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Resumen

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria oportunista asociada con infecciones en
unidades de cuidado intensivo, neumonias asociadas a ventilador, infecciones del
sitio de la cirugia y quemaduras. Esta bacteria tiene una mortalidad del 75% en los
pacientes con quemaduras debido a que puede asociase con infecciones
relacionadas con biopeliculas, expresion de diversos factores de virulencia vy
mecanismos de resistencia. Alguno de esos factores de virulencia son proteasas
como elastasa y proteasa alcalina o metabolitos toxicos como como la piocianina,
por lo que esta bacteria es de los pocos microorganismos capaces de producir
cianuro, lo cual inhibe el sistema de la citocromo oxidasa de las células del
hospedero. Estos factores de virulencia son controlados por el sistema de
percepcion de quérum. En el presente trabajo, fueron estudiadas 30 cepas clinicas
de P. aeruginosa aisladas de pacientes quemados atendidos en un hospital de
tercer nivel de la ciudad de México. Se determinaron pruebas de susceptibilidad a
antibidticos asi como factores de virulencia (elastasa, proteasa alcalina, HCN y
piocianina) con y sin la enzima N-acilhomoserin lactonasa, AiiM fue capaz de
hidrolizar un ampli gama de acil homoserin lactonas. El tratamiento con la enzima
redujo significamente la actividad de la elastasa y proteasa alcalina, la produccion
de piocianina y HCN en todas las cepas productoras, pero no la secreciéon de toxinas
a través del sistema de secrecion tipo lll. Nuestro trabajo sugiere que el tratamiento
con la enzima AiiM podria ser una terapia efectiva para el combate de las

infecciones causadas por P. aeruginosa en pacientes quemados.

Abstract

Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic bacterium associated with healthcare
infections in intensive care units (ICUs), ventilator-associated pneumonia (VAP),
surgical site infections, and burns. This bacterium causes 75% of death in burned
patients, since it can develop a persistent biofilm associated with infections, express
several virulence factors, and antibiotic-resistance mechanisms. Some of these
virulence factors are proteases such as elastase and alkaline protease, or toxic

metabolites such as pyocyanin and is one of the few microorganisms able to produce
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cyanide, which inhibits the cytochrome oxidase of host cells. These virulence factors
are controlled by quorum sensing (QS). In this work, 30 P. aeruginosa clinical strains
isolated from burned patients from a tertiary hospital in Mexico City were studied.
Antibiotic susceptibility tests were done, and virulence factors (elastase, alkaline
protease, HCN, and pyocyanin) were determined in presence of an N-
acylhomoserine lactonase, AiiM able to hydrolyze a wide range of acyl homoserine
lactones. The treatment reduced significantly the activities of elastase and alkaline
protease, and the production of pyocyanin and HCN in all producer strains but not
the secretion of toxins through the type Ill secretion system. Our work suggests that
AiiM treatment may be an effective therapy to combat P. aeruginosa infection in burn

patients.



1. Introduccion.

1.1 Quemaduras
Las quemaduras son una de las manifestaciones més severas de trauma (Church

Elsayed, Reid, Winston, & Lindsay, 2006), en las cuales, ademas del dafio al cuerpo,

se asocia a altas tasas de morbi-mortalidad y secuelas psicoldgicas (Dalal, Saha, &

Agarwal, 2010; Y. Wang et al., 2018), siendo estas Ultimas las secuelas mas

frecuentes post quemaduras (Dalal et al., 2010; Fauerbach et al., 2005; Forjuoh,

2006). Asimismo, constituyen un problema de salud puablica mundial (Forjuoh,
2006). Esta manifestacion traumética es costosa debido a los prolongados tiempos
de hospitalizacion, rehabilitacién y debido al tratamiento de heridas y escaras, sin
tomar en consideracion los elevados costos asociados a procesos infecciosos

(Brusselaers, Monstrey, Vogelaers, Hoste, & Blot, 2010).

Por su naturaleza etiolégica, las quemaduras pueden clasificarse por: calor (flama
directa y escaldadura), frio, electricidad (alto voltaje (> 1000 v) o bajo voltaje (< 1000
Vv)), quimicas, radiacion o friccion (Aghakhani, Heidari, Tabatabaee, & Abdolkarimi,
2015; Evers, Bhavsar, & Mailander, 2010).

A pesar de que cada vez se cuentan con mayores adelantos médicos, la mortalidad
es elevada, algunos autores reportan 5,000 decesos por cada 100,000 casos, los

cuales estan asociados a complicaciones (Church et al., 2006), de tal manera que

la sepsis es la principal causa de mortalidad en pacientes resucitados después de
un dafio térmico mayor, de aqui que las complicaciones por infecciones son las
responsables del 75% de las muertes en pacientes con quemaduras complicadas
(Atiyeh B.S., 2001; Church et al., 2006).

La piel es el 6rgano mas extenso del cuerpo, en adultos, la superficie de la piel es
de aproximadamente 1.5 a 2 m2 y puede alcanzar un peso 6 a 10 kg (adultos

hombres), mientras que un recién nacido es de 0.2 a 0.3 m2 (Church et al., 2006),

por lo que la piel intacta y en condiciones saludables es vital para la preservacion

de la homeostasis de los fluidos corporales, termorregulacién y la proteccion del



hospedero contra infecciones, asimismo, posee funciones inmunoldgicas,
neurosensoriales y metabdlicas como el metabolismo de la vitamina D (Atiyeh B.S.,
2001; Church et al.,, 2006; Evers et al., 2010). El dafio ocasionado por las

guemaduras genera una brecha en la continuidad de las barreras generando las
condiciones para la introduccion de microorganismos circundantes, ya sea de la
microbiota de la piel o microorganismos que hayan sido inoculados por el contacto
del lecho de la herida con alguna superficie, ejemplo: suelo (Church et al., 2006;
DeBoer & O'Connor, 2004; Evers et al., 2010; Eyerich, Eyerich, Traidl-Hoffmann, &
Biedermann, 2018).

Las quemaduras que exceden el 30% de la superficie corporal total (SCT) derivan
en una hipovolemia considerable, junto a ello, viene la liberacion de mediadores
inflamatorios, lo que desencadenara un efecto sistémico, es decir, una disfuncion

cardiovascular distintiva definida como choque de quemadura (Kaddoura, Abu-

Sittah, Ibrahim, Karamanoukian, & Papazian, 2017).

1.2 Epidemiologia de las quemaduras.

La estadistica epidemiolégica de Estados Unidos, emitida por la Asociacion
Americana de Quemaduras (ABA por sus siglas en inglés), reporta que, en el 2016,
486,000 personas con quemaduras recibieron tratamiento médico, de las cuales
40,000 necesitaron hospitalizacion. La causa principal de quemaduras fue por fuego
directo (43%), seguido por escaldadura (34%), contacto (9%), eléctrico (4%),
guimica (3%) y otras (7%) (ABA, 2016). Por otro lado, en México, la Direccion
General de Epidemiologia, report6 en 2018, 110,341 casos nuevos de quemaduras
(Tabla 1) en nuestro pais como datos crudos (DGE, 2018b), de los cuales 53,468

casos correspondieron al género femenino (Tabla 2) (DGE, 2018a) y 56,873 al

masculino (Tabla 3) (DGE, 2018c). Los grupos etarios con mayor nimero de casos

fueron los que pertenecen ala poblacion econdmicamente activa de 25-44 afios con
38,691 casos, 20-24 afios con 12,892 casos y en tercer lugar la poblacion infantil de

1-4 afios con 8,846 casos (DGE, 2018d). La entidad federativa con el mayor numero

de reportes de quemaduras al sistema de salud federal fue la Ciudad de México con
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10,478 casos, seguido por el estado de México con 9,841, Jalisco con 8,991 y
Nuevo Leodn con 8,113 (SINAVE, 2018), asimismo, la entidad de salud que atendi6

a la mayor cantidad de pacientes quemados fue el Instituto Mexicano del Seguro
Social con 69,106 y en segundo lugar las instancias que pertenecen a la Secretaria

de Salud con 21,110 pacientes (DGE, 2018b). A pesar de contar con esta

informacion epidemiolégica nacional, no contamos con el nimero de decesos
atribuibles a las quemaduras, superficie corporal quemada, clasificacion etiolégica
de la quemadura, complicaciones, internamientos o gastos, por lo que dicha area
constituye un blanco fértil para la realizacion de estudios que proporcionen dicha

informacion al menos de forma particular en cada centro de atencion.

1.3 Respuestalnmune en las quemaduras.

La inflamacion local, subsecuente a la quemadura, es indispensable para la
reparacion del &rea dafiada, pero también como defensa contra agentes
infecciosos. Sin embargo, una quemadura con una magnitud considerable (a partir
de segundo grado) es capaz de iniciar una respuesta inflamatoria sistémica que

puede desencadenar en sindrome de inflamacion sistémica (Atiyeh B.S., 2001;

Church et al., 2006; Evers et al., 2010). Inicialmente la repuesta inmune de una

guemadura severa es proinflamatoria, sin embargo, conforme pasa el tiempo se
convierte predominantemente en anti inflamatoria, esto como un esfuerzo natural
en seguir manteniendo la homeostasis corporal en un intento de mantener el estado

fisioldégico natural (Church et al., 2006).

Entre los factores que intervienen en el proceso inflamatorio estan: Interleucina-1
(IL-1), el factor de necrosis tumoral (TNF-a), citocinas proinflamatorias producidas
por una amplia variedad de células, entre ellas los leucocitos. Estas citocinas son
responsables de la produccion de fiebre, proteinas de fase aguda (proteina C
reactiva, proteina A seérica del amiloide, fibrinbgeno, haptoglobina, factores del
complemento, entre otras) y un estado general del catabolismo. Asimismo, también
regulan al incremento de la produccion de prostaglandina E2 (PGE-2), IL-6 y factor

activador de plaquetas (PAF por sus siglas en inglés) por células endoteliales y
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macroéfagos (Chaudry & Ayala, 1993; Weissman, 1990). IL-6 aumenta los niveles,

en etapas posteriores ala quemadura a través de su produccion por diferentes tipos
de células, al igual que IL-1 y TNF-q, IL-6 induce fiebre y reactantes de fase aguda,

esta actividad permite la activacion de células T (Church et al., 2006; Xing et al.,

1998). Los picos en los niveles de IL-6 se mantienen durante una semana y los
altos niveles de dicha citocina se asocian con tasas incrementadas de morbi-

mortalidad (Guo et al., 1990; Xing et al., 1998), otra citocina proinflamatoria

relevante es el interferon gama (IFN-y), la cual es producida por las células NK
(natural killer) y células Th-1, ambas inducidas por algun dafio importante. EI IFN-y
tiene un papel importante en la activacion de los macréfagos y en la diferenciacion
de las células T CD4* en células Th-1 pero inhibiendo la diferenciacion a Th-2, por
lo tanto, los tipos celulares que son importantes en la facilitacion de la respuesta
proinflamatoria a dafio son los macrofagos proinflamatorios y las células CD4*

cooperadoras (Gosain & Gamelli, 2005). Posterior a la quemadura, la produccion y

liberacion de monocitos/macréfagos disminuye, bajo estas circunstancias los
macrofagos comienzan a producir concentraciones elevadas de PGE2 y por otro
lado disminuyen las concentraciones de IL-12, las cuales tienen una relacion
cooperativa con las células T diferenciadas (Church et al., 2006; Fear et al., 2017;
Gamelli, He, & Liu, 1994; Goebel et al., 2000; Strudwick & Cowin, 2018), sin

embargo, la secuencia exacta de los eventos es aun desconocida.

1.4 Microbiologia de las quemaduras.

La continuidad de las barreras constituye la primera linea de defensa contra
procesos infecciosos, por lo que, pacientes con quemaduras severas son un blanco
potencial para el infecciones y sepsis. Durante la fase aguda posterior a la
guemadura, existe un incremento en el riesgo de estas y el nimero de muertes

provocadas por sepsis aumenta (Fear et al., 2017; Sharma, 2007; Tran et al., 2012).
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Tifo epidémico ATS0 0 000 1] ] 0 u] 0 (4] 0 u] 0 (4] a a
Tifo muring ATR2 24 010 ] 4 9 (v} m 9 45 n m ] 3} 0
Tos ferina AZT 783 0E2 &l al -1 [ m 4 24 9 [ 3 3 0
Toxoplasmosis BB 147 a1z a 2 1 3 & & (=23 15 16 B B (1]
Tracoma ATl 2 000 o 1 1 o ] o a o ] o a a
Tricomaniasis urogenital® ALR30 £3204 4183 NA A NA 253 3277 7973 21519 5366 33T 935 Le3 5
Tripanossmiasis americana aguda (Enfermedad de . .
BE7.0-B571 123 010 1] o 1 o] 4 T (=] [ x 4 & (1]
Chagas)
Tripanosemiasis americana cronica (Enfermedad de
B57.2-B575 214 OES 1] 4 7 n 24 L] 418 95 124 36 7 (1]
Chagas)
Triquinosis B75 ] 0.0 1 1 4] o] 1 4] 1 1 3 4] o] 0
Tuberculosis otras formas AlT, AT B, AITS, AI8-A19 4115 338 28 a8z 84 96 235 416 1626 97 531 215 504 0
Tuberculosis respiratoria AlS-ANE 17 558 14.01 &6 a8 7E 180 200 1549 5902 1680 Inz 1231 2789 0
Tumor m. no de la mama® (e 12584 1315 MA BLA A L] 50 m 2681 2083 EVE] 1958 2919 a8
Tumor maligno del cusllo del atero® 53 3312 623 MA FLA MA 1 15 (=) 1228 ] (== 326 LEE 3
Ulceras, gastritis y duodenitis K25-K29 1448429 LISETI 1310 5740 26607 76282 N7 E2E 156158 436 509 167 324 205 264 102 12 151294 1383
Varicela 801 130 396 10404 &an 35 904 47 303 15 850 7 An4 7398 12 615 1052 G35 205 794 14
Violencia intrafamiliar YOT.0-072 83 422 BE5E 50 431 147 3376 13323 12388 5788 6336 5839 1577 1827 10}
Vulvovaginitisa N76 659 569 103124 2141 1968 4521 10 473 60 499 114 715 298 305 72209 G0 £78 18302 14981 ETd
TOTAL G4 B4 997 20E4ET1 5709 B84 & 5T 24T 218E 807 2 E73 800 I 4I9ELRE 3754 963 3154187 4 357548 20E3 01 140118 ek

FUENTE: SUINVE/DGE/Sacretaria de Salud/Estados Unidos Mexicanos 2018

* Tasa por 100 000 habitantes

" Tasa por 100 000 habitantes mayores de un ano

M.A. = Mo aplica para este grupo de edad

** Tasa por 100 000 habitantes menores de un ano

# Tasa por 100 000 habitantes mayores de 10 afios
(@ Tasa por 100 000 habitantes femeninas mayores de 10 anos

~ Tasa por 100 000 habitantes femeninas

MNOTA: Las tasas se calculan con Proyecciones de la Poblacidn de México 1990-2030. Censo 2010, CONAPO

Tabla 1. Distribucién de casos nuevos de enfermedad por grupo etario (DGE, 2018d).




Distribucién de casos nuevos de enfemeldad por fuente de notificacién

Estados Unidos Mexicanos 2018
Poblacién Femenina

Codige de |z lista detallada

Fuente de notificacion

Padecimiento - Total

CIE10=. Revision Salud IMS5-Ord ISSSTE IM55-Op DIF PEMEX SEDENA SEMAR Otras
Quemaduras T20-T32 53 468 9927 33056 1645 1292 235 T24 233 75 6261
Rabia humana AB2 0 0 0 0 0 0 0 0 o] 0
Rubeola BO6 o o] ] o] a 0 a ] o ]
Sarampion BOS o 0 o] 0 0 0 0 o 0 o
Shigelosis AO3 1729 202 93 50 78 41 ] 3 o 562
sifilis adquirida ASI-AS3 2223 1696 337 20 34 0 2 9 1 124
Sifilis congénita AS0 121 7 13 0 0 0 0 0 0 mn
Sindrome coqueluchoide uss 758 478 215 6 L 6 1 o 1 40
Sindrome de inmunodeficiencia adquirida B20-B24 937 780 s 20 6 Ia) 1 5] E)
Sindrome de rubéola congénita P35.0 0 0 0 0 0 0 0 o] o] o]
Sindrome Meningeo GO0O-GO3 excepto GOO.0, GOOT 281 164 90 5 0 6 0 ] 0 16
Teniasis B&8 82 40 14 2 8 0 a 1 o 17
Tetanos A3Z4 ATS 2 2 (4] 0 0 0 0 4] o] 4]
Tetanos neonata A33Z o Q ] 0 Q Q Q o0 o o0
Tifo epidemico ATS0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tifo murino AT52 [+ 54 7 1 2 o] a o o 1
Tos ferina AZT 419 295 =1l 2 5 2 1 o o 33
Toxoplasmosis B58 99 g 36 B 1 0 % 3 1 13
Tracoma ATl 4] (0] (4] 0] 0 0 4] o] 4]
Tricomoniasis urogenital AS9.0 41376 16 819 2826 1843 15078 343 5 23 10 4429
Tripanosomiasis americana aguda (Enfermedad de ESTELEST = = 5 z = @ @ 3 3 3

Chagas)

Tripanosomiasis americana cronica (Enfermedad de _ i

B572-B57.5 259 =y 8 5 16 a ] 2 o 1

Chagas)
Triquinosis B75 4 3 0 0 0 0 0 o] o] 1
Tuberculosis otras formas AlT1, ATT 8, ATT79, A1B-AT9 1787 8035 663 144 40 0 7 5 3 120
Tuberculosis respiratoria AlS-AlG 6421 3610 2005 254 286 0 40 33 23 170
Tumor maligno de la mama C50 13 428 3492 4 845 2420 4by 147 213 36 17 1914
Turmor maligno del cuello del dtero C53 3312 1339 1243 315 25 2 23 a] 12 262
Ulceras, gastritis y duodenitis K25-K29 907 M2 312 096 224143 79305 55 807 6950 3337 4209 1968 212 297
aricela BO1 62 655 17225 28 562 4041 1662 556 402 283 176 9748
Wiolencia intrafamiliar YO7.0-¥Y0O72 77924 76 550 21 il 196 127 9 48 5 967
Wulvovaginitis N76 659 562 293193 108 866 36210 96 762 1454 617 3407 1324 14736
TOTAL 26342160 7953 468 8 458 334 1736 668 1462 231 221732 226 967 133 885 51243 6 097 432

FUENTE: SUIVE/DGE/Secretaria de Salud/Estados Unidos Mexicanos 2018

Tabla 2. Distribucién de casos nuevos de enfermedad por fuente de notificacion. Poblacién femenina (DGE, 2018b)




Distribucion de casos nuevos de enfemedad por fuente de notificacion

Estados Unidos Mexicanos 2018
Poblacién Masculina

o Cadigo de la lista detallada Fuente de notificacién
Padecimiento - Total
CIEIOa. Revision Salud IMSS-Ord ISSSTE IMS5-Op DIF PEMEX SEDENA SEMAR Otras
Quermaduras T20-T32 56 873 n1a3 36050 117 1275 215 610 213 &7 5089
Rabia humana AS2 0 0 0 o] 0 o] 0 0 0 0
Rubéola BO6 0 0 0 0 0 4] 0 0 0 0
Sarampion BOS 0 0 0 ] 0 0 ] 0 0 0
Shigelosis AO3 1442 T48 67 42 46 26 0 4 1 508
Sifilis adquirida AS1-A53 3586 2513 705 64 21 o 5 10 0 268
Sifilis congénita AS0 121 102 15 0 1 0 0 2 0 T
Sindrome coqueluchoide uas 826 574 228 5 10 2 1 0 o] 59
Sindrome de inmuncdeficiencia adquirida BE20-B24 524] 4177 839 135 27 o ) 1 1 52
Sindrome de rubgola congénita P35.0 0 0 0 o] 0 o] 0 0 (o] 0
Sindrome Meningeo G00-GO03 excepto G0O0.0, GO0 369 210 120 4 0 8 ] 2 0 25
Teniasis B62 78 29 12 1 7 0] 0 1 o} 28
Tetanos A34 A35 21 20 1 0 0 0 0 0 0 0
Tétanos necnatal A3 0 ] 8] 0 W) 0 o 0 o 0
Tifo epidémico A75.0 0 0 0 ] 0 o 0 0 0 0
Tifo murino AT752 59 39 T (5] ] o] 0 ] o} 3
Tos ferina AZT 364 254 82 5 3 1 1 ] o} 1[4
Toxoplasmaosis B58 48 28 n = 0 0] 0 4 0 2
Tracoma ATl 2 2 4] o o o 0 (4] o 0
Tricomeniasis urogenital A592.0 1828 751 146 €5 152 [ 1 1 0 706
Tripanosomiasis americana aguda (Enfermedad de ST 1 s o . z 3 3 3 7 2
Chagas)
Tripanosomiasis americana cronica (Enfermedad de _ A
B572-B575 555 405 07 2 21 o 0 1 2 7
Chagas)
Triguinosis B75 4 3 0 o] ] o] 0 0 0
Tuberculosis otras formas A7, AT7.8, A17.9, A18-A19 2328 1184 Bl4 na 47 0] 5] a 4 148
Tuberculosis respiratoria A15-A16 n137 6959 2974 332 420 o] 47 38 22 338
Tumor maligne de la mama C50 156 37 9 52 0 o] 3 8 0 47
Ulceras, gastritis y duedenitis K25-K29 541317 164 309 127 475 50 655 28346 4315 2146 2080 1199 159792
Varicela BO1 67741 17 025 34172 3928 1472 512 520 325 210 9377
Violencia intrafamiliar Y07.0-Y072 5428 4976 7 20 35 84 0 9 1 296
TOTAL 18 272 837 5019 683 5709998 1142 842 823743 177 305 168 798 106 131 41732 5082605

FUENTE: SUIVE/DGE/Secretaria de Salud/Estados Unidos Mexicanos 2018

Tabla 3. Distribucion de casos nuevos de enfermedad por fuente de notificacion. Poblacién masculina (DGE. 2018c).




Una vez que se ha producido la quemadura, el area lesionada permanece estéril y
es un nicho idéneo para la colonizacion y proliferacion de microorganismos por ser
rico en proteinas y ser avascular (carecer de perfusibn sanguinea como
consecuencia de la quemadura) (Barret & Herndon, 2003; Church et al., 2006; Erol,
Altoparlak, Akcay, Celebi, & Parlak, 2004; Fear et al., 2017; Manson, Klasen, Sauer,

& Olieman, 1992; Manson, Pernot, Fidler, Sauer, & Klasen, 1992). Los primeros

microorganismos en colonizar son los propios de la microbiota, principalmente los
Gram positivos, siendo el género Staphylococcus el que se encuentra mayormente
distribuido por toda la piel de los humanos. Otro coco Gram positivo que coloniza
casi de inmediato son los pertenecientes al género Enterococcus. Estas primeras
colonizaciones por estos géneros de Gram positivos ocurre dentro de las primeras
48 h posteriores a la quemadura (Tabla 4) (Church et al., 2006; Erol et al., 2004).

Posterior a ello, los siguientes microorganismos en comenzar a colonizar son los
Gram negativos, los cuales comienzan a aparecer después de cinco a siete dias.
Los principales agentes son aquellos que han causado severos problemas de salud
publica, es decir, los reyes nosocomiales como lo son Pseudomonas aeruginosa (P.
aeruginosa) y Acinetobacter baumannii, la distribucion del resto de microorganismos
Gram negativos dependerd en gran medida de la microbiota propia de cada
institucion de salud, pero los Enterobacterales ocupan el tercer puesto, pues por
distribucion y frecuencia son ellas las que también colonizan y ulteriormente
ocasionan problemas infecciosos. La literatura es variada en cuanto ala distribuciéon
de Enterobacterales pero podemos mencionar principalmente Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Klebsiella aerogenes y Enterobacter spp., principalmente
(Church et al., 2006; Erol et al., 2004; Hidalgo, Mas, Rubio, & Garcia-Hierro, 2016).

Cabe mencionar que las primeras colonizaciones se deben, principalmente, a
traslocaciones, es decir, a bacterias propias del hospedero, principalmente aquellas

del tracto respiratorio, o intestinal (Hidalgo et al., 2016). De igual forma, la microbiota

puede ir cambiando de la propia del paciente a la propia del hospital (Erol et al.,
2004). Este punto resulta interesante porque comienzan a aparecer
microorganismos con mecanismos de resistencia que resultan preocupantes.

Algunos estudios han documentado la aparicion de microorganismos
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multidrogorresistentes como colonizantes y conforme pasa el tiempo pueden
asociarse a procesos infecciosos (Pirii et al., 2018; R. Sheridan et al., 2018). Entre

las bacterias multidrogorresistentes se pueden mencionar a P. aeruginosa, A.
baumannii, E. coli, K. pneumoniae, E. cloacae y Stenotrophomonas maltophilia (R.

Sheridan et al., 2018). Pirii y colaboradores encontraron aislados productores de

carbapenemasas en pacientes quemados. La mayor cantidad de carbapenemasas
fueron encontradas en Enterobacterales como E. cloacae, K. pneumoniae,
Providencia stuartii y en Gram negativos no fermentadores como A. baumannii. Las
carbapenemasas de la familia OXA fueron las mas frecuentemente encontradas
(OXA-48), mientras que en Providencia stuartii encontraron metalo-R-lactamasas
pertenecientes a la familia NDM. Estos microorganismos estaban distribuidos por
todo el cuerpo de los pacientes, desde la garganta, tracto genitourinario, perineo,

nariz, espalda, ingle, oidos y ojos (Pirii et al., 2018).

Conforme pasa el tiempo de hospitalizacion, ademas de los bacilos Gram negativos,
otros microorganismos comienzan a aparecer como colonizantes y después como
potenciales patogenos. El siguiente grupo es el de los hongos, este grupo puede
estar integrado por miembros del género Candida, siendo Candida albicans,
Candida parapsilosis y Candida glabrata las tres especies mas frecuentes (Tabla 4)
(Capoor, Sarabahi, Tiwari, & Narayanan, 2010; L. E. Lopez-Jacome et al., 2019;
Renau Escrig et al., 2016; Struck & Gille, 2013).

<48 h >48h
~ Grampositvos ~ Gramnegatvos =~ Hongos Virus
Staphylococcus aureus P. aeruginosa Candida spp. Herpes simplex
e Meticilino resistente Acinetobacter spp. Aspergillus spp Citomegalovirus
e Meticilino susceptible. | E.coli Fusarium spp Varicela zoster
Staphylococcus coagulasa K. pneumoniae Alternaria spp.
negativo Serratia marcescens Rhizopus spp
Enterococcus spp. Enterobacter spp. Mucor spp

Vancomicinaresistente =~ Proteus spp.
Bacteroides spp

Tabla 4. Distribucion de colonizacion por microorganismos posteriorala quemadura (Agnihotri, Gupta, & Joshi, 2004;

Becker et al., 1991; Church et al., 2006; Hidalgo etal., 2016; L. E. Lopez-Jacomeetal., 2019; R. L. Sheridan etal., 2000;

Sobouti, Momeni, Masalegoovyan, Ansari, & Rahbar, 2018).

11



Por otro lado, el grupo de hongos filamentosos también puede aparecer, los
principales agentes son: Aspergillus spp., Fusarium spp. y Mucor spp. (Capoor et
al., 2010; Church et al., 2006; L. E. Lopez-Jacome et al., 2019). Los virus son el

altimo grupo en aparecer conforme pasa el tiempo de hospitalizacion.
Citomegalovirus y herpes simplex son los principales agentes etiolégicos de este
rubro (Osawa & Singh, 2009; R. L. Sheridan et al., 2000; Sobouti et al., 2018).

1.5 Infecciones en pacientes quemados

Como ya se mencion0 anteriormente, la quemadura per se en los pacientes altera
el estado inmunologico y al perderse la continuidad de las barreras, como la piel,
las cuales constituyen la primera linea de defensa contra agentes patdgenos o
patdbgenos oportunistas, se proporcionan todas las condiciones idoneas para la
colonizacién y posteriormente la constitucion de un proceso infeccioso. La
distribucion de los agentes etiolégicos en gran parte esta conferida por el tiempo de
hospitalizacién, la traslocacién de microorganismos del hospedero y sobre todo la
microbiota propia de cada hospital. Sin embargo, existen ciertos microorganismos
gue sobresalen en cuanto a la parte del hospital, y es que diferentes articulos y
reportes epidemiolégicos apuntan a dos microorganismos principales: P.
aeruginosa Yy Acinetobacter del complejo calcoaceticus-baumannii, este Ultimo, si
bien es complicada su identificacién a nivel de especie, debido a que comparten
caracteristicas bioquimicas muy similares dentro de los miembros del complejo
(Acinetobacter baumannii sensu stricto, Acinetobacter piti, Acinetobacter
nosocomialis, Acinetobacter calcoaceticus, Acinetobacter seifferti y Acinetobacter

lactucae) es Acinetobacter baumannii sensu stricto la especie mas frecuentemente

relacionada a procesos infecciosos en general (Toh et al., 2015; Ugolotti, Marco,
Bandettini, Tripodi, & Biassoni, 2016; Villalon et al., 2019).

En un estudio epidemiolégico realizado en nuestra institucion, tomando como
referencia a pacientes que sufrieron quemaduras eléctricas, encontramos que los
Gram negativos eran el grupo con mayor asociacion a procesos infecciosos. El
59.1% de las infecciones en este grupo de pacientes estuvieron asociadas a Gram
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negativos, 35.1 % a Gram positivos, 4.9% a hongos (filamentosos y levaduriformes)
y por ultimo el 0.8% a bacterias anaerobias estrictas. Del 59.1% de los bacilos Gram
negativos, P. aeruginosa ocupaba una tasa de infecciones mas alta, con 25.7%,
seguida de A. baumannii sensu stricto con 23.5% y eran seguidos por E. coli, K.
pneumoniae, Enterobacter del complejo cloacae, Citrobacter freundii, entre otros (L.

E. Lopez-Jacome et al., 2019). Asimismo, la Unidad de Vigilancia Epidemiolégica

del Instituto Nacional de Rehabilitacion Luis Guillermo lbarra lbarra reporté para el
periodo 2011-2016 que ambas bacterias eran las principales asociadas a
infecciones en pacientes atendidos en el Centro Nacional de Investigacién y
Atencion de Quemados (CENIAQ) (dato no publicado, grafico 1).

Principales agentes etioldgicos (CENIAQ)
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Grafico 1. Principales agentes etiol6gicos en pacientes atendidos en el CENIAQ del 2011-2016.
Informacién remitida por la Unidad de Vigilancia Epidemiolégica Hospitalaria del INRLGII.
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1.6 Pseudomonas aeruginosa.
P. aeruginosa pertenece al filo Proteobacteria, clase y-proteobacteria, orden

Pseudomonadales y a la familia Pseudomonadaceae (Taxonomy, 2020). De

acuerdo a la pagina de taxonomia del NCBI (Centro Nacional para la Informacion
Biotecnoldgica, perteneciente a los institutos nacionales de salud de EE.UU) P.
aeruginosa se encuentra dentro del grupo aeruginosa, dicho grupo esta integrado
por las siguientes especies: P. aeruginosa, P. alcaligenes, P. anguilliseptica, P.
caeni, P. citronellolis, P. flavecens, P. jijuensis, P. mendocina, P.
nitroreducens/grupo multiresinivorans, P. oleovorans/ grupo pseudoalcaligenes, P.

cf. pseudoalcaligenes, P. resinovorans y P. straminea (Taxonomy, 2020).

El género Pseudomonas fue descrito a finales del siglo XIX, en 1894 por Migula
(Garrity, Bell, & Lilburn, 2015). Y la especia aeruginosa fue descrita en 1872 por

Schroeter, nombrada inicialmente como Bacterium aeruginosum, en 1900, Migula

lo reasigna como P. aeruginosa (Palleroni, 2015; Peix, Ramirez-Bahena, &

Velazquez, 2018). Etimolégicamente Pseudomonas significa falsa unidad vy

aeruginosa hace referencia al cardenillo por el color azul verdoso derivado de
compuestos cupricos. Son bacilos Gram negativos, lactosa negativo, indol negativo
y oxidasa positivo. A la morfologia microscépica se observan bacilos delgados,
rectos o ligeramente curvos de 0.5-1 ym de diametro por 1.5-5 ym de largo. Son
bacilos moviles debido a uno o varios flagelos polares. En cuanto a la morfologia
macroscoépica son colonias de bordes irregulares ligeramente convexas de 1-3 mm
de didmetro. Se pueden observar mucosas o de aspecto mantequilloso. Se puede
llegar a observar iridiscencia, un caracteristico brillo metalico asociado a la autolisis

(Palleroni, 2015). Es una especie definida como aerobia estricta debido a que el

oxigeno participa como aceptor de electrones, sin embargo, en algunos casos el

nitrato puede ser utilizado como un aceptor alternativo de electrones por lo que con

esa caracteristica puede crecer en ambientes anaerobios (Blondel-Hill Edith, 2007;

Palleroni, 2015). Asimismo, puede ser recuperada facilmente en una amplia

variedad de medios de cultivo debido a su flexibilidad metabdlica. Crece bien a
37°C, sin embargo, puede sobrevivir y proliferar en un amplio rango de

temperaturas, desde 4°C hasta 42°C, esta Ultima temperatura puede ser usada
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como marcador de identificacion, debido a que P. aeruginosa es la Unica que posee
la capacidad de crecer a esa temperatura (Blondel-Hill Edith, 2007; LaBauve &

Wargo, 2012).

P. aeruginosa es una bacteria ubicua con una diversidad metabdlica diversa, dicha
cualidad le confiere la capacidad de poder estar presente en una amplia gama de
ambientes, adecuando los diversos nichos biolégicos para su propio beneficio. Esta
flexibilidad permite que P. aeruginosa sea un exitoso patégeno oportunista, tiene la

habilidad de infectar plantas (Schroth, Cho, Green, Kominos, & Microbiology

Society, 2018), insectos (Jander, Rahme, & Ausubel, 2000), neméatodos (Mahajan-

Miklos, Tan, Rahme, & Ausubel, 1999), peces (Thomas et al., 2014) y mamiferos,
hombre incluido (Haenni et al., 2017; Micek et al., 2005).

En humanos, P. aeruginosa, es uno de los mayores patdgenos oportunistas, la cual
estd asociada a un gran numero de infecciones, tanto comunitarias como
hospitalarias. Es en este dltimo rubro donde tiene una gran importancia a nivel
mundial. Se han documentado infecciones relacionadas a los cuidados en la salud
en unidades de -cuidado intensivo, neumonias asociadas a ventiladores,
bacteriemias asociadas a lineas centrales, infeccion de sitios quirdrgicos,
guemaduras, infecciones de tracto urinario, otitis media y queratitis. Quiza la

poblacion en la cual se han desarrollado un mayor nimero de estudios es en

pacientes con fibrosis quistica (Cohen et al., 2017; Chatterjee et al., 2016; Fournier
et al., 2016; Olivares et al., 2016).

1.7 Factores de virulencia de Pseudomonas aeruginosa.
El genoma completo de esta bacteria oportunista fue secuenciado y publicado en el

2000 (Stover et al., 2000). La cepa tipo, PAO1 secuenciada posee un genoma de

6.3 Mpb (mega pares de bases). La complejidad genética de P. aeruginosa se
acerca bastante a la de uno de los eucariotas simples como Saccharomyces
cerevisiae, cuyo genoma codifica para 6,200 proteinas aproximadamente (Ball et
al., 2000; Stover et al., 2000). Por otro lado, su genoma es de mayor tamafio en
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comparacion con algunas bacterias como por ejemplo Bacillus subtilis con 4.2 Mpb,
Escherichia coli con 4.6 Mpb y Mycobacterium tuberculosis con 4.4 Mpb, en la tabla
5 se enlista el desgloce de categdrico de clusteres genéticos (Blattner et al., 1997;
Cole et al., 1998; Kunst et al., 1997; Stover et al., 2000). Tiene una cantidad de
5,688 genes anotados, 63 tRNA, 12 rRNA y 43 ncRNA.

| Caracteristica | Total Caracteristica Total

Prediccion de funcién general 709 Transporte de aminoécidos y 558

metabolismo

Funcion desconocida 548 Transcripcion 526

Mecanismo de sefiales de 455 Produccién de energia y conversion 366

transduccion

Transporte deiones inorgénicos y 352 Biogénesis de pared celular/membrana 282
metabolismo y envoltura
Transporte de lipidos y metabolismo 270 Transporte de carbohidratos y 261

metabolismo

Transporte de coenzimas y 218 Traduccion, biogénesis y estructura 207
metabolismo ribosomal
Biosintesis de metabolitos 206 Modificacion postraduccional, 201
secundarios, transportey regeneracion de proteinas, chaperonas
catabolismo
Tréfico intracelular, secrecion y 182 Replicacién, recombinacién y 160
transporte vesicular. reparacion
Movilidad celular 160 Transporte de nucleétidos y 107

metabolismo

Mecanismos de defensa 74 Control del ciclo celular, divisiéon 39

celular y particién cromosdmica

Estructura de la cromatina y dindmica 3 Procesamiento del RNA y modificacion 2

Tabla 5. Desglose por categoria de grupos de clusteres ortélogos (Winsor et al., 2016).
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Imagen 1. Representacion circulardelgenomade P. aeruginosa PAO1. El circulo mas externo indica
la localizacién cromosomica en pares de bases (cada linea son 100 Kb. La distribucién de los genes
se representa mediante los cuadros de colores de acuerdo a la categoria funcional y la direccion de
la transcripcion (la banda externa corresponde la hebra positiva, la banda interna corresponde a la
hebra menos). Las flechas rojas representan la localizacion y direccion de la transcripcion de los
genes del rRNA, las flechas azules muestran lalocalizaciéon de dos regiones que contienen probables
bacteriéfagos. El circulo negro en el centro es el porcentaje G+C representado como el promedio no
sobrelapado que cubre unaregiéon de 1 Kb de una hebra entera del genoma de P. aeruginosa. Las
barras amarillas representan regiones = 3 Kb con contenido G+C de dos desviaciones estandar (<
58.8%) debajo de la media (66.6%).
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P. aeruginosa,

como ya se menciond previamente, posee una flexibilidad

metabolica que le confiere una capacidad de supervivencia elevada, aunada a ello,

posee un amplio arsenal de factores de virulencia, que le confieren, ain mas, la

capacidad de subsistir en determinados nichos y perdurar.

En la Tabla 6 se muestran algunos de los factores de virulencia de P. aeruginosa y

los efectos ocasionados en el hospedero.

Factor de virulencia
Lipopolisacarido

Flagelo

Alginato

Exotoxina A

Exotoxina S

Exoenzima U
Ramnolipidos.

Elastasas (LasA, LasB)

Proteasa alcalina

Piocianina y pioverdina

Lecitinas solubles

Fosfolipasa C

Acido cianhidrico

Mecanismo de virulencia
Estimulacién delaproduccién de citocinas

Adhesién alas mucosas
Movilidad:roldeinternalizaciéon

Provocafenotipo mucoso
Adhesion alas células traqueales.
Inhibicion delafagocitosis.
Inhibicion del efecto delos antibiéticos y la
respuesta inmunitaria.

Inhibicion delasintesis de proteinas delas
células.

Efecto citotdxico
Proliferacion y apoptosis de Linfocitos T.

Rol anti fagocitario

Efecto detergente

Degradacion deelastina, fibrina, interferén,
complemento y colageno.

Protedlisis

Accion bactericida
Promueve la liberacion de elastasa
Inhibicion de movimientos ciliares.

Captura de hierro.

Inducciénderadicales libres
Inhibicion delos movimientos ciliares de
las células pulmonares

Efecto citolitico local

Arresto de la respiraciéncelular.
Disminuciénde lafunciéon pulmonar.

Efecto patdégeno en el hospedero
Choque

Difusién bacteriana

Patogenicidad respiratoria.
Resistenciaa las defensas del
hospedero (fagocitosis) y delos
antibidticos.
Responsable del aspecto mucoide
de las cepas.

Muerte celular, necrosis tisular.
Rolimportante en la virulencia
Resistenciaa las defensas del
hospedero.

Dafia el glucopéptido, vimentina.
DegradalgG e IgA
Lesion de células epiteliales.
Responsable de bacteriemia 'y
choque séptico.
Hidrdlisis tensoactiva
Destruccidn del tejido que contiene
elastinay colageno.
Rolimportante en la virulencia
Papel en las infecciones corneales y
de tejidos blandos.

Disminuye el clareamiento bacilar.
Papel en laaparicion de vasculitis
arterial pulmonar.

Patogenicidad respiratoria
Rol en las infecciones cronicas.
Lisis de células ciliares (atelectasia
pulmonar).
Rolen lasinfecciones agudasy
cronicas.

Permite la colonizacién.

Tabla 6. Listado de algunos de los factores de virulencia de P. aeruginosa y sus efectos (Ben Haj
Khalifa, Moissenet, Vu Thien, & Khedher, 2011; Bruno, Woods, Storey, & Mody, 1999; Epelman,

Bruno, Neely, Woods, & Mody, 2000; Jia, Wang, Zhou, & Jin, 2006; J. Lee & Zhang, 2015).
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1.7.1 Lipopolisacéarido

El lipopolisacarido (LPS) se encuentra localizado en la membrana externa de las
bacterias Gram negativas, juega un papel protector contra la lisis provocada por la
actividad del suero y por otra parte tiene el rol de endotoxina. Esta implicado en la
estimulacion de la respuesta inflamatoria y de las interacciones con el tejido del
hospedero, este componente se divide en tres partes (imagen 2) (Ben Haj Khalifa
et al., 2011; Rocchetta, Burrows, & Lam, 1999).

1. Lipido A, también llamado endotoxina, es el responsable de la estimulacion

excesiva del sistema inmune, el cual puede ocasionar choque séptico y
conducir a la muerte (W. A. Lynn & Golenbock, 1992) .

2. El ndcleo del oligosacarido
3. Antigeno O, el cual es una region variable del polisacarido.

La presencia o ausencia del antigeno O en el nucleo del oligosacarido esta
relacionada a diferentes fenotipos. Se observan colonias lisas en presencia del
antigeno, mientras que en su ausencia se observan rugosas, asimismo, se ha
observado que éstas ultimas son mas susceptibles a la lisis por la accion del suero
(Ben Haj Khalifa et al., 2011; Cryz, Pitt, Furer, & Germanier, 1984; Lam, Taylor,
Islam, Hao, & Kocincova, 2011; Pier, 2007).
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Imagen 2. Representacion de la envoltura celular de Gram negativos. LPS: lipopolisacérido, ME:

membrana externa, PG: peptidoglucano, MI: membrada interna. Imagen tomadade (Huszczynski,
Lam, & Khursigara, 2019).
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1.7.2 Flagelo

P. aeruginosa es un organismo movil mediante un flagelo polar. La flagelina es la
proteina primaria del componente del filamento flagelar, ademas, es posible
clasificarla en 2 serotipos, en el a y el b. Entre las funciones asociadas al flagelo
estan la movilidad y la adherencia a las células del hospedero (Campodonico et al.,
2010).

Se pueden observar tres fenOmenos de movimiento “swarming, swimming y
twitching”, por un lado, tanto el “swarming” como el “swimming” son mediados por
la actividad del flagelo, como se mencion6 previamente, esta bacteria posee uno o
varios flagelos polares. Por otro lado, el “twitching” es un movimiento dependiente
de la extension y retraccion del pili tipo IV. El flagelo es una estructura mévil rotatoria
gue asemeja a una hélice, los movimientos rotatorios son los que le permiten a P.
aeruginosa moverse, por un lado de formade nado, la cual es dependiente de una
ligera capa de agua en la superficie o en forma de enjambre (swarming) la diferencia
radica en que en éste Ultimo, la movilidad es un movimiento social coordinado

(Newman, Floyd, & Fothergil, 2017). Asimismo, mediante el “swimming” P.

aeruginosa es capaz de evadir la accion litica de los compuestos extracelulares de
los neutréfilos y de la accién de la fagocitosis por los macréfagos, le sirve de escape

ante las acciones de defensa de las células del hospedero (Newman et al., 2017).

Se ha demostrado en diversos estudios en modelos animales, que el flagelo,
ademas de ser un factor de virulencias, es un blanco potencial para el desarrollo de
vacunas, con ello, coadyuvar con el sistema inmune y clarear los procesos

infecciosos asociados a P. aeruginosa (Campodonico et al., 2010). Esta disminucion

de la virulencia se ha observado en modelos de ratones quemados, infectados con
mutantes flagelares de P. aeruginosa, en este modelo, se ha visto, también, que el
flagelo es necesario para la diseminacion y se asocié a las muertes asociadas a

choque séptico (imagen 3) (Arora, Neely, Blair, Lory, & Ramphal, 2005; Montie,

Doyle-Huntzinger, Craven, & Holder, 1982).
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Imagen 3. Microfotografia electrénicade P. aeruginosa. En laimagen A se observan células con el
flagelo polar, en la imagen B, mutante fliC, se observa la célula desprovista del flagelo. Imagen
tomada de (Montie et al., 1982)

1.7.3 Elastasa

La actividad de la elastasa resulta de una accion sinérgica entre LasA (proteasa
estafilolitica) y LasB. LasA corta la elastina haciéndola mas accesible a la accion
proteolitica de otras proteasas como LasB. La elastasa LasB, es una

metaloproteasa de zinc codificada por lasB, la cual se encuentra en locus PA3724

y tiene una longitud de 1497 pb (imagen 4) (Winsor et al., 2016) y posee un peso

molecular de 33 KDa (D. R. Galloway, 1991). El mecanismo de secrecion de la

elastasa involucra escision de la secuencia sefial cuando la forma preproelastasa,
pasa del citoplasma al periplasma. La elastasa madura se forma al pasar a través
de la membrana externa al exterior de la célula, en este paso el propéptido se pierde.
La forma prepro consta de una secuencia de 498 aminoacidos, mientras que la
forma madura esté constituida por 301 aminoacidos (D. R. Galloway, 1991; Kamath,
Kapatral, & Chakrabarty, 1998).

Es uno de los factores de virulencia mas importante de P. aeruginosa con una

actividad biolégica bastante amplia (Cicmanec & Holder, 1979; van der Plas et al.,

2016). Como ya se menciond, tiene la capacidad de hidrolizar la elastina, pero
también es capaz de inactivar elementos importantes de inmunidad del hospedero

como el complemento, IgA e IgG y citocinas como el interferén gama (INF-y) y factor
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de necrosis tumoral (TNF) IL-2, IL-8, péptidos antibacterianos, opsonina C3, C4, C5,
C8, C9, lisozima, SP-A, SP-B (proteina surfactante, por sus siglas en ingles
“surfactant protein”), fibronectina, laminina, vitronectina componentes de la matriz
del epitelio pulmonar como la elastina, colageno (tipo Il y IV) y fibrina (Ben Haj

Khalifa et al., 2011; Kuang et al., 2011; J. Li et al., 2019). En comparacién con otras

metaloproteasas, la elastasa muestra una amplia actividad frente a diferentes
sustratos (A. C. M. Galdino et al., 2019; Saulnier, Curtil, Duclos, & Wallach, 1989).

Aligual que en el flagelo, se han utilizado modelos de quemadura en ratones en los
cuales se ha encontrado que existe una correlacion positiva entre la virulencia y la
presencia de elastasa en las P. aeruginosa que se probaron, en comparacion con

aquellas que carecian de dicha proteina (Pavlovskis & Wretlind, 1979).

En estudios realizados por Kazuyuki y colaboradores determinaron, también, el
papel inhibidor de elastasa sobre el inhibidor de proteasa-al en plasma humano. El
rol de este inhibidor de proteinasa es controlar la destruccién tisular mediada por

proteasas de serina endogena (Morihara, Tsuzuki, & Oda, 1979).

Pseudomonas aeruginosa PAO1, PA3724 (lasB)
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Periplasmic
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Imagen 4. Localizacién del gen lasB en P. aeruginosa PAO1 (Winsor et al., 2016). Cytoplasmic:

citoplasmatico, Cytoplasmic membrane: membrana citoplasmatica, Periplasmic: periplasmico, Outer
membrane: membrana externa, Extracellular: extracelular, Unknown: desconocido.
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van der Plas y colaboradores demostraron que la elastasa es capaz de romper el
extremo carboxilo terminal de la trombina humana, al hacerlo, esta porcién se une
a elementos inmunégenos como el LPS, de esta manera, P. aeruginosa con accion
de la elastasa encuentra otra forma de evadir el sistema inmune del hospedero (van
der Plas et al., 2016).

Cabe mencionar que existen otros estudios que demuestran la accion cooperativa
de la elastasa, por ejemplo con la proteasa alcalina para poder evitar el
reconocimiento del sistema inmune del hospedero de uno de los elementos mas
inmunogénicos que tiene la estructura celular de P. aeruginosa como lo es la

flagelina (Casilag et al., 2016).

Ante este importante rol fisiologico, se ha considerado a la elastasa como un blanco
con posibilidades terapéuticas ante el aumento de infecciones asociadas a P.
aeruginosa (A. C. M. Galdino et al., 2019).

1.7.4 Alginato

El alginato es un polisacarido importante en P. aeruginosa, es rico en grupos
funcionales con carga negativa y por lo tanto afecta las caracteristicas de superficie
de la bacteria como la propia carga, hidrofobicidad, interacciones electrostaticas

célula-superficie, etc (Orgad, Oren, Walker, & Herzberg, 2011). Estas moléculas

estan constituidas por proporciones variables de 1-4 ligado &cido 3-D-manurénico
(M) y a su epimero C-5 acido a-L-gulurénico (G) (imagen 5). El alginato esta
naturalmente acetilado y pierde residuos consecutivos de G (bloques GG) (Moradali
Donati, Sims, Ghods, & Rehm, 2015; Sonderholm et al., 2017). En la sintesis de

este polisacarido se veninvolucradas trece proteinas y excepto por la codificada por

el gen algC, el cual se ha visto que participa en la sintesis de ramnolipidos (Olvera

Goldberg, Sanchez, & Soberon-Chavez, 1999), esas proteinas se encuentran

agrupadas en el operdn de biosintesis del alginato: algD, alg8, alg44, algK, algE,

algG, algX, algL, algl, algJ, algF y algA. (lain D. Hay, Ur Rehman, Ghafoor, & Rehm,

2010; Moradali et al., 2015). El alginato tiene la particularidad de proteger a P.
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aeruginosa, tanto de los efectos de los macréfagos, como de citocinas del
hospedero. Juega un papel importante en el estado de inflamacion cronica, asi
como en crear una barrera fisica que separa al macroambiente de un microambiente
de conglomerado celular llamado biopelicula. Esta biopelicula permite: 1) una
limitada penetracion de los leucocitos y sus productos antimicrobianos al interior de
la biopelicula, 2) inactivacion o supresion de procesos leucocito-especificos por la
matriz de la biopelicula o componentes bacterianos, 3) disminucién de la capacidad
fagocitica de los leucocitos para erradicar la biopelicula bacteriana, 4) presencia de
reguladores de respuesta globales y sistema de percepcion de quorum que
incrementan la resistencia a los leucocitos en la biopelicula y 5) cambios genéticos
gue permiten incrementar la resistencia a los componentes del sistema inmune
humano (Leid et al., 2005).
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Imagen 5. Estructura quimica del alginato. M: residuos de manuronato, G residuos de guluronato.

La biosintesis puede resumirse en 4 pasos: sintesis de precursores, polimerizacion,

modificaciones/transito periplasmico y exportacion (imagen 6y 7).

AlgC
| Phosphomannomutase
Entner-Doudoroff  |Mannase-6-phosphate Mannose-1-phosphate
pathway AlgA
| Phosphomannose isomerase GDP-mannose-
pyrophosphorylase
Pyruvate
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GDP-mannose-

Fructose-6-phosphate

i
Polymerization:-
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|

:
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|

dehydrogenase

GDP-mannuronic acid

Imagen 6. Representacion de la

biosintesis de alginato.
Alg8 - Glycosyltransferase
Alg44 - c-di-GMP response
Algl - IM O-getyltransferase
Alg) - IM O-acetyltransferase
AlgF - Periplasmic O-acetyltransferase
AlgX - Periplasmic O-acetyltransferase

AlgG - C5-mannuronan-epimerase

AlgK - OM lipoprotein
AlgE - OM alginate export pore
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Otro de los exoproductos con los que cuenta P. aeruginosa es la proteasa alcalina.

Esta proteina es una metaloproteasa de zinc con un peso de 50 KDa. La proteasa

alcalina es un miembro de la subfamilia B de la familia M10 peptidasa y la

superfamilia metzicina (Anna Clara M. Galdino, Branquinha, Santos, & Viganor,

2017). AprA, proteasa alcalina, es codificada por aprA, posee una sefal de

secrecion en la region del carboxilo terminal localizada dentro los ultimos residuos

de aminoacidos necesarios para ser traslocada y secretada por las proteinas de

membrana AprD, AprE y AprF a través de la maquinaria del sistema de secrecion

tipo | (Anna Clara M. Galdino et al.,

2017). El gen aprA se encuentra en el locus

PA1249, en la cepa tipo PAOL, su localizacion genética se encuentra entre los
nucleétidos 1355631-1357070 (hebra +) (imagen 8) (Winsor et al., 2016). La sintesis
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de esta proteina comienza en la fase estacionaria tempranay la proteina es liberada
al macroambiente sin ninguna acumulacion intracelular importante (Lazdunski,
Guzzo, Filloux, Bally, & Murgier, 1990) .

La proteasa alcalina tiene la capacidad de degradar una amplia gama de proteinas
del hospedero, incluyendo fibronectina y laminina, componentes importantes de la

lamina basal y del endotelio (Anna Clara M. Galdino et al., 2017), por lo que posee

un papel importante en el proceso invasivo y necrosis tisular hemorragica (Y. Hong

& Ghebrehiwet, 1992). Posee una mayor actividad en la degradacién de elementos

del complemento como C1qg, C2 y C3 en comparacion con la elastasa (Y. Hong &

Ghebrehiwet, 1992; Laarman et al., 2012), por lo tanto, P. aeruginosa tiene la

capacidad de interferir con la activacion clasica del complemento y la inhibicion por

la ruta de lectina, esto logrado por la inactivacion de C2 (Laarman et al., 2012).

Ademas de estos elementos del complemento también es capaz de degradar
citocinas y quimiocinas como IFN-y, TNF-a e IL-6, lo que sugiere gque esta enzima
tiene una gran actividad en la inmunomodulacién de la infeccién (Horvat & Parmely,
1988; Laarman et al., 2012).
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Imagen 8. Localizacion del gen aprA en P. aeruginosa PAO1 (Winsor et al., 2016).

Esta proteasa se ha encontrado frecuentemente en aislados clinicos de P.
aeruginosa recuperada de diversos sitios anatomicos, sin embargo, se ha
observado que se encuentra una hiperproduccién en aislados recuperados de ojos,
tracto gastrointestinal, heridas mucosas exacerbada en pacientes con fibrosis
quistica (Bainbridge & Fick, 1989; Ballok & O'Toole, 2013; Anna Clara M. Galdino et
al., 2017).
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Se ha encontrado, también, que tanto la proteasa alcalina como la elastasa B
poseen la capacidad de inhibir la quimiotaxis neutrofilica y por lo tanto bloquear la
fagocitosis de una forma eficiente, esta habilidad le confiere al microorganismo la
capacidad de escapar de la fagocitosis, la cual constituye una de las primeras lineas
de defensa del hospedero. Por otro lado, esta proteina también puede inhibir la
interaccion de la flagelina con TLR5 mediante la degradacion de monoémeros libres,
permitiendo que las células de P. aeruginosa evadan la respuesta inmune. Otro de
los papeles fisiologicos de la proteasa alcalina, se observa en los estadios de
disminucién de hierro, cuando los niveles son bajos, la proteasa alcalina puede
romper la transferrina, lo que libera hierro y de esta forma se garantiza la captacion
de dicho metal (Ballok & O'Toole, 2013; Kharazmi, Hoiby, Doring, & Valerius, 1984;

Thibodeau & Butterworth, 2013). En experimentos en modelo murino de queratitis

bacteriana, se observé que P. aeruginosa incrementa su capacidad de unién a la
superficie epitelial (Fleiszig, Zaidi, Fletcher, Preston, & Pier, 1994; Anna Clara M.
Galdino et al., 2017).

1.7.6 Pioverdina
P. aeruginosa produce 4 pigmentos, piocianina, piorrubina, piomelanina y

pioverdina (Allydice-Francis & Brown, 2012; Hunter & Newman, 2010). El papel

fisiolégico tanto de piorrubina como piomelanina no se encuentra del todo
dilucidado, para el caso de piomelanina, pocos trabajos se encuentran disponibles.
Algunas frecuencias reportadas para la produccion de piorrubina van desde el 3.5
al 6%, mientras que para piomelanina es < 1%, en otros estudios alcanzé el 2.5% y
otro hasta el 10%. Para el caso de piorrubina, es un punto debatible debido a que
algunos autores mencionan que es posible que exista una sobreestimacion de
aislados productores de este pigmento, esto se menciona con base en que
piocianina, en presencia de la luz y al aire, se oxida dando como resultado un

pigmento rojizo (Ogunnariwo & Hamilton-Miller, 1975). Pero, por otro lado, se

cuenta con informacioén sobre los roles que juegan tanto piocianina (mencionado en
el punto 1.7.7) y el de pioverdina.
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La pioverdina fue descubierta en 1892 por Gessard quien observo pigmentos
amarillo verdosos en aislados bacterianos. A partir de este hallazgo el pigmento
recibi6 diversos nombres como fluoresceina y pseudobactinas, hasta que

finalmente Turfreijer acufo el término pioverdina en 1941 (Ringel & Bruser, 2018).

Los trabajos de King y colaboradores fueron los primeros en proporcionar
informacion sobre el papel fisiologico de la pioverdina. Determinaron que la
induccion y subsecuente produccion de este pigmento estaba supeditado a las

concentraciones de hierro, de tal manera que a bajas concentraciones de hierro, la

produccion de pioverdina era evidente a simple vista (King, Campbell, & Eagles,
1948). A estos trabajos le siguieron los realizados por Totter y Moseley, quienes en
1952 encontraron que la produccién de pioverdina correlacionaba inversamente con

la concentracion logaritmica de hierro en un amplio rango (Totter & Moseley, 1953).

Fue hasta 1978, cuando Meyer y colaboradores determinaron la alta afinidad que
tenia la pioverdina al hierro, la cual esta en el rango de 1032 M-1 y el mismo grupo

definié el papel de este pigmento en la captacion de hierro (Meyer & Abdallah, 1978;

Mever & Hornsperger, 1978; Ringel & Bruser, 2018). Con esta informacion se

concluy6 que la pioverdina era un sideréforo y que estaba involucrado, por lo tanto,
con el transporte del hierro al interior de la célula (Lankford & Byers, 2008; Ringel &

Bruser, 2018).

Pseudomonas spp. poseen diversas estrategias para la obtencion de hierro, a) a
través de la sintesis de sideréforos extracelulares (pequefias moléculas queladoras
de Fes3*), denominadas pioverdina y pioquelina, las cuales, toman el hierro y lo
introducen a través de un transportador TonB, b) via la captacién de un exo-
sideréforo, el cual no es sintetizado por la bacteria, c) a través de la captacion de
una molécula tipo hemo a través de los sistemas Phu y Has y d) mediante la
reduccion extracelular de Fe3* a Fe2* (Cezard, Farvacques, & Sonnet, 2015).

Se sabe que ademas de pioverdina y pioguelina, Pseudomonas spp. producen otras
moléculas similares a sider6foros como acido salicilico o quinolobactina, aunque

estos compuestos son producidos en menor cantidad y ademas poseen una afinidad

28



menor por el hierro (Cezard et al., 2015; Cox, Rinehart, Moore, & Cook, 1981; Meyer,
Azelvandre, & Georges, 1992: Mossialos et al., 2000).

Se conocen mas de 100 variantes de pioverdina, las cuales han sido identificadas
en diferentes especies de Pseudomonas, lo que representa, aproximadamente, el

20% de los sider6foros caracterizados

Las pioverdinas generalmente estan compuestas por: 1) un fluoréforo caracteristico
2,3-diamino-6,7-hidroxiquinolina, 2) una cadena acilada variable unida al grupo 3-
amino del fluoréforo y 3) un esqueleto péptido especifico, generalmente unido al

grupo carboxilo C1 del anillo (Meyer, 2000; Ringel & Bruser, 2018). El fluoréforo se

conserva entre todas las cepas y especies de Pseudomonas Yy fija el Fe3+ a través

de su catecol.

La biogénesis de la pioverdina inicia en el citoplasma, donde la péptido no ribosomal
sintetasa (NRPS por sus siglas en inglés) como PvdL, Pvdl y PvdD (dependiendo
de la cepa) ensambla una ferribactina acilada inicial (imagenes 9, 10y 11) (Ackerley,

Caradoc-Davies, & Lamont, 2003; Hohlneicher, Schafer, Fuchs, & Budzikiewicz,

2001; Lehoux, Sanschagrin, & Levesque, 2000; Merriman, Merriman, & Lamont,
1995; Mossialos et al., 2002; Ringel & Bruser, 2018). El papel de las NRPS es

agregar aminoacidos especificos para ir elongando el péptido. Cada maédulo se

adenila por su amino&cido cognado en un dominio de adenilacion y posteriormente
son transferidos a un grupo tiol libore de un cofactor unido a fosfopanteteina. Las
uniones de los péptidos estan formadas por la condensaciéon de los dominios de los
modulos, de esta forma se transfiere el péptido creciente sobre la fosfopanteteina
unida a los aminoacidos del siguiente modulo. Por Ultimo una tioesterasa rompe la
union del tioéster y libera al péptido del cofactor fosfopanteteina del dltimo médulo

(Bloudoff & Schmeing, 2017). EI maodulo uno de PvdL incorpora tanto un acido

miristico o &cido miristoleico al primer bloque de construccion en lugar de un

aminoacido, a un lado de la cadena (Drake & Gulick, 2016; Hannauer et al., 2012).

Los tres primeros aminoacidos de la ferribactina, que son incorporados por PvdL,
siempre son &cido L-glutamico (L-Glu), emparejado via su grupo y carboxi a D-
tirosina (D-Tyr)y L-2,4-diaminobutirato (L-Dab) (Ringel & Bruser, 2018).
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Los aminoacidos en la ferribactina son sintetizados por enzimas especificas de
pioverdina. L-Dab es producida por PvdL a partir de L-aspartato-3-semialdehido (L-

ASA) (Vandenende, Vlasschaert, & Seah, 2004), mientras que L-Ns-hidroxi ornitina

(L-fOHOrn) es producida en dos pasos a partir de L-ornitina por hidroxilacion
dependiente de PvdA (Ge & Seah, 2006; Meneely, Barr, Bollinger, & Lamb, 2009;
Visca, Ciervo, & Orsi, 1994; Visca, Serino, & Orsi, 1992) y de la formidacién

dependiente de PvdF (McMorran, Kumara, Sullivan, & Lamont, 2001). Todo este

conjunto de enzimas, incluyendo los NRPS, forman un complejo asociado a
membrana conocido como siderosoma el cual podria evitar la toxicidad

citoplasmatica (Gasser, Guillon, Cunrath, & Schalk, 2015; Imperi & Visca, 2013).

Asimismo, se ha encontrado que una pequefia proteina tipo MbtH, se encuentra
asociada con los NRPS en la sintesis de la ferribactina citoplasmética y también que
juega un papel importante en la produccion y secrecion de pioverdina en P.

aeruginosa (Felnagle et al., 2010; Ringel & Bruser, 2018). Por otro lado, se ha

encontrado también que PvdG, una tioesterasa soluble, estad involucrada en la
produccion de pioverdina. PvdD ha mostrado que posee su propio sitio motive de
tioesterasa, quiza PvdG provee la funcionalidad in trans para PvdL y posiblemente
para Pvdl (Drake et al.,, 2007; Ravel & Cornelis, 2003) (imagen 9. Biosintesis,

secrecion, captacion y reciclaje de pioverdinas en Pseudomonas fluorescens A506).

La ferribactina acilada se trasloca inmediatamente través de la membrana
citoplasmatica dentro del periplasma por el transportador tipo ABC, PvdE

(McMorran, Merriman, Rombel, & Lamont, 1996; Ringel & Bruser, 2018; Yeterian,

Martin, Guillon, et al., 2010). En el periplasma, la acilacion de la ferribactina es

removida por una hidrolasa tipo Ntn, PvdQ (Clevenger et al., 2017; Drake & Gulick,
2016; Ringel & Bruser, 2018).

Posterior a la desacilacion de la ferribactina, se genera el sistema del anillo
fluorescente dihidrohiquinolina, el cual transforma a la ferribactina en pioverdina.
Este anillo estd altamente conservado en las pioverdinas y provee un andamiaje
plano para dos oxo-ligando de los sideroforos. La ferribactina es sintetizada con los

tres residuos N-terminales de L-Glu/D-Tyr/L-Dab, tanto la tirosina como los residuos
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de diaminobutirato forman el fluor6foro (Hohlneicher, Hartmann, Taraz, &

Budzikiewicz, 1992; Ringel & Bruser, 2018). En la ferribactina, el grupo 4-amino de

L-Dab es condensado con el grupo carbonil vecino de D-Tyr. Una cascada oxidativa
de ciclaciones resulta en la formacion de un fluoréforo de 3 anillos (Dorrestein,

Poole, & Begley, 2003; Ringel & Bruser, 2018). Como resultado de ese proceso, la

tirosina es hidroxilada para formar el grupo catecol el cual posteriormente es
oxidado a una o-quinona, lo que permite la adicién intramolecular e involucra al
atomo de nitrogeno del 1-amino del L-Dab y el anillo de quinona, resultando después
de la tautomerizacion en dihidro-dihidroxiquinolina del sistema de dihidropioverdina.
Los pasos de hidroxilacién y oxidacién son catalizados por la tirosinasa PvdP

(Nadal-Jimenez et al., 2014) lo cual promueve la ciclacion y formacion de la

dihidropioverdina (Jacques et al., 2003; Ringel & Bruser, 2018).
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Imagen 9. Modelo actual de biosintesis, secrecion, captacidon y reciclaje de pioverdinas en
Pseudomonas fluorescens A506. El precursor acilada ferribactina es sintetizado en el citoplasma por
NRPS y auxiliado por enzimas acopladasy organizadas enlamembrana definidas como siderosoma.
PvdL sintetiza el N-terminal tripéptido conservado con su acilacién, las otras NRPS son responsables
para el resto de los péptidos y por lo tanto varian entre cepas con distintas secuencias. Las enzimas
auxiliares MbtH, PvdG, PvdH, PvdA, PvdF y PvdD juegan con roles indicados. La ferribactina es
exportada principalmente por PvdE dentro del periplasma, donde es desacetilado por PvdQ.
Subsecuentemente PvdP cataliza la ciclacion oxidativa resultando en dihidropioverdina. PvdO
posiblemente en participacién con otras proteinas, facilita la oxidacion final. Después de eso,
modificaciones en la cadena ocurren, el acido L-glutamico pasa a succinamida por catdlisis de PvdN
0 a a-cetoglutarato por acciéon de PtaA. Las pioverdinas modificadas son secretadas por varios
sistemas transportadores como PvdRT-OmpQ y una vez fuera fija el ion hierro. Posteriormente los
complejos son fijados a FpvAy son tomados por TonB. FpvFy FpvC reducen y despegan el hieno,
el cual es tomado por el transportador FpvDE. La apopioverdina es reclinada. Imagen tomada de
(Ringel & Bruser, 2018).
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Se sabe que, PvdO y PvdP siempre estan presentes juntas y ambas estan
involucradas directamente con la formacion del fluor6foro pioverdina (Ringel &
Bruser, 2018; Ringel, Drager, & Bruser, 2018).
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Imagen 11. Estructura molecular de las cuatro pioverdinas producidas por P. aeruginosa. A)
Pioverdina clase | (Pvdl) en la cepa tipo ATCC 15692, B) Pioverdina clase Il (Pvdll), estructura
arqueotipo de la cepa ATCC 27853, C) Pioverdina clase Il (Pvdlll), estructura arqueotipo de la cepa
Pa6, y dD) pioverdina clase IV (PvdlIV), estructura de la cepa R". Imagen tomada de (Cezard et al.

2015).
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La acidificacion de los residuos de L-Glu en la posicion 1 en las ferribactinas forman
un enlace amida a través de sus propios grupos y -carboxilicos a D-Tyr dejando
libre, por lo tanto, los grupos a-carboxilo y a-amino. Sin embargo, durante la
maduracion de las pioverdinas, generalmente no poseen estos residuos, lo cual
depende de la cepa a analizarse, estas generalmente poseen succinamida,
succinato o a-cetoglutarato en esta posicion y algunas veces melamida o &cido

malico son encontrados, incluso trazas de acido succinico ciclado.

Una vez formada la pioverdina, esta puede ser transportada al exterior por sistemas
gue consisten de PvdR, PvdT y OpmQ (Hannauer, Yeterian, Martin, Lamont, &
Schalk, 2010; Yeterian, Martin, Lamont, & Schalk, 2010). Sin embargo, PvdRT-

OpmQ no son las Unicas rutas de exportacion, en cepas mutantes se ha visto que
la pioverdina es capaz de ser secretada. Asimismo, el sistema de transporte MexAB-
OprM también se han visto implicado en la secrecion de pioverdina (X. Z. Li, Nikaido,
& Poole, 1995: K. Poole, Heinrichs, & Neshat, 1993: K. Poole, Krebes, McNally, &

Neshat, 1993). Sin embargo, esos mismos estudios mencionan que la inactivacion

de PvdRT-OmpQ disminuye la secrecién de pioverdina alrededor de 50-60%. Una
vez secretado, es FpvA, el receptor de ferripioverdina, quien reconoce las
pioverdinas con hierro (Meyer, Hohnadel, Khan, & Cornelis, 1990; Keith Poole,
Neshat, & Heinrichs, 1991).

FpvA no solo puede unir ferripioverdina, sino también la apo-pioverdina libre de
hierro, la cual no es importada (Schalk, Abdallah, & Pattus, 2002). FpvA puede unir

un amplio rango de complejos pioverdina-metal los cuales incluyen al Cu2*, Gas3*,
Mn2+y Ni2*, incluso algunos podrian ser importados. Ademas, los metales quelados
AR+, Cu?+, Ga3*, Mn2* y Ni2*y Zn2* pueden inducir la producciéon de pioverdina al

estar unidos a FpvA (imagen 12) (Braud, Hoeqgy, Jezequel, Lebeau, & Schalk, 2009).

Después de la importacién, la pioverdina no es degrada o modificada ni importada
al citoplasma, en lugar de eso, Fe3* es reducido a Fe2* en el periplasma y entonces
se lleva a cabo la liberacion de la pioverdina y es tomada por el transportador tipo

ABC FpvDE (Brillet et al., 2012). En la membrana interna las proteinas FpvG y FpvH
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son esenciales para la liberacion del hierro y existe evidencia que FpvG cataliza el
paso de reduccion (Ganne et al., 2017; Ringel & Bruser, 2018).
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Imagen 12. Vias reguladoras para la produccion de pioverdina en limitacion de hierro. Imagen
tomada de (Ringel & Bruser, 2018).

1.7.7 Piocianina

El género Pseudomonas tiene la capacidad de producir una gran variedad de
productos extracelulares, los pigmentos entre ellos. Dentro de estos pigmentos
extracelulares, las fenazinas poseen la mayor significancia. P. aeruginosa produce
piocianina, la cual es un pigmento soluble en agua de color azul verdoso, la cual ha
sido utilizado como un colorante con potencial redox muy similar a menaquinona
(El-Fouly, Sharaf, Shahin, El-Bialy, & Omara, 2019). Piocianina es un zwitetterion

(compuesto quimico eléctricamente neutro, pero con cargas formales positivas y
negativos sobre atomos diferentes) y, de forma facil, es capaz de penetrar las

membranas biologicas (imagen 13) (Lau, Hassett, Ran, & Kong, 2004). Este factor
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de virulencia puede reprimir la respuesta inmunolégica del hospedero e inducir
apoptosis en los neutréfilos (Allen et al., 2005; Kipnis, Sawa, & Wiener-Kronish,

2006), ademas induce la produccion de interleucina-8 (IL-8) (Kipnis et al., 2006),

posee caracteristicas oxidorreductivas, ante ello, oxida el glutation e inactiva la
catalasa de las células epiteliales respiratorias y las células endoteliales, de tal
manera gque esta accion conduce al estrés oxidativo y de esta forma ocasiona
necrosis del tejido respiratorio (Ben Haj Khalifa et al., 2011; S. Hall et al., 2016; Lau,
Ran, Kong, Hassett, & Mavrodi, 2004; Loarca et al., 2019; Nikaido, 1994; O'Malley,

Reszka, Spitz, Denning, & Britigan, 2004). En el caso de pacientes con fibrosis

quistica, el cual es el modelo de estudio mas explorado para infecciones de P.
aeruginosa Y la produccioén de piocianina, se han documentado concentraciones por
arriba de 100 uM (Caldwell et al., 2009; Castaneda-Tamez et al., 2018), con base

en ello, se sabe también, que el efecto de apoptosis es concentracion y tiempo
dependiente, por lo que una exposicion de 5 h a una concentracion de 50 yM de
piocianina es capaz de manifestar el efecto antes mencionado. Por otro lado, el
efecto de la piocianina parece ser célula dependiente, si bien el efecto en neutréfilos
es conocido y documentado, macrofagos derivados de monocitos parecen no ser
susceptibles ala accién de la piocianina (Usher et al., 2002).

OH

Imagen 13. Estructura quimica de la piocianina (Lau, Hassett, et al., 2004).

Asi como se cuenta con datos sobre la secrecion de piocianina en pulmon, también
se han hecho cuantificaciones en otras muestras biolégicas como secrecion de oido
(arriba de 2.7 pM) (Reimer, Edvaller, & Johansson, 2000) y heridas (arriba de 8.1
MM) (Cruickshank & Lowbury, 1953).

La piocianina esta compuesta de 2 subunidades de N-metil-1-hidroxifenazina. La

fenazina es un compuesto heterociclico que es producido naturalmente como el rojo
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intenso  5-metil-7-amino-1-carboxifenazium betaina la cual es posteriormente
convertida al amarillo verdoso (limén) fenazina-1-acido carboxilico y finalmente al
azul brillante 1-hidroxi-5-metil fenazina, el cual es la piocianina (Gohain,
Thomashow, Mavrodi, & Blankenfeldt, 2006; Jayaseelan, Ramaswamy, &
Dharmaraj, 2014).

La ruta del acido shikimico es la principal ruta metabdlica para la biosintesis de la
fenazina (imagen 14). En la sintesis en P. aeruginosa se han identificado siete
genes involucrados, nombrados como phz C, D, E, F, G, My S. Este loci se ha
encontrado en todas las especies de Pseudomonas (Ahuja et al., 2008; Gohain et

al., 2006; Jayaseelan et al., 2014; Mavrodi et al., 2001). De estos genes, los

responsables de convertir fenazina-1-acido carboxilico a piocianina son phzM y
phzS (imagen 14). Se ha sugerido que para la produccion de piocianina a partir de
fenazina-1-acido carboxilico, el cual es el precursor comun de las diferentes
fenazinas especie-especificas, el proceso consta de dos pasos. En el primer paso
se lleva a cabo una catalisis mediada por la enzima PhzM, una S-adenosilmetionina
dependiente de metiltransfesara, en donde la fenazina-1-acido carboxilico es
convertido en 5-metilfenazina-1-acido carboxilico betaina mediante la transferencia
de un grupo metilo a un &omo de nitrégeno en el anillo de fenazina. El segundo
paso es mediado por la enzima PhzS, una monooxigenasa dependiente de FAD e
involucra la descarboxilacion hidroxilativa de 5-metilfenazina-1-acido carboxilico

betaina a piocianina (Jayaseelan et al., 2014; Parsons et al., 2007).

SAM SAH NADH NAD

+O2 +H20
+CO,
Phenazine -1- carboxylic acid 5 methyl phenazine -1- carboxylic acid betaine Pyocyanin

Imagen 14. Ruta biosintética de la piocianina a partir de fenazina-1-4cido carboxilico, 5-metil

fenazina-1-4cido carboxilico betaina y finalmente piocianina (Jayaseelan et al., 2014).
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1.7.8 HCN

P. aeruginosa es una de las pocas bacterias que son capaces de producir cianuro,
algunos otros microorganismos son: cianobacterias como Anacystis nidulans y
Nostoc muscorum, rizobacterias como Rhizobium leguminosarum y Solanum
tuberosum, y proteobacterias como Pseudomonas aureofaciens y Pseudomonas
fluorescens (Blumer & Haas, 2000; Broderick et al., 2008; Carroll et al., 2005;
Kremer & Souissi, 2001).

En P. aeruginosa, la glicina es descarboxilada a acido cianhidrico por la enzima
HCN sintetasa, como producto de la actividad del clister de genes hcnABC

sintetasa (Blumer & Haas, 2000; Carterson et al., 2004), produciendo cuatro

electrones y cuatro iones hidrégeno por cada molécula de glicina (Blumer & Haas,

2000; Lenney & Gilchrist, 2011). Este proceso se lleva a cabo en condiciones

microaerofilicas (O2 5%) y se ve inactivado tanto por condiciones aerébicas como
anaerodbicas. La produccion se ve favorecida a temperaturas de 34-37°C (Blumer &
Haas, 2000:; Lenney & Gilchrist, 2011; Worlitzsch et al., 2002; Zlosnik & Williams,
2004).

El cianuro es un veneno potente, el cual, a dosis pequeiias como 50 mg, resulta ser
letal para los humanos. Tiene la capacidad de fijarse a las metaloenzimas, pero la
capacidad responsable de su alta toxicidad se debe a que puede inhibir la citocromo
C-oxidasa (complejo IV de la cadena respiratoria mitocondrial) (Salkowski &

Penney, 1994; Way, 1984). A pesar de esta toxicidad, P. aeruginosa es resistente

al efecto de este potente veneno que ella misma produce, esto debido, entre otros
mecanismos, a la produccion constitutiva de rodanasa, la cual convierte el cianuro
a tiocianato (Broderick et al., 2008; Cipollone, Bigotti, Frangipani, Ascenzi, & Visca,
2004; Zlosnik et al., 2006).

En los cultivos de P. aeruginosa se han alcanzado concentraciones de 300-500 uM
de cianuro, asimismo, se ha detectado en muestras de esputo y el HCN se ha

detectado en el aliento de pacientes con fibrosis quistica y en pacientes con
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bronquiectasias infectados con P. aeruginosa (Blumer & Haas, 2000; Lenney &
Gilchrist, 2011; Ryall, Davies, Wilson, Shoemark, & Wiliams, 2008: Sanderson,
Wescombe, Kirov, Champion, & Reid, 2008; Worlitzsch et al., 2002; Zlosnik &
Williams, 2004).

1.7.9 Ramnolipidos
La produccion de ramnolipidos es exclusiva de P. aeruginosa, por lo que, ningun
otro Pseudomonal es capaz de producirlo. Esta molécula fue reportada por primera

vez en 1949 por Jarvis y Johnson (Jarvis & Johnson, 1949; Soberon-Chavez,

Lepine, & Deziel, 2005). Es una molécula anfipatica constituida de un lipido

hidrofébico y una fraccion hidrofilica del azlcar. Esta caracteristica la hace un
molécula con propiedades tensoactivas y le confieren la capacidad de reducir la
tension superficial, formar emulsiones y causar pseduosolubilizaciones de sustratos
insolubles, lo que le permite a P. aeruginosa utilizar diversas fuentes carbono, por
ejemplo, los alcanos (Beal & Betts, 2000; Caiazza, Shanks, & O'Toole, 2005).

Los ramnolipidos son esenciales para el movimiento tipo “swarming”, estan
involucrados en la produccién de biopeliculas y pueden actuar también como

hemolisinas (Davey, Caiazza, & O'Toole, 2003; Kohler, Curty, Barja, van Delden, &

Pechere, 2000; Kownatzki, Tummler, & Doring, 1987; Tremblay, Richardson,

Lepine, & Deziel, 2007; Wittgens et al., 2017). Algunos estudios han demostrado

gue se precisa de defectos de la permeabilidad paracelular del epitelio respiratorio
como prerrequisito para la invasion por P. aeruginosa, sin embargo, también se ha
encontrado que los ramnolipidos por si solos son suficientes y necesarios para
afectar la barrera epitelial y permitirle a este microorganismo instalarse (Zulianello
et al., 2006) y con ello promover la invasion del tejido pulmonar (Ben Haj Khalifa et

= 0 ===

al., 2011; Kownatzki et al., 1987).

Los ramnolipidos son capaces de alterar el transporte mucociliar y los movimientos

ciliares del epitelio respiratorio humano (Ben Haj Khalifa et al., 2011; Kownatzki et
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al., 1987) e inhibir la fagocitosis (Ben Haj Khalifa et al., 2011; McClure & Schiller,
1996).

Los ramnolipidos estan constituidos tipicamente de un dimero de acido graso 3-
hidroxy vinculado a través de un enlace B-glucosidico a un residuo mono o di-

ramnosa (imagen 15) (Soberon-Chavez et al., 2005). En cultivo liquido, P.

aeruginosa produce principalmente dos formas ramnolipidos: ramnosil-B-
hidroxidecanoil-B-hidroxidecanoato = (monoramnolipido) y ramnosil-ramnosil-3-

hidroxidecanoil-B-hidroxidecanoato (diramonolipido) los cuales se observan en la

imagen 15.
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Imagen 15. Estructura quimica de mono ramnolipido (izquierda) y di ramnolipido (derecha).

La biosintesis de estas moléculas tensoactivas proviene de dos reacciones
secuenciales de transferencia de los grupo ramnosil, cada una catalizada por una
ramnosiltransferasa especifica (Rtl y Rt2 respectivamente) con deoxi-timidina-
difosfo-L-ramnosa (dTDP-L-ramnosa) actuando como el donador ribosil en ambas
reacciones y B-hidroxidecanoil-B-hidroxidecanoato o monoramnolipido actuando

como el recipiente respectivo (Maier & Soberon-Chavez, 2000).

La enzima Rtl esta compuesta de dos polipéptidos los cuales son codificados por
los genes rhlA y rhiB. RhIA es una proteina de membrana interna, mientras que la

subunidad catalitica, RhIB, es periplasmica (Maier & Soberon-Chavez, 2000). Elgen
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gue codifica Rt2 es rhIiC. Rt2 es una proteina homdloga de la ramnosiltransferasa
involucrada en la sintesis de LPS (Rahim et al., 2001).

1.7.10 Sistema de secrecion tipo Il

Para poder establecer la infeccion, P. aeruginosa se vale de todo un arsenal de
factores de virulencia, siendo el sistema de secrecion tipo 3 (SST3) uno de ellos.
Este factor de virulencia se encuentra codificado por 36 genes, los cuales se
encuentran agrupados en cinco operones en el cromosoma de P. aeruginosa, estos
genes son los responsables tanto de la biogénesis como regulacién de la
magquinaria asociada al SST3, y al menos otros 6 genes se encuentran dispersos
en el genoma y son los que codifican proteinas efectoras y sus chaperonas, por lo
tanto el complejo reguldén puede ser dividido en cinco partes: proteinas que
constituyen el complejo de la aguja que transporta los sustratos del citosol
bacteriano al ambiente extracelular; proteinas que translocan las proteinas
secretadas al interior de la célula del hospedero; proteinas que regulan el proceso
de secrecion; proteinas chaperonas que facilitan la secrecion de sus sustratos y
proteinas que son inyectadas al interior de las células del hospedero conocidas

como proteinas efectoras (imagen 16) (Hauser, 2009). Este factor de virulencia

comparte un ancestro comun con el sistema flagelar y se sugiere que la adquisicion
de este sistema se debi6 a un evento de transferencia horizontal de genes (Hauser,
2009; Hueck, 1998; L. Nguyen, Paulsen, Tchieu, Hueck, & Saier, 2000).

El complejo de la aguja es la estructura supramolecular responsable del transporte
especifico de proteinas del citosol bacteriano al ambiente extracelular, moviéndolas
a través de barreras de la membrana citoplasmatica, el peptidoglucano vy la

membrana externa (Hauser, 2009), este complejo comparte similitud con los de

Yersinia spp., Salmonella entérica y Shigella flexneri (Pastor, Chabert, Louwagie,
Garin, & Attree, 2005) (imagen 17).
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Imagen 16. Sistema de secrecion tipo 3. Se observa la localizacién genética de los operones
involucrados y su division en los procesos. Imagen tomada de (Hauser, 2009).

e o

Imagen 17. Visualizacion del complejo de la aguja del SST3 de P. aeruginosa. Imagen tomada de
(Perdu et al., 2015)

El aparato de translocacion es un poro en la membrana proteica que acepta

proteinas efectoras secretadas por el complejo de la aguja y las entrega a través de
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la membrana plasmatica de la célula del hospedero. El proceso de translocacion es
eficiente, solo escapa el 0.1% de las proteinas efectoras al medio extracelular

(Hauser, 2009; Sundin, Thelaus, Broms, & Forsberg, 2004). El rol del poro no esta

limitado exclusivamente al transporte de proteinas efectoras, el poro de
translocacion, por si mismo es suficiente para causar la muerte de células del
hospedero, ya sea de manera directa, por el aumento de la permeabilidad de la
membrana o indirectamente por la activacion de respuestas de las células del
hospedero (Dacheux, Goure, Chabert, Usson, & Attree, 2001; Goure et al., 2004; V.
T. Lee, Smith, Tummler, & Lory, 2005; Roy et al., 2004; Shafikhani, Morales, &

Engel, 2008). De tal manera que la muerte de las células intoxicadas podria

constituir un mecanismo de defensa del hospedero. Por ejemplo SST3/aparato de
translocacion (en ausencia de cualquier proteina efectora conocida) es suficiente
para desencadenar la activacion de la caspasa-1 por la via del inflamosoma Ipaf, un
receptor similar a Nod (Franchi et al., 2007; Galle et al., 2008; Hauser, 2009; Miao,

Ernst, Dors, Mao, & Aderem, 2008; Sutterwala et al., 2007). La activacion del

inflamosoma y la caspasa-1 resulta en la produccion de IL-1B e IL-8 y piroptosis
(Dacheux et al., 2001; Galle et al., 2008; Hauser, 2009; Sutterwala et al., 2007), una

variante de la muerte celular, la cual es proinflamatoria y se puede observar tanto la

apoptosis como la necrosis. La induccién de piroptosis podria explicar los reportes
previos de muerte de fagocitos, dependiente del SST3 pero independiente de las
proteinas efectoras (Dacheux et al., 2001; Goure et al., 2004; Hauser, 2009; V. T.
Lee et al., 2005; Vance, Rietsch, & Mekalanos, 2005).

EI SST3 esta regulado en dos niveles: a nivel transcripcional y a partir de la iniciacion
de la secrecién del mismo. Estos niveles estan ligados a que la transcripcion induce
la activacion del proceso de secrecion (Hauser, 2009; McCaw, Lykken, Singh, &

Yahr, 2002; Yahr, Goranson, & Frank, 1996), el cual permite que los componentes

de secrecion del SST3 sean producidos a altos niveles cuando se le necesite,

seguido del contacto con las células del hospedero (Hauser, 2009). EIl

desencadenamiento de la secrecion es complejo y poco entendido, pero el estimulo

fisioldégico actla por medio del contacto con las células del hospedero, mientras que
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la sefial de exposicion mas comunmente utilizada en el laboratorio es la utilizacion
de un medio deficiente de calcio (Hauser, 2009; Rietsch & Mekalanos, 2006).

Algunas, pero no todas las proteinas secretadas por el SST3, tienen chaperonas,
las cuales facilitan el almacenamiento de su proteina sustrato en el citosol
bacteriano y son apropiadamente entregadas al aparato de secrecion (Hauser,

2009; Parsot, Hamiaux, & Page, 2003). SpcS (anteriormente llamada Orfl) sirve de

chaperona tanto para ExoS y ExoT, la cual es requerida para una secrecion maxima

de estas proteinas (Hauser, 2009; Shen et al., 2008). La chaperona de ExoU es

SpcU, sin embargo, para ExoY no se ha identificado (Hauser, 2009).

A pesar de una caracterizacion extensa por diferentes grupos de trabajo, para el
SST3 de P. aeruginosa, solo se han encontrado cuatro proteinas efectoras: ExoS,
ExoT, ExoY y ExoU, estas busquedas extensas se hacen debido a que en otras
bacterias, el SST3 tiene varias proteinas efectoras (>3) por ejemplo, Yersinia Yop
tiene 6 proteinas efectoras, Salmonella SPI1 posee > 13 proteinas efectoras,
Salmonella SPI2 >10 y el sistema de Shigella cuenta con aproximadamente 25

proteinas efectoras (Hauser, 2009). Tedricamente, todas las P. aeruginosa portan

los genes que codifican la maquinaria del SST3, sin embargo, la mayoria de las

cepas no portan todos los genes codificantes de efectores (Feltman et al., 2001;

Fleiszig et al., 1997; Hauser, 2009). En los aislados procedentes de infecciones

agudas, el gen exoS se encuentra del 58-72%, exoU en 28-42%, exoY en 89% y
exoT del 92-100%, por razones no completamente claras, casi todas las cepas

tienen exoS o exoU pero no ambas (Hauser, 2009).

EX0S es una toxina bifuncional, tiene actividad de proteina activadora de GTPasa
como actividad de adenosin difosfato ribosil transferasa. Esta proteina efectora tiene
una estructura en el dominio modular que manifiesta la complejidad con la
interaccion con las células del hospedero. Como otras proteinas efectoras del SST3,
posee en el extremo del amino terminal la informacion que identifica al aparato del
SST3 (Hauser, 2009). Posterior a la inyeccion y activacion, la actividad de adenin

difosfato ribosil transferasa tiene un nimero de efectos adversos en las células del
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hospedero incluyendo muerte celular, disrupcion de la actina del citoesqueleto,
inhibicion de la sintesis de ADN, tréfico vesicular y endocitosis (Barbieri, Sha, Bette-
Bobillo, Stahl, & Vidal, 2001; Fraylick, La Rocque, Vincent, & Olson, 2001; Pederson
& Barbieri, 1998; Rocha, Coburn, Rucks, & Olson, 2003). La disrupcion irreversible

podria suponer una reduccién en la adherencia célula-célula y por lo tanto podria
facilitar a P. aeruginosa la penetracion a través de las membranas epiteliales
(Fraylick et al., 2001; Pederson & Barbieri, 1998; Rocha et al., 2003). Se piensa que

la muerte de las células inmunes del hospedero ocasionadas por ExoS permite

persistir a P. aeruginosa en presencia de una respuesta exacerbada de respuesta
inmune del hospedero, sin embargo, no queda del todo claro cuales son las lineas

celulares que son blanco de ExoS in vivo (Hauser, 2009).

ExoT comparte el 76% de identidad con la secuencia de aminoacidos de ExoS'y, al
igual que ella, es una proteina bifuncional con actividad de proteina activadora de
GTPasa aminoterminal y adenosin difosfato ribosil transferasa. Similar a ExoS, los
residuos de ExoT del 78-235 contienen actividad de GTPasa hacia Rac, Rho y
Cdc42 (Hauser, 2009; Kazmierczak & Engel, 2002; Krall, Schmidt, Aktories, &
Barbieri, 2000). Esta actividad parece ser muy similar a la actividad N-terminal de

ExoS y por lo tanto, al igual que ella, causa disrupcion del citoesqueleto de actina,
el cual se manifiesta como redondez celular, también desprendimiento de las
células, inhibicion de la migracion cellar y fagocitosis (Cowell, Chen, Frank, Vallis,
& Fleiszig, 2000; Garrity-Ryan et al., 2000; Kazmierczak & Engel, 2002). La actividad

de proteina activadora de GTPasa de ExoT también contribuye a la inhibicion de la
citoquinesis a través de la inactivacion de Rho (Deng, Sun, & Barbieri, 2005;
Shafikhani & Engel, 2006).

Estos factores de virulencia de P. aeruginosa estan controlados por un sistema

definido como percepcion de quorum.
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1.8 Percepcién de quorumen Pseudomonas aeruginosa.

Algunos de los primeros acercamientos sobre el sistema de percepcion de quorum
se encuentran enlistados en los trabajos de Nealson en bacterias luminosas marinas
Aliivibrio fischeri y Vibrio harveyi (Hastings & Nealson, 1977; Nealson & Hastings,

1979) comenzando a dilucidar el papel simbibtico y ecoldgico que tenian estos
microorganismos para la produccion de bioluminiscencia, si bien, ain no se habia
otorgado propiamente el nombre a dicho fendmeno, si habian comenzado a
dilucidar que en concentraciones altas, bajo condiciones de laboratorio, estas
bacterias eran capaces de producir luz mediante la accién de la luciferasa la cual

se encontraba codificada en el operén luxCDABE (Engebrecht & Silverman, 1984;

Martin, Showalter, & Silverman, 1989) y esto se debia a la acumulacion y secrecion

de una molécula sefial autoinductora (Nealson & Hastings, 1979). Conforme paso6

el tempo nuevos trabajos fueron encontrando otros casos donde la regulacion de la
expresion de genes estaba basada en la sefializacion célula-célula, algunos de ellos
fueron la produccion de antibiéticos por Streptomyces spp.(M. B. Miller & Bassler,

2001), conjugacion en Enterococcus faecalis (Dunny, Brown, & Clewell, 1978) y la

formacion de cuerpos fructiferos de Myxococcus xanthus (Dworkin & Kaiser, 1985).

Esta forma de comunicacion bacteriana fue clasificada, en un inicio, como algo
andémalo, desde la perspectiva de que las bacterias no podian comunicarse de

célula a célula.

En 1994, el Dr. W. Clayborne Fuqua, asigna el nombre de “quérum sensing” o
sistema de percepcion de quorum, al fendmeno social, el cual se refiere a la
comunicaciéon célula-célula dependiente de la densidad poblacional (C. Fugua &

Greenberg, 1998; W. C. Fugua, Winans, & Greenberg, 1994). La percepcion de

quérum, resulta ser un fendmeno adaptativo bacteriano ante la respuesta a un
nuevo ambiente y esta caracteristica le permite censar y responder a esas nuevas
condiciones, lo cual resulta esencial para la patogénesis 0 sobrevivencia en

determinado nicho ecolégico (Smith & Iglewski, 2003). Para el caso de Aliivibrio

fischeri, se identificaron los elementos responsables de la produccién de

bioluminiscencia, y como se menciond anteriormente, se les denomind lux.
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Posteriormente se encontraron tres elementos preponderantes en el control
asociado de este sistema. Una proteina que sintetiza una molécula acilada
especifica (molécula autoinductora), que era Luxl, la cual esta codificada por luxl;
una proteina receptora que fija al ligando, denominada LuxR, la cual se encuentra
codificada por luxR y juntos inician la cascada de induccién transcripcional de los
genes de bioluminiscencia (imagen 18). De ahi que todos los homologos
encontrados en bacterias que respondian al sistema de percepcion de quorum
mediada por moléculas aciladas tengan una nomenclatura similar, donde se
puntualiza cual es la sintasa, el regulador transcripcional y la molécula
autoinductora. Este, candnicamente, es un mecanismo jerarquico, en donde se
precisa la activacion de un primer sistema y este a su vez puede controlar otros,
ademas de orquestar la cascada de regulacion génica. Dentro de los diversos
microorganismos que poseen este sistema, Aliivibrio fischeri, P. aeruginosa,
Agrobacterium tumefaciens y Erwinia carotovora son los mas entendidos vy
estudiados (M. B. Miller & Bassler, 2001).

O
4
O
Iluxl
T ) —
luxR lux/CDABE

Imagen 18. Circuito del sistemade percepcion de quérum de Aliivibrio fischeri. Constade cinco genes
estructurales para luciferasa (CDABE), dos genes reguladores, lux! y luxR; con sus respectivas
proteinas codificadas. Los hexagonos representan a la molécula acilada producida por Aliivibrio
fischeri, N-(3-oxohexanoil) homoserin lactona (M. B. Miller & Bassler, 2001).
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Con el paso del tiempo, se comenzo a generar evidencia del sistema de percepcion
de quorum en otros grupos bacterianos, de tal manera que, ademas de describirse
y estudiarse mas a fondo el asociado a homoserin lactonas, el cual se encuentra en
gran parte de las Proteobacteria, se encontraron en Gram positivos, como
Staphylococcus aureus, mecanismos de comunicacién, en donde el autoinductor
difiere de las acil homoserin lactonas (AHL), siendo el autoinductor pequefios
oligopéptidos, mientras que otras Proteobacteria, ademas del sistema AHL se han
encontrado autoinductores denominados autoinductores tipo 2 (Al-2). En la imagen
19 se esguematizan algunos de los autoinductores presentes en diferentes

bacterias.

3 0
DA

Imagen 19. Ejemplos de autoinductores. 1) N-3 oxo-acil-homoserinlactona, autoinductor de Aliivibrio
fischeri, 2) Autoinductor tipo 2, presente en Vibrio harveyi y Vibrio cholerae. 3) péptido autoinductor

(AIP) presente en Staphylococcus aureus. Imagen tomada de (Abisado, Benomar, Klaus, Dandekar,
& Chandler, 2018).

Las bacterias poseen diversos procesos necesarios para Su supervivencia:
produccion de biopeliculas, secrecion de factores de virulencia, bioluminiscencia,
produccion de antibiéticos, esporulacion, competencia para la captacion de ADN,

entre otros. Es a través del sistema de percepcién de quorum que las bacterias
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pueden sincronizar la expresion génica en respuesta a los cambios en la densidad
celular, complejidad de especies y necesidades del microambiente. Se puede decir
gue existen dos tipos de programas para la expresion de genes, uno es favorecido
a baja densidad celular, este parametro o esta condicion fisiologica es requerida
para el comportamiento como individuos, como unidad, por otro lado, para un
comportamiento social, el programa seleccionado es aquel que favorece la
densidad celular elevada, es aqui donde se sincroniza la expresion génica (Ng &
Bassler, 2009; Parsek & Greenberg, 2005).

Los pasos genéricos involucrados en la respuesta a las fluctuaciones en el nimero
de células bacterianas son analogos en todos los sistemas conocidos del sistema
de percepcion de quérum.

1. Autoinductores (moléculas de bajo peso molecular) son sintetizados
intracelularmente.

2. Los autoinductores son liberados (pasiva o activamente) al exterior de la
célula bacteriana. Conforme el numero de bacterias aumenta, la
concentracion de autoinductores en el macroambiente también se ir4
elevando, y volveran aingresar al citoplasma de las células.

3. Cuando los autoinductores rebasan el umbral minimo requerido para su
deteccion, los receptores se unen a los autoinductores y de esta manera se
desencadena una cascada de sefiales de transduccion que resulta en

cambios poblacionales en toda la expresion génica.

De esta forma, el sistema de percepcion de quérum permite a las células de una
poblacion actuar de manera unanime y al hacerlo, se lleva a cabo un
comportamiento colectivo (imagen 20) (Ng & Bassler, 2009).

En bacterias Gram negativas, la clase de autoinductores mas comunes son las acil
homoserin lactonas (AHL), estas poseen un nucleo de anillo de lactona N-acilado y
una cadena acil de 4-8 atomos de carbono las cuales pueden contener

modificaciones (imagen 21, tabla 7). Cientos de especies bacterianas contienen
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sintasas del tipo Luxl que producen estas AHL. La longitud de la cadena puede
afectar la estabilidad, lo que podria tener consecuencias en las dindmicas de
sefalizacion (Papenfort & Bassler, 2016);(Case, Labbate, & Kjelleberg, 2008; W. R.
Galloway, Hodgkinson, Bowden, Welch, & Spring, 2011; von Bodman, Willey, &

Digagle, 2008).
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Imagen 20. Expresion de genes dependientes de la densidad celular en el sistema de percepcion

de quérum (ejemplo: factores de virulencia).

000

Expresion coordinada
de genes

Imagen adaptada y tomada de (Priya, 2018)

— C4-HSL

Y 30H-C4-HSL m&}l
iu LuxN

@ O>\_NH 5 > \‘)\ Isovaleryl-HSL

N\
© b Tl i s
HSL (G2
p. oyl HSL
s \©\OH coumaroy!
-

| s Cinnamoyl-HSL
=

Imagen 21. Sintasas, autoinductores y receptores del sistema de percepcion de quémum.
Autoinductores AHL que son producidos por diferentes bacterias Gram negativas.
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Acidovorax avenae subsp. citrull 1 1 Nitrobacter hamburgensis X14 3 3
AACO00-1
Acinetobacter baumannii ATCC 1 1 N. winogradskyi Nb-255 1 1
17978
Aeromonas hydrophila subsp. 1 2 Nitrosospira multiformis 1 1
hydrophila ATCC 7966 ATCC 25196
A. salmonicida ::fgp salmonicida 1 2 Pseudoalteromonas atlantica Téc 1 2
Agrobacterium tumefaciens C58 1 5 P. aeruginosa PA7 2 3
Bradyrhizobium japonicum 1 3 P. aeruginosa PAO1 2 4
USDA 110
Bradyrhizobium sp. BTAil 3 4 P. aeruginosa UCBPP-PA14 2 4
Bradyrhizobium sp. ORS278 1 1 P. syringae pv. phaseolicola 14482 1 3
Burkholderia cenocepacia AU 1054 1 3 P. syringae pv. syringae B728a 1 3
B. cenocepacia H12424 1 3 P. syringae pv.tomato DC3000 1 3
B. cepacia AMMD 25 2 5 Ralstonia solanacearum GMI1000 2 2
B. mallei ATCC 23344 2 5 Rhizobium etli CFN 42 3 9
B. mallei NCTC 1022925 2 5 R. leguminosarum bv. viciae 3841 3 7
B. mallei NCTC 10247 2 4 Rhodobacter sphaeroides 2.4.1 1 2
B. mallei SAVP1 1 2 R. sphaeroides ATCC 17025 1 2
B. pseudomallei 1106a 3 5 R. sphaeroides ATCC 17029 1 4
) 3 6 Rhodopseudomonas palustris 1 2
B. pseudomallei 1710b BiSAB3
B. pseudomallei 668 3 5 R. palustris BisB18 2 3
B. pseudomallei K96243 3 6 R. palustris BisB5 2 2
Burkholderia sp. 383 1 2 R. palustris CGA009 1 1
B. thailandensis E264 3 7 R. palustris HaA2 2 2
Rhodospirillum rubrum ATCC
B. vietnamiensis G4 3 3 P 11170 1 1
B. xenovorans LB400 2 3 Roseobacter denitrificans OCh 114 1 2
Chromobacterium violaceum ATCC 12472 1 1 Saccharophagus degradans 2-40
Erwinia carotovora subsp. 1 2 Silicibacter pomeroyi DSS-3 2 5
Atroseptica SCRI11043
Geobacter uraniumreducens Rf4 Jannaschia sp. CCS1 1 1 Sinorhizobium medicae WSM419 3 7
Mesorhizobium loti MAFF303099 4 4 S. meliloti 1021 1 5
Mesorhizobium sp. BNC1 1 2 Sodalis glossinidius morsitans 1 2
Sphingopyxis alaskensis RB2256 2 3 Sphingomonas  wittichii RW1 1 3
R . 1 1 Yersinia enterocolitica subsp. 1 2
Aliivibrio fischeri ES114 Enterocolitica 8081
Y. pestis Antiqua 2 2 Y. pestis bv. Microtus 91001 2 2
Y. pestis CO92 2 2 Y. pestis KIM 2 2
Y. pestis Nepal516 2 2 Y. pestis Pestoides F 1 2
2 2

Y. pseudotuberculosis 1P 32953

Tabla 7. Genomas bacterianos que poseen redes del sistema de percepcion de quérum portadores
de AHL. Tabla adaptada de (Case et al., 2008).
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P. aeruginosa posee dos autoinductores AHL canonicos (3-oxo-dodecanoil
homoserin lactona y butiril homoserin lactona) y otros autoinductores no asociados
al sistema AHL. Dipéptidos ciclicos (2, 5-dicetopiperazinas;, KPDs) son generados
por t-ARN dependiente de la ciclopéptido sintasa. Una quinolona (2-heptil-3hidroxi-
4-quinolona, conocida como PQS) es utilizada también como autoinductor. Esta
ltima es producida por proteinas que codifican los genes pgsABCDH y en conjunto
con los dos autoinductores AHL, controlan la formacién de biopeliculas y la

produccién de factores de virulencia (J. Lee & Zhang, 2015).

En P. aeruginosa, LasR, homédloga de LuxR, fue inicialmente descrita como un
regulador de la expresion del gen lasB que codifica para la elastasa (Gambello &

lglewski, 1991; J. Lee & Zhang, 2015). Posteriormente, se descubrié que LasR es

requerida también para la transcripcién de aprA, lasA 'y toxA, por lo que se penso
gue el papel gue tenia LasR era el de un regulador global de los genes de virulencia
(Gambello & Iglewski, 1991; Gambello, Kaye, & Iglewski, 1993; J. Lee & Zhang,

2015). Por otro lado, Lasl, la sintasa (equivalente de Luxl en P. aeruginosa) se

propuso como la responsable de la sintesis de las moléculas de AHL con
propiedades autoinductoras y ademas con la capacidad de regular la elastasa

(Jones et al., 1993). Un afio después, Pearson y colaboradores describieron la

molécula autoinductora, definida inicialmente como PAI (por sus siglas en inglés
Pseudomonas autoinducer), la cual, mediante caracterizacion por espectrometria
de masas correspondia a N-3-oxo-dodecanoil homoserin lactona (3OHSL) (J. Lee

& Zhang, 2015; Pearson et al., 1994). Hoy sabemos, puntualmente, donde se

encuentran localizados los genes que codifican, tanto para lasR como para lasl en
el genoma de P. aeruginosa PAOL. Para el caso de la sintasa, lasl, la localizacion
es en la hebra positiva con coordenadas gendémicas que van del nucledtido
1559254-1559859, el gen estructural tiene una longitud de 605 pb. El locus con el
cual se identifica es el PA1432 (imagen 22). La proteina codificada, Lasl, tiene un

peso molecular de 22.7 kDa y un punto isoeléctrico de 6.52 (Winsor et al., 2016).

Por otro lado, el gen que codifica para el regulador transcripcional, lasR, se

encuentra identificado como el locus PA1430, tiene una longitud de 720 pb y se
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encuentra localizado en la hebra positiva entre los nucleétidos 1558171-1558890.
La proteina que es codificada, LasR, tiene un peso molecular de 26.6 kDa y un
punto isoeléctrico de 6.51 (Winsor et al., 2016).

No pasé mucho tiempo, cuando se descubrié una segunda molécula autoinductora,
la cual se observo que no interactuaba con la proteina LasR directamente, la cual

fue caracterizada como N-butiril homoserin lactona (4HSL) (J. Lee & Zhang, 2015;

Pearson, Passador, lglewski, & Greenberg, 1995). En estos experimentos se

demostr6 que 4HSL no tenia la capacidad de interactuar con LasR directamente
para la expresion de lasB ni su regulacion (J. Lee & Zhang, 2015; Pearson et al.,
1995).

En ese mismo afio se describié el receptor de 4HSL por el grupo de Ochsner. Se
determindé que la proteina reguladora era RhIR, la cual era codificada por la
ramnolipido sintetasa, la cual se encuentra en el clister de genes rhlIABR (J. Lee &

Zhang, 2015; Ochsner & Reiser, 1995). En cuanto a la localizacion de la sintasa que

produce la molécula autoinductora, corresponde a un homologo de luxl y lasl,
mientras que su localizacién genética se encuentra rio arriba del operon rhlIABR
(Ochsner & Reiser, 1995).

Pseudomonas aeruginosa PAO1
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Cytoplasmic Membrane

lasl ‘

PAl426
PA1427
PAl428
PA1429
lasR

PA1435
PA1436

Periplasmic

Outer Membrane

Jess

Ml Extracellular

EEVTIVd
PEVIV

Unknown

4
T T T v T t v T T T T
1555000 1560000 1565000

Imagen 22. Localizacion genética de los genes codificantes para las proteinas Lasl (sintasa, flecha

roja) y LasR (regulador transcripcional, flecha amarilla). Imagen tomada de (Winsor et al., 2016).

En lo que corresponde a la localizacién de los genes que codifican para las
proteinas del sistema Rhl, para el caso de la sintasa, esta se encuentra localizada
en la hebra negativa, entre los nucleétidos 3889139-3889744, posee una longitud

de 606 pby se encuentra identificada como el locus PA3476. La proteina codificada
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tiene un peso de 22.6 kDa y un punto isoeléctrico de 5.29, por otro lado, el gen rhiIR
se encuentra identificado como el locus PA3477 en el genoma de P. aeruginosa
PAQL1, posee una longitud de 726 pby se encuentra entre los nucleétidos 3889925 -
3890650. Codifica una proteina de 27.6 kDa cuyo punto isoeléctrico es de 7.19
(imagen 23) (Winsor et al., 2016).
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Imagen 23. Localizacién genética de los genes codificantes para las proteinas Rhll (sintasa, flecha
azul) y RhIR (regulador transcripcional, flecha naranja). Imagen tomada de (Winsor et al., 2016).

Con el advenimiento de estos descubrimientos, nuevas investigaciones se
comenzaron a realizar, poniendo énfasis en la funcién, regulacién y mecanismos
moleculares por los cuales los sistemas Las y Rhl activan la expresion de genes
qgue responden al sistema de percepcion de quérum. Se observé la formacion de
complejos entre los autoinductores con las respectivas proteinas reguladoras
(LasR-30OC12HSL y RhIR-C4HSL). Estos complejos se unen a cajas las-rhl, las
cuales son regiones conservadas y que residen en los promotores de los blancos,
llevandose de esta manera la expresion transcripcional (J. Lee & Zhang, 2015;
Schuster & Greenberg, 2007; Whiteley & Greenberg, 2001; Whiteley, Lee, &

Greenberg, 1999). La realizacion de estudios transcriptomicos basados en mutantes

de lasl y rhll revelaron que los regulones estan continuos (imagenes 22 y 23) con
algunos genes que responden a 30C12HSL (ej. lasA), algunos con especificidad a
C4HSL (ej. rhlAB) y algunos otros responden bien a ambos (J. Lee & Zhang, 2015;
Schuster & Greenberg, 2006; Schuster, Lostroh, Ogi, & Greenberg, 2003). Estos

genes constituyen cercadel 10% del genoma de P. aeruginosa e incluyen una gran

parte de los procesos fisioloégicos y fenotipos de virulencia (J. Lee & Zhang, 2015;
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Schuster & Greenberg, 2006). En la tabla 8 se enlistan algunos de los genes de

virulencia controlados por el sistema de percepcion de quérum.

Genes regulados por el

Proteina o factor de

Efectos en el hospedero durante

Beneficios para P. aeruginosa.

sistema de percepcion de virulencia la infeccion
quorum
Degradacién delaelastina, Adquisicion de hierro extracelular
lasB Elastasa colageno y otras proteinasde  proveniente de las proteinas del
la matriz. hospedero.
Actividad estafilolitica, evasion de
o larespuestainmune del
lasA Proteasa Ruptura de la barrera epitelial )
hospedero, permite la
colonizacion.
) Establecimiento dela infeccién,
toxA ExotoxinaA Muerte celular ) L
permite la colonizacién.
] Degradacion del complemento  Evasion delarespuestainmune,
aprA Proteasa alcalina o ) ) L
y citosinas. persistenciadelacolonizacion.
) Necrosis delos macrofagos, » )
Ramnosil transferasas ) ) ) Evasion delarespuestainmune,
rhlAB . polimorfonucleares y linfocitos ) ;
(ramnolipidos) desarrollo de biopeliculas.
del hospedero.
/ Lectina (lectina Parédlisisdelosciliosdelavia  Establecimiento delainfeccion,
ecA
galactofilica) respiratoria permite la colonizacion.
Arresto de la respiracion
hcnABC Acido cianhidrico celular, disminuciéndela Permite la colonizacién
funcion pulmonar
Efectos oxidativos en la Establecimiento dela infeccion,
phzABCDEFG, o ) ] ] ) ] )
bt Piocianina respiracioncelulardel permite la colonizacién, evasién
phz

hospedero, estrés oxidativo.

de larespuestainmune.

Tabla 8. Algunos genes que codifican factores de virulencia en P. aeruginosa y que se encuentran

regulados por el sistema de percepcion de quérum. (J. Lee & Zhang, 2015).

El sistema de percepcion de quorum en P. aeruginosa, candnicamente, responde a

un sistema jerarquico, con LasR en la cima de la cascada. El complejo formado por

LasR-30C12HSL también activa la expresion de rhiR y rhll, los cuales codifican para

la segunda ruta del sistema de percepcion de quérum, asimismo los genes pgsR y

el operdon pgsABCDH, los cuales codifican para el segundo sistema (no asociado a

las acil homoserin lactonas), PQS (Pseudomonas quinolone signal) (J. Lee & Zhang,

2015; Papenfort & Bassler, 2016; Ventre et al., 2003). En la imagen 24 se puede
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observar el sistema candnico de P. aeruginosa y el circuito de interaccion entre los

regulones.
| 3-ox0-C12-HSL | \ C4—HSL| POS
T 0 e i o R
P NN auﬂﬁg A~ Hr‘g ‘*L’l“EE'OH

Imagen 24. A) Perspectiva general de los circuitos del sistema de percepciéon de quérum en P.

aeruginosa (Papenfort & Bassler, 2016).
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HCN

Imagen 24. B) interaccion de los sistemas Las y RhL y proteinas involucradas en su control (Jimenez

et al., 2012).
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1.9 Resistencia en Pseudomonas aeruginosa.

P. aeruginosa posee, como ya se ha comentado previamente, un amplio arsenal y
estrategias para poder subsistir en un nicho determinado, adecuandolo a sus
necesidades, pero también tiene la capacidad de responder con diversas
estrategias a microambientes nocivos para su existencia. Una de esas estrategias
es poder responder a la presencia de antibidticos. La resistencia en P. aeruginosa
la podemos estudiar en dos formas:

1. Resistencia intrinseca

2. Resistencia adquirida

1.9.1 Resistenciaintrinseca.

1.9.1.1 Permeabilidad de la membrana externa

Una de las caracteristicas fisicoquimicas de los antibiéticos es tener la capacidad
de poder atravesar la membrana externa para poder llevar a cabo su accién en los

sitios blancos (Lambert, 2002). Antibidticos como aminoglicésidos (tobramicina,

gentamicina y amikacina) poseen estd capacidad, una vez que atraviesan la
membrana, estos antibidticos se unen a la subunidad ribosomal 30S (Mingeot-

Leclercq, Glupczynski, & Tulkens, 1999). Al hacer esto la sintesis de proteinas

gueda interrumpida. Por otro lado, las fluoroquinolonas (ciprofloxacino y
levofloxacino) interfieren con la replicacion del ADN mediante la inhibicion de ADN
girasa Yy la topoisomerasa IV (Aldred, Kerns, & Osheroff, 2014; Pang et al., 2019).

Por otro lado, una de las familias mas conocidas y utilizadas, los B-lactamicos,
donde se encuentra la penicilina, cefalosporinas, carbapenémicos vy
monobactamico, contiene un anillo B-lactamico en su estructura molecular, esta
familia bloquea la sintesis de la pared celular debido a que se une con la proteina
fijladora de penicilinas (PBP por sus siglas en inglés) las cuales se encuentran
involucradas en la sintesis de peptidoglucanos (Pang et al., 2019; K. Poole, 2004).

Otro de los antibidticos con actividad antipseudomonica son los pertenecientes a la
familia de las polimixinas, estos antibioticos son polipéptidos que se unen al LPS

sobre la membrana externa de la mayoria de las bacterias Gram negativas,
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permitiendo que se incremente la permeabilidad de la membrana causando lisis
celular (Pang et al., 2019; Zavascki, Goldani, Li, & Nation, 2007).

La membrana externa funciona como una barrera selectiva que previene que los
antibiéticos entren, es una bicapa fosfolipidica asimétrica y LPS, se encuentra

embebida por porinas que forman canales de barriles B (Delcour, 2009), las cuales

se pueden dividir en 4 clases:
a) Porinas no especificas: permiten la difusion de la mayoria de las pequefias
moléculas hidrofilicas.
b) Porinas especificas: poseen sitios especificos para unir a un conjunto
particular de moléculas.
c) Porinas cerradas: proteinas de membrana externa que son reguladas por
iones y son responsables de la captacion de complejos ionicos.

d) Porinas de eflujo: componentes importantes de las bombas de flujo.

En P. aeruginosa, la proteina OprF es la mayor porina no especifica. OprB, OprD,
OprdE, OprR y OprP son porinas especificas; OprC y OprH pertenecen a la clase
de porinas cerradas, por Ultimo, las porinas de eflujo reportadas son OprM, OprN y
Oprd (Hancock & Brinkman, 2002; Pang et al., 2019; Welte, Nestel, Wacker, &
Diederichs, 1995).

La permeabilidad de la membrana de P. aeruginosa es extremadamente restrictiva,
es entre 12-100 veces menor que en el caso de la que tiene Escherichia coli (Bellido,
Martin, Siehnel, & Hancock, 1992: Hancock & Brinkman, 2002; Pang et al., 2019).

OprF, homédloga de la proteina de membrana externa, proteina A (OmpA) en

Escherichia coli, es la porina predominante en P. aeruginosa y es la responsable
para la captacion no especifica de iones, sacaridos (incluyendo trisacéridos y
tetrasacaridos), pero tiene baja eficiencia para la permeabilidad de antibidticos
(Bellido et al., 1992; Nikaido, Nikaido, & Harayama, 1991; Pang et al., 2019). OprF

es capaz de plegarse en dos conférmeros: el conférmero cerrado de dos dominios,

el cual consiste en un barril B N-terminal transmembranal y un dominio globular
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periplasmico C-terminal, y el conférmero de dominio abierto el cual contiene un
simple dominio transmembranal. El conformero cerrado es la estructura dominante
de los canales de OprF y solo una pequefa fraccion de la forma de OprF (5% de la

poblacion) como canal abierto (Nestorovich, Sugawara, Nikaido, & Bezrukov, 2006;

Pang et al., 2019). La presencia, mayormente, de canales OprF cerrados podria

explicar por qué la permeabilidad de la membrana externa de P. aeruginosa es
menor en comparacion con otras bacterias, adicionalmente, la ausencia de OprF
permite que se incremente la formacion de biopeliculas a través de regulacion a la
alza de bi-(3'-5") monofosfato de guanosina ciclico dimérico, el cual es un

importante mensajero para el control en la formacion de biopeliculas (Bouffartigues

et al., 2015; Pang et al., 2019). Como se mencion0 previamente, P. aeruginosa

posee un numero de porinas especificas, entre las que se incluyen: porina
carbohidrato especifica OprB, aminoacido béasico especifico OprD, porina fosfato

especifico OprP y la porina pirofosfato especifico OprO (Hancock & Brinkman,

2002). De estas porinas, OprD se encuentra involucrada en la captacion de
antibidticos, esta contiene sitios para la unién de carbapenémicos, por lo que la
ausencia de esta porina en P. aeruginosa incrementa la resistencia a esta clase de
antibioticos (H. Li, Luo, Wiliams, Blackwell, & Xie, 2012; Pang et al., 2019).

Ademas, OprH es la porina mas pequefia y la sobreexpresion de la misma, como

consecuencia de deficiencia de Mg2*, se ha visto asociada con un incremento en la
resistencia a polimixina B y gentamicina como resultado de la estabilizacion de la
membrana externa por modificaciones en el LPS (Bell, Bains, & Hancock, 1991,
Macfarlane, Kwasnicka, Ochs, & Hancock, 1999; Pang et al., 2019).

1.9.1.2 Bombas de eflujo

Las bombas de flujo juegan un papel importante en la expulsion de compuestos
toxicos para las células bacterianas, estas pueden ser clasificadas en cinco familias:
1) familia resistencia-nodulacion-division (RND), super familia facilitador mayor
(MFS por sus siglas en inglés mayor facilitator superfamily), super familia casete de
unién al ATP (ABC por sus siglas en inglés ATP-binding cassette), familia pequefia

multidrogorresistencia (SMR por sus siglas en ingles small multidrug resistance) y
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familia de extrusion de compuestos multidrogo y téxicos (MATE por sus siglas en
inglés multidrug and toxic compound extrusion) (imagen 25) (Pang et al., 2019; Sun,
Deng, & Yan, 2014).

En particular, las proteinas que pertenecen a la familia de bombas de flujo RND,
juegan un rol importante en la resistencia a antibiéticos en P. aeruginosa (X. Z. Li et

al., 1995; Pang et al., 2019). Estas consisten en transportadores de membrana

citoplasmatica, proteinas enlazadoras periplasmicas y proteinas externas del canal

de porina de membrana (Daury et al., 2016). Los componentes periplasmicos y

citoplasmaticos de las bombas RND de P. aeruginosa son llama multidrogo eflujo
(Mex por sus siglas en inglés, multidrug efflux) y la proteina de membrana externa
es llamada Opr, P. aeruginosa expresa 12 bombas de la familia RND, cuatro de las
cuales contribuyen a la resistencia de antibidticos (MexAB-OprM, MexCD-OprJ,
MeXxEF-OprN y MexXY-OprM). MexAB-OprM es responsable de la expulsion de (-
lactamicos y quinolonas, MexCF-OprJ es responsable del eflujo de B-lactamicos,
MexEF-OprN expulsa quinolonas mientras que MexXY-OprM es capaz de sacar
aminoglicésidos. En P. aeruginosa se han reportado la presencia de varias bombas
de eflujo de manera simultanea y la sobreexpresién de la misma se ha asociado

desde la resistencia ampliada hasta la multidrogorresistencia (Cabot et al., 2011;

Dreier & Ruggerone, 2015: Dupont, Hocquet, Jeannot, Chavanet, & Plesiat, 2005;
Hocquet et al., 2003; Llanes et al., 2011; Masuda et al., 2000; Okamoto, Gotoh, &
Nishino, 2002; Pang et al., 2019).
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familias de bombas de eflujo

SMR MFS ABC MATE RND . -

presentes en bacterias y familias de

Tetracycline Fluoroquinolones Fluoroquinolones Fluoroquinolones Fluoroquinolones TRy

Sulfadiazine Tewracyclines Tetracyclines Aminoglycosides Tetracyclines ant|b|0t|COS que son eXpUISadaS por

Macrolides Rifampicin Rifampicin Chloramphenicol Rifampicin H

Tetracyclines Lincosamides Lincosamides Trimethoprim Macrolides e”as' Imagen tomada de Yllmaz &

Aminoglycosides Chloramphenicol Macrolides Aminoglycosides i

p-lactams Aminoglycosides Aminoglycosides Chloramphenicol Ozcenq 1Z, 2017)

Macrolides Chloramphenicol p-lactams

p-lactams Trimethoprim
Polymyxins Sulfamides
Sulfamides Polymyxins
Trimethoprim Lincosamides

1.9.1.3 Enzimas inactivadoras de antibioticos

La producciéon de enzimas que hidrolizan o modifican los antibiéticos es uno de los
principales mecanismos de resistencia intrinseca que tienen las bacterias. Muchos
de los antibidticos tienen enlaces quimicos como amidas o0 ésteres que son

susceptibles a la hidrdlisis (Pang et al., 2019; G. D. Wright, 2005) por enzimas

comunmente producidas por P. aeruginosa como lo son B-lactamasas y enzimas

modificadoras de aminoglicosidos (Pang et al., 2019; K. Poole, 2005; Wolter &
Lister, 2013).

Al igual que otros Gram negativos, P. aeruginosa posee ampC inducible, el cual
codifica para una B-lactamasa AmpC, esta enzima es capaz de romper el anillo -
lactdmico, de esta manera se inactivan algunos antibiéticos de esta familia (Pang et

al., 2019; G. D. Wright, 2005). De acuerdo a la clasificacion de Ambler, la cual se

basa en la homologia de secuencias de las B-lactamasas, estas se clasifican en 4
grupos, A, B, Cy D. las de clase A, C y D tienen un residuo de serina como sitio
hidrolitico de los B-lactamico, llamadas también serino B-lactamasas, mientras que
las de clase B requieren Zn2* como cofactor para realizar su accién hidrolitica (Bush

& Jacoby, 2010; Pang et al., 2019). AmpC de P. aeruginosa, pertenece al grupo C,

la clase D esta integrada por enzimas tipo OXA, las cuales fueron inicialmente
identificadas en P. aeruginosa (Rawat & Nair, 2010). Las B-lactamasas de espectro
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extendido se encuentra mayoritariamente clasificadas en el grupo A y tienen un
amplio rango de resistencia a la mayoria de los B-lactdmicos, incluyendo penicilinas,

cefalosporinas y aztreonam (Paterson & Bonomo, 2005; Rawat & Nair, 2010). Para

combatir la actividad de las B-lactamasas, se crearon estrategias con inhibidores de
estas enzimas en combinacion con un B-lactdmico para hacer un efecto sinérgico.
Algunos de los inhibidores son acido clavulanico y tazobactam (Drawz & Bonomo,
2010; Pang et al., 2019).

Los aminoglicésidos, los cuales contienen un anillo amociclitol unido al azucar

amino por enlaces glucosidicos (Pang et al., 2019; Ratjen, Brockhaus, & Angyalosi,

2009) son un grupo de antibiéticos utilizados en el tratamiento de infecciones por P.
aeruginosa, la resistencia asociada a esta familia de antibiético es ocasionada por
multiples factores como la reduccion en la permeabilidad de la membrana,
incremento de las bombas de flujo, cambios ribosomales y enzimas modificadoras.
Entre estos mecanismos, la modificacion enzimética de los grupos amino y glicésido
en la estructura molecular juega un importante papel en la resistencia a este grupo

de antibidticos (Pang et al., 2019; Ratjen et al., 2009). Los tres tipos de enzimas

modificadoras de aminoglicésidos que han sido descubiertas en bacterias son:
aminoglicésido fosfotransferasa (APH por sus siglas en inglés), aminoglicésido
acetiltransferasa (AAC) y aminoglicésido nucleotidiltransferasa (ANT) (Ramirez &

Tolmasky, 2010). En P. aeruginosa APH es quien se encarga de la transferencia de

un grupo fosforil a el 3-hidroxil de los aminoglicésidos como kanamicina, neomicina
y estreptomicina permitiendo de esta forma la inactivacion de estos antibidticos
(Hachler, Santanam, & Kayser, 1996; Hainrichson et al., 2007; Pang et al., 2019; K.

Poole, 2005). Por otro lado las AAC de P. aeruginosa transfieren un grupo acetil por
un grupo amino en la posicion 3’y 6°de los aminoglicosidos, dicho cambio es el
responsable de la inactivacibn de la gentamicina, tobramicina, netilmicina,

kanamicina y amikacina (Pang et al., 2019; K. Poole, 2005), por otro lado ANT

confiere resistencia a gentamicina, amikacina y tobramicina mediante la
transferencia de un adenililo al grupo amino o hidroxilo de los aminoglicosidos
(Jacoby et al., 1990; Pang et al., 2019; Subedi, Vijay, & Willcox, 2018).
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1.9.2 Resistencia adquirida.

Las bacterias pueden ganar resistencia a antibiéticos a través de cambios
mutacionales o adquisicibn de genes de resistencia mediante la transferencia
horizontal de los mismos (Munita & Arias, 2016; Pang et al., 2019). Aunado a la alta

resistencia intrinseca de P. aeruginosa la presencia de resistencia adquirida origina
aislados clinicos multidrogorresistentes, lo cual complica la erradicacién de estos
microorganismos y permite el aumento de casos de infecciones persistentes
(Henrichfreise, Wiegand, Pfister, & Wiedemann, 2007; Pang et al., 2019).

1.9.2.1 Resistencia por mutaciones

Los cambios mutacionales son capaces de reducir la captacién de antibidticos, por
modificacién de los genes blancos, sobreexpresion de bombas de eflujo y enzimas
inactivadoras de antibiéticos, permitiendo la supervivencia de las bacterias en

presencia de moléculas antimicrobianas (Munita & Arias, 2016; Pang et al., 2019).

Mutaciones espontaneas pueden afectar la expresidbn o funcion de porinas,
reduciendo la permeabilidad de la membrana y aumentando la resistencia en la

célula bacteriana (Fernandez & Hancock, 2012; Pang et al., 2019). Una deficiencia

en OprD en P. aeruginosa confiere altos niveles de resistencia a carbapenémicos,
especialmente a imipenem (Fang et al., 2014; X. Z. Li & Nikaido, 2009; Pang et al.,
2019; Wolter, Hanson, & Lister, 2004).

La sobreexpresion de la bomba de eflujo MexAB-OprM ocurre como consecuencia
de mutaciones en los represores transcripcionales mexR, nalB, nalC o nalD, y
permite la resistencia bacteriana contra los p-lactamicos y fluoroquinolonas (Braz,
Furlan, Fernandes, & Stehling, 2016; Pang et al., 2019; Saito, Yoneyama, & Nakae,
1999; Srikumar, Paul, & Poole, 2000; Tian, Yi, Cho, O'Gara, & Wang, 2016). La

mutacion de mexZ produce la sobreexpresion de MexXY-OprM se asocia con el

incremento en la resistencia a aminoglicésidos, B-lactamicos y fluoroquinolonas en

aislados clinicos de P. aeruginosa (Baum et al., 2009; Guenard et al., 2014),

mientras que las mutaciones en nfxB, el cual codifica para un regulador

transcripcional propicia la sobreexpresion de MexCD-OprJ reduciendo la
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susceptibilidad a B-lactamicos y carbapenémicos (Okamoto et al., 2002; Pang et al.,

2019; K. Poole et al., 1996). Existen otras mutaciones asociadas a la modificacion

de los sitios blanco como lo es el caso de resistencia a fluoroquinolonas, estas
mutaciones estan presentes en los genes que codifican para la DNA girasa (gyrAy
gyrB) y la topoisomerasa IV (parC y parE) lo que provoca una disminucién en el sitio
de unién de las fluoroquinolonas (Aldred et al., 2014; Bruchmann, Dotsch, Nouri,
Chaberny, & Haussler, 2013; Munita & Arias, 2016; Pang et al., 2019). Asimismo,

existen aislados con mutaciones ribosomales las cuales producen altos niveles de
resistencia a aminoglicésidos dado que esta familia de antibiéticos inhibe la sintesis
de proteinas debido a que el blanco es la subunidad ribosomal 30S (El'Garch

Jeannot, Hocquet, Llanes-Barakat, & Plesiat, 2007; Panqg et al., 2019). La resistencia

a miembros de la familia de las polimixinas se debe a mutaciones en el sistema de
dos componentes PhoPQ/PhoA lo que promueve la adicion de aminoarabinosa al
lipido A (Boll, Radziejewska-Lebrecht, Warth, Krajewska-Pietrasik, & Mayer, 1994;
A. K. Miller et al., 2011; Owusu-Anim & Kwon, 2012; Pang et al., 2019).

Como ya se habia mencionado previamente, P. aeruginosa tiene intrinsecamente
una B-lactamasa del grupo C, codificada por el gen ampC, las mutaciones en este
gen conllevan a la hiperproduccion de AmpC lo que promueve la resistencia a las

cefalosporinas (Berrazeg et al., 2015; Pang et al., 2019), mientras que mutaciones

en el represor de la expresion de ampC, ampD, también conlleva a la

hiperproduccion de esta B-lactamasa (Juan et al., 2005; Pang et al., 2019).

1.9.2.2 Resistencia por genes adquiridos

Los genes de resistencia pueden estar presente y ser portados por plasmidos,
transposones, integrones y profagos. Las bacterias pueden adquirir estos genes por
transferencia horizontal y una vez que los poseen pueden pasarlos a las siguientes

generaciones de manera vertical (imagen 26) (Breidenstein, de la Fuente-Nunez, &

Hