb, correspondiente al fragmento restante del gen (Figura 12B).
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Figura 12. Analisis de restriccion de la construccion pGem-PA1622::Gm. A) Esquema representativo
de los sitios de corte externos e interno para la enzima ECORI en la construccion pGEM-PA1622::Gm, en
la cual se marca el origen de replicacion (ori), el gen de resistencia a ampicilina (Amp®) y el sitio el sitio
de insercion en el gen lacZ. B) Electroforesis en gel de agarosa de la restriccion. Carril 1= marcador de
tamafio molecular (M). Carril 2 = restriccion de pGem-PA1622::Gm empleando a la enzima ECORI. Se
muestran las tres bandas obtenidas: 1) 3016 pb correspondiente al plasmido pGem linealizado; 2) 536 pb
correspondiente al primer fragmento del ORF PA1622;y 3) 1249 pb correspondiente al Gm® y al fragmento
restante del ORF PA1622.

Una vez verificada la construccion, se procedié a construir la mutante PAO1-
PA1622::Gm (que en adelante se nombrard como PA1622::Gm) mediante transformacion
por electroporacion en células competentes de P. aeruginosa PAO1. Posteriormente, se
verificd que la insercion del casete de GmR® estuviera en el locus correcto. Para ello, se
realizaron dos amplificaciones por PCR y un analisis de restriccion. Para la primer
amplificacion se utilizaron los oligonucleétidos correspondientes al ORF PA1622,

obteniendo una banda de 1786 pb, que corresponde al ORF PA1622::Gm (Figura 13).
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Figura 13. Amplificacion del ORF PA1622::Gm. Electroforesis en gel de agarosa de la amplificacion
que emplea los oligonucledtidos del ORF PA1622. Carril 1 = marcador de tamafio molecular. Carril 2=
amplificacion del ORF PA1622 de la cepa PAO1 (861 pb). Carril 3= amplificacion del ORF PA1622 de la
cepa PAO1-PA1622::Gm (1786 pb).

Posteriormente, se purificd el ADN amplificado en esta PCR y se us6 como molde
para la segunda amplificacion, ahora empleando los oligonucledtidos aacCl
correspondientes al GmR. En esta amplificacion se obtuvo la banda esperada de 925 pb

(Figura 14).

2838 pb

g

1700 pb

1159 pb

1. M. 1kb DNA ladder
2. PCRPAO1-PA1622::Gm 1 aacCl1

Figura 14. Amplificacion del casete GmR presente en el ORF PA1622 de la mutante PA1622::Gm.
Electroforesis en gel de agarosa de la amplificacion que emplea oligonucledtidos aacCl y esquema
representativo del ORF PA1622::Gm, sefialando al GmR. Carril 1 = marcador de tamafio molecular. Carril
2= amplificacion del casete de Gm® de la cepa PA1622::Gm.

Finalmente, se llevo a cabo un analisis de restriccion con ECORI del producto de
la primera amplificacion y se obtuvieron dos bandas: la primera de 1249 pb,
correspondiente al Gm® unido al segundo fragmento del gen y la segunda de 536 pb,

correspondiente al fragmento restante del gen (Figura 15).

71



EcoRI EcoRI1 EcoRI

Gm 925 pb

536 pb 1249 pb

1500 pb

1000 pb

1. M. 1kb DNA ladder
2. Restriccion de PCR PAO1-PA1622::Gm

Figura 15. Andlisis de restriccion del ORF PA1622 de la mutante. Electroforesis en gel de agarosa de
la restriccion con la enzima ECORI del ORF PA1622::Gm. Carril 1= marcador de tamafio molecular (M).
Carril 2 = restriccion de PAO1-PA1622::Gm empleando a la enzima ECORI. Se muestran las dos bandas
obtenidas: 1) 536 pb correspondiente al primer fragmento del ORF PA1622; y 2) 1249 pb correspondiente
al Gm® y al fragmento restante del ORF PA1622.

7.3.- Efecto de la mutacion en el ORF PA1622 sobre el crecimiento de P. aeruginosa
Para evaluar el impacto de la mutacion del ORF PA1622 sobre la capacidad de
crecimiento de la mutante se realiz6 una curva de crecimiento en medio LB (Figura 16).
Dicha curva se monitoreo durante 24 h observandose una ligera disminucioén en el
crecimiento en las primeras 8 h, no obstante, el crecimiento de la mutante se estabiliz6 a

partir de la hora 9.
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Figura 16. Curva de crecimiento de 24 h en medio LB. Grafico del crecimiento en donde se observa la
capacidad de crecimiento de la cepa PA1622::Gm (vino), en comparacion con la cepa PAO1 (gris). t de
Student, donde p< 0.05, ns= sin diferencia significativa, *= diferencia significativa, SEM, n=4.
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7.4.- Efecto de la mutacion en el ORF PA1622 sobre la produccion de AHL

Con la finalidad de evaluar la actividad del QS, se midi6 la produccion de AHL
(OdHSL, perteneciente al sistema Las) en cultivos de 24 horas, utilizando la cepa
biosensora pSB1075. Los resultados muestran un incremento en la produccion de AHL
en comparacion con la cepa silvestre PAOI, lo cual podria indicar una relacion entre

PA1622 y la senalizacion del QS (Figura 17).
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Figura 17. Produccion de AHL a las 24 h en medio LB. t de Student, donde p< 0.05, *= diferencia
significativa, SEM, n=7. UA = Unidades Arbitrarias.

7.5.- Impacto de la mutacion en el ORF PA1622 sobre la produccion factores de
virulencia

En lo que respecta a las enzimas proteoliticas, se midid la produccion tanto de
proteasas totales como de elastasas, las proteasas encargadas de degradar las fibras de
elastina. En la determinacion de proteasas totales no se observé ninguna diferencia
significativa, sin embargo, en las elastasas se encontrd un aumento de estas enzimas en la

cepa PA1622::Gm respecto a PAO1 (Figura 18).
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Figura 18. Produccion de proteasas totales y elastasas a las las 24 h en medio LB. t de Student, donde
p< 0.05, ns= sin diferencia significativa, *= diferencia significativa, SEM, n=7.

Para observar el efecto de la interrupcion del ORF PA1622 sobre la biosintesis de
moléculas quelantes de hierro, se midié la produccién de pioverdina y piocianina en
cultivos de 24 horas. Los resultados obtenidos indicaron que no existe diferencia

significativa en la produccion de estos sideroforos (Figura 19).
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Figura 19. Produccion de los siderdéforos piocianina y pioverdina a las las 24 h en medio LB. t de
Student, donde p< 0.05, ns= sin diferencia significativa, SEM, n=7. UA (Unidades Arbitrarias).

En cuanto a los ensayos de movilidad, los resultados mostraron que la mutacion

afecta de manera tanto positiva como negativa la movilidad de P. aeruginosa.

En el caso de la movilidad por swimming, que es mediada por el flagelo, se ve un aumento

tanto en las 24 h como en las 48 h en comparacion con la cepa control. Por el contrario,
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en la movilidad por swarming, que se da por la combinacion de pilis, flagelos y moléculas

biosurfactantes, se puede apreciar una disminucion (Figura 20).
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Figura 20. Movilidad por swimming y swarming a las 24 h y 48 h en medio LB. t de Student, donde p<
0.05, **= diferencia significativa, ****= diferencia significativa, SEM, n=7.

Los resultados también mostraron que la produccion de los exopolisacaridos
totales aumenta a causa de la pérdida de la funcion en el ORF PA1622, sin embargo, la

produccion del exopolisacarido alginato no se vio afectada (Figura 21).
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Figura 21. Produccion de exopolisacaridos totales y alginato a las 24 h en medio LB. t de Student,
donde p< 0.05, ns= sin diferencia significativa, **= diferencia significativa, SEM, n=7.

Parte de los elementos principales para la correcta formacion de la biopelicula son
los LPS y los ramnolipidos. Los resultados obtenidos de la cuantificacion de estos factores
de virulencia indico que la produccion de ramnolipidos y lipopolisacaridos se vio

incrementada por la interrupcion del ORF PA1622 en la mutante (Figura 22).
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Figura 22. Produccion de lipopolisacaridos y ramnolipidos a las 24 h en medio LB. t de Student, donde
p< 0.05, ***= diferencia significativa, SEM, n=7.

Concordando con el aumento en la produccion de ramnolipidos y LPS respecto a la cepa
de referencia PAOI, la produccion de biopelicula después de 24 h de crecimiento,

presento una elevacion en la cantidad producida (Figura 23).
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Figura 23. Produccion de biopelicula a las 24 h en medio LB. t de Student, donde p< 0.05, ***=
diferencia significativa, SEM, n=7.

7.6.-Determinacion de la composicion de la biopelicula en la mutante PA1622::Gm
Debido al drastico aumento en la produccion de la biopelicula que presenta la
mutante, resultod interesante evaluar su composicion debido a que es una estructura que
favorece la virulencia y la resistencia a antibioticos de P. aeruginosa. Se evalu6 la
cantidad de algunos componentes de la biopelicula como: la cantidad de proteinas,

exopolisacaridos, alginato, ramnolipidos y ADNe contenidos. Los resultados obtenidos
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indicaron que no existe diferencian estadisticamente significativas en la cantidad de

proteinas entre las cepas PAO1 y PA1622::Gm (Figura 24).
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Figura 24. Cuantificacion de proteinas de la biopelicula a las 24 h en medio LB. t de Student, donde
p< 0.05, ns= sin diferencia significativa, SEM, n=7.

Los resultados obtenidos de la cuantificacion de exopolisacaridos totales y alginato,
mostraron que existe una disminucidén significativa en la produccion de ambos

componentes de la biopelicula en la cepa PA1622::Gm (Figura 25).
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Figura 25. Cuantificacién de exopolisacaridos totales y alginato de la biopelicula a las 24 h en medio
LB. t de Student, donde p< 0.05, *= diferencia significativa, SEM, n=7.
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En la cuantificacion de ramnolipidos presentes en la biopelicula no se observaron
diferencias estadisticamente significativas, sin embargo, si se pudo notar una ligera

tendencia al alta en la mutante PA1622::Gm (Figura 26).
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Figura 26. Cuantificacion de ramnolipidos a las 24 h en medio LB. t de Student, donde p< 0.05, ns= sin
diferencia significativa, SEM, n=7.

Finalmente, se evaluo la cantidad de ADNe presente en la biopelicula, encontrando una

disminucion considerable de este en la mutante PA1622::Gm (Figura 27).
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Figura 27. Cuantificacion de ADN a las 24 h en medio LB. t de Student, donde p< 0.05, ***= diferencia
significativa, SEM, n=7.

7.7.-Evaluacion de la virulencia de la mutante PA1622::Gm en un modelo in vivo
Con la finalidad de observar la implicacion del ORF PA1622 en la patogenicidad de P.
aeruginosa PAOL, se llevo a cabo un ensayo de supervivencia en nematodos empleando

cultivos y sobrenadantes de las cepas PAO1 y PA1622::Gm.
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En ambos ensayos no se observaron diferencias significativas en la capacidad de matar a
los nematodos, en ninguno de los periodos monitoreados entre las diferentes cepas

(Figuras 28 y 29).
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Figura 28. Curva de supervivencia de neméatodos en cultivo. Cultivo directo de 24 h, D.O.=0.01. t de

Student, donde p< 0.05, ns= sin diferencia significativa, SEM, n=20, tres experimentos independientes.
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Figura 29. Curva de supervivencia de neméatodos en sobrenadante. Sobrenadante de 24 h. t de Student,
donde p< 0.05, ns= sin diferencia significativa, SEM, n=20, tres experimentos independientes. Control=
medio LB.
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7.8.-Efecto de la interrupcion del ORF PA1622 sobre la resistencia a antibioticos de P.
aeruginosa PAO1

Debido a que, tanto la biopelicula como los LPS, que son estructuras que
participan en la resistencia a antibidticos, se vieron modificados en la mutante, y a los
antecedentes sobre la posible participacion del ORF PA1622 en la resistencia a
antibioticos, se llevo a cabo la determinacidn de la concentracion inhibitoria media (IC50)
empleando distintas clases de antibidticos (aminoglucdsidos, cefalosporina y
fluoroquinolona) sobre la mutante PA1622::Gm. Los resultados mostraron que en
ausencia del ORF PA1622, la cepa sufri6 una disminucion general en la resistencia a
antibiodticos a las 24 h, ya que la IC50 se vio disminuida en todos los antibidticos a los

cuales se expuso.

Tabla 21. Evaluacion de la sensibilidad antibidtica de PAO1y PA1622::Gm

Ceftriaxona 586.99 £29.59 247.12 £ 38.55
Ciprofloxacina 0.18 £0.03 0.14 £ 0.01
Kanamicina 327.49 + 8.44 308.99 + 7.40
Tobramicina 1.53 £0.08 1.39£0.06
Amikacina 5.14+0.24 4.79+£0.9
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8.-DISCUSION
P. aeruginosa es un patdégeno oportunista de relevancia mundial que posee una
gran capacidad de adaptacion y versatilidad metabodlica. Se caracteriza por poseer un
amplio arsenal de factores de virulencia, regulados por el metabolismo y los sistemas de
QS, y diversos mecanismos que le proporcionan resistencia contra antibidticos (Jurado-
Martin etal., 2021). EI ORF PA1622 es un gen que codifica para una proteina

posiblemente homotetramérica que posee similitud con o/B-hidrolasas.

El anélisis bioinformatico realizado mediante alineamiento de secuencias muestra
que el ORF PA1622 esta altamente conservado en multiples cepas de P. aeruginosa y
otras especies del género Pseudomonas, lo cual concuerda con estudios gendmicos
previos (Bruce et al., 2009). Ademas, se identificd una alta similitud con enzimas como
la pimeloil-ACP metil éster carboxilesterasas, lipasas y epdxido hidrolasas, lo que sugiere
que PA1622 podria estar involucrado en procesos tales como el metabolismo lipidico

(Figura 30) o la detoxificacion de compuestos toxicos, como los antibioticos (Tabla 47).

La funcién del ORF PA1622 se determin6 mediante la generacion y el uso de la
cepa mutante PA1622::Gm, la cual mostr6 una ligera disminuciéon en su crecimiento
durante la fase exponencial, etapa en donde se refleja si existen o no alteraciones en
procesos celulares basicos (Alpers etal.,, 2023). Posteriormente, el crecimiento se
estabilizo en la fase estacionaria, la cual esta relacionada con la adaptacion y la expresion
de los factores de virulencia (Alpers et al., 2023). Estos resultados sugieren que la
interrupcion de PA1622 podria estar afectando temporalmente algiin proceso celular
basico; sin embargo, la viabilidad no se ve comprometida ya que la bacteria es capaz de
adaptarse y continuar su desarrollo con normalidad. Lo anterior indica que, aunque
PA1622 no es un gen esencial, si desempefia un papel importante para la bacteria, lo que

explica su conservacion evolutiva.

Las AHL, especialmente la OdDHL (sistema Las), son moléculas clave para la
activacion jerarquica del QS (Lee y Zhang, 2015). Su biosintesis depende de diversos
factores, como la disponibilidad de precursores, el metabolismo, la densidad celular y la
regulacion genética, entre otros (Davenport et al., 2015; Fuqua et al., 2001; Miller &
Bassler, 2001). El aumento en la produccion de OdDHL sugiere que PA1622, un gen
posiblemente implicado en el metabolismo, podria estar involucrado en la regulacion
negativa del QS a través de su participacion en procesos metabdlicos; sin embargo, hace

falta explorar mas a fondo esta conexion.
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El aumento en la produccion de factores de virulencia, como elastasas, EPS y
ramnolipidos, es consistente con la produccion elevada de OdDHL. Las OdDHL activan
al regulador LasR, que desencadena la transcripcion de elastasa y exopolisacaridos (Lee
y Zhang, 2015). La produccién elevada de ramnolipidos podria deberse a la
sobreactivacion del sistema Las, que, debido a su jerarquia, activa al sistema Rhl, el cual
controla la produccion de ramnolipidos (Lee y Zhang, 2015; Mukherjee y Bassler, 2019).
En conjunto, estos resultados nos sugieren una posible sobreactivacion del QS en

respuesta a la ausencia de la proteina codificada por PA1622.

El movimiento por swimming, es dependiente del flagelo, una estructura cuya
biosintesis es altamente compleja, donde la densidad celular desempefia un papel
importante. A pesar de que en P. aeruginosa no esta bien establecida la relacion entre el
QS y la biosintesis del flagelo, se teoriza que podria estar involucrado (Khan et al., 2019;
Bouteiller et al., 2021), debido a que se ha demostrado que en otras bacterias Gram
negativas el QS activa la expresion de genes flagelares (Sperandio et al., 2002; Kim et
al., 2007; Morohoshi et al., 2009; Bouteiller et al., 2021). Por lo tanto, el aumento en la
movilidad por swimming podria ser consistente con la produccion elevada de AHL que
sobreactiva al QS. Por otra parte, el swarming es un tipo de movilidad que depende de la
participacion del flagelo y el pili tipo IV y de la biosintesis de ramnolipidos, por lo que
es dependiente del sistema Rhl (Kohler et al., 2000; Daniels et al., 2004; Khan et al.,
2019). Los resultados arrojaron una disminucion del movimiento por swarming, lo cual
es consistente con la sobreproduccion de ramnolipidos, ya que se ha reportado que los
ramnolipidos en concentraciones altas inhiben este tipo de movilidad al crear un ambiente

no propicio (Reis et al., 2011).

El incremento en la produccion de EPS totales, pero no de alginato puede ser
debido a que el alginato no es el EPS predominante en cepas no mucoides de P.
aeruginosa (como es el caso de la cepa PAO1) cultivadas in vitro, ademas de que no es
necesario para la formaciéon de la biopelicula (Ramsey y Wozniak, 2005; Morici et al.,

2007).

La pioverdina es un sider6foro cuya biosintesis estd finamente autorregulada de
acuerdo a la disponibilidad de hierro en el medio (Ghssein y Ezzeddine, 2022). La
ausencia de diferencias en su produccion sugiere que el ORF PA1622 no participa
directamente ni en su regulacion ni en su biosintesis. Por su parte, la biosintesis de

piocianina depende de una interaccion compleja entre los sistemas del QS (Jayaseelan
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et al., 2014; Abdelaziz et al., 2023). Se ha demostrado que la expresion de los genes phz,
los responsables de la biosintesis de la piocianina y cuya expresion esta regulada
principalmente por el sistema PQS, se activa en presencia de moléculas autoinductoras
como son OdDHL y C4-HSL (Dietrich et al., 2006; Schuster et al., 2003). Sin embargo,
debido a que en P. aeruginosa los sistemas de QS estan regulados jerarquicamente con el
sistema Las en la cima, y a que el sistema Rhl regula negativamente al sistema PQS
(Welsh et al., 2015; Higgins et al., 2018), es posible que la desregulacion en el QS que
presenta la mutante PA1622::Gm, tenga impacto sobre el sistema PQS y en la activacion

de los genes phz y no se observe el aumento esperado.

En cuanto a la produccion del LPS, no se sabe el mecanismo por el cual esta siendo
aumentado, sin embargo, concuerda con lo observado en la mutante en fadD4, debido a
que este gen se encuentra en el mismo operon que el ORF PA1622 y participa en la
sintesis y degradacion del LPS a través del metabolismo de 4cidos grasos (Martinez-
Alcantar etal., 2021). Algunas posibles explicaciones podrian ser que ocurra una
desregulacion metabolica por la transcripcion truncada de la hidrolasa putativa codificada

por este gen o una desregulacion en el operdn putativo que contiene al ORF PA1622.

En principio, el aumento en la produccion de la biopelicula parecia consistente
con la produccion exacerbada de EPS, ramnolipidos y LPS en el sobrenadante, debido a
que estos son componentes importantes para la formacion de la biopelicula. No obstante,
una vez que se analizd la composicion interna de la biopelicula, se pudo observar una
disminucion significativa de EPS totales, alginato y ADN. La secrecion elevada de EPS,
pero disminucién en la biopelicula podria indicar que, a pesar de ser excretados por la
célula, los EPS no se estdn incorporando a la matriz de la biopelicula. Una posible
explicacion a este fendmeno es que la formacion de la biopelicula es un proceso complejo
que depende de diversos factores. Si algun factor importante llegara a faltar, como el
ADNe, se puede producir una matriz defectuosa. Ademas, los cambios en el metabolismo
bacteriano también pueden afectar la composicion y arquitectura de la biopelicula
(Ghafoor et al., 2011; Rybtke et al., 2015; Thi et al., 2020). Por otra parte, se ha
demostrado que las biopeliculas pueden retener solutos presentes en el medio y que la
cantidad de EPS afecta directamente la capacidad de retencion de agua (Ziege et al., 2021,
Quan et al., 2022). Lo anterior representa una posible explicacion de por qué en nuestra
mutante, la cantidad total de biopelicula adherida, no refleja la cantidad de biopelicula

componentes estructurales presenten en ella.
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La disminucion de EPS y ADN puede estar desempefiando un papel importante
en la disminucién de la resistencia a antibidticos, debido a que estos dos componentes
forman una barrera electrostatica (Das et al., 2013; Chung et al., 2023). Ambos poseen
cargas negativas que interactuan con las cargas positivas presentes en antibidticos (como
los aminoglucdsidos), capturandolos e impidiendo que estos alcancen a las células

bacterianas (Taylor et al., 2014; Wilton et al., 2016; Fernandez-Billon et al., 2023).

Otro factor que podria tener una implicacion importante en la disminucidon en la
resistencia a antibidticos es la alteracion en la produccion de LPS. ElI LPS es una
estructura clave en la resistencia a antibidticos, ya que su composicion, especialmente en
las cadenas de acilo y los grupos fosfato del lipido A, modula la permeabilidad y la carga
electrostatica de la membrana externa, afectando la penetracion de antibidticos a la célula
bacteriana. Las modificaciones en la acilacion del lipido A o la sustitucion de los grupos
fosfato pueden alterar la funcion de barrera del LPS, facilitando la penetracion de
antibioticos y reduciendo la resistencia bacteriana (Moskowitz y Ernst, 2010;
Huszczynski et al., 2020b). Aunque en la mutante PA1622::Gm exhibe un aumento en
la produccion de LPS, la falta de incremento en la resistencia a antibioticos sugiere que

la composicion de esta molécula podria estar alterada.

La mutante presenta una menor tolerancia a los antibioticos, ya que su capacidad
para crecer en presencia de los aminoglucdsidos tobramicina, kanamicina y amikacina, la
cefalosporina ceftriaxona y la fluoroquinolona ciprofloxacina se vio disminuida. Lo
anterior ocurre probablemente a través mecanismos relacionados con la produccion de la
biopelicula y/o LPS. Estos hallazgos refuerzan la importancia de PA1622 como un
posible blanco para el desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos y apoyan la idea de
que es un gen condicionalmente esencial para la resistencia a antibioticos (Bruce et al.,

2009; Ranjani et al., 2022).

Finalmente, el modelo de patogenicidad in vivo en C. elegans no mostrd
diferencias significativas en la supervivencia cuando se enfrentd al nematodo con el
cultivo o sobrenadante, pese a los incrementos observados in vitro en ciertos factores de
virulencia. Estas diferencias pueden deberse a que los experimentos realizados in vitro,
no replican las condiciones naturales de un modelo in vivo, donde se evalia la interaccion
huésped-patogeno. Como resultado de estas condiciones y de las interacciones entre
ambos microorganismos, la produccion de factores de virulencia puede diferir in vivo e

invitro (Sendra et al., 2024). Ademas, se ha comprobado que, en los ensayos de virulencia
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en liquido en C. elegans, P. aeruginosa requiere de la produccion de pioverdina para
producir la muerte del nematodo (Kirienko et al., 2013). Esto concuerda con la ausencia

de diferencias en la produccion de pioverdina in vitro de la mutante.

En conjunto, todos estos resultados sugieren que, si bien la ausencia de PA1622
da lugar a un fenotipo aparentemente mas virulento, que produce una mayor cantidad de
AHL, elastasa, ramnolipidos y exopolisacaridos, los ensayos de virulencia in vivo en C.
elegans no mostraron diferencias significativas en la supervivencia. Esto indica que
PA1622 no es un gen determinante para virulencia de P. aeruginosa PAOI1 en este
modelo. No obstante, seria importante evaluar su impacto en otros modelos que se
asemejen mas a las condiciones naturales de la infeccion en humano, como en ratones o

células del epitelio pulmonar.

9.-CONCLUSIONES

El presente estudio proporciona evidencia de que el ORF PA1622 de P.
aeruginosa PAO1 participa en diversos procesos celulares. El analisis bioinformatico
confirmo su alta conservacion evolutiva en el género Pseudomonas. Ademas, su similitud
con hidrolasas lipidicas y epdxido hidrolasas sugiere la participacion de este gen en rutas
metabolicas asociadas a lipidos y detoxificacion. Aunque los ensayos in vitro mostraron
un fenotipo virulento, esto no se correlaciona con lo observado in vivo en C. elegans, lo
que sugiere que el ORF PA1622 no es un determinante esencial para la virulencia de la
bacteria en este modelo. La interrupcion del gen generod un fenotipo con menor resistencia
a antibioticos, lo que sugiere que el ORF PA1622 est4 involucrado en mecanismos que
contribuyen a la resistencia bacteriana, probablemente a través procesos asociados a la
biosintesis de LPS y la estructuracion de la biopelicula. En conjunto, estos resultados
posicionan a al ORF PA1622 como un gen condicionalmente esencial, con implicaciones

en el metabolismo y la resistencia antimicrobiana de P. aeruginosa PAOI1.

Futuras investigaciones deberan explorar su papel en modelos de infeccion mas
complejos, analizar la su participacion en el metabolismo lipidico e investigar a fondo los
posibles mecanismos de resistencia a antibioticos en los que este gen se encuentre

implicado, como la composicion del lipopolisacérido y el perfil lipidico de la membrana.
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10.- ANEXO
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Figura 30. Hidrolisis de sustratos lipidicos. D.O. inicial= 0.01. Medio minimo suplementado con
sustratos lipidicos al 0.1% como unica fuente de carbono. t de Student, donde p< 0.05, ns= sin diferencia

significativa, *= diferencia significativa, ***= diferencia significativa, SEM, n=5.
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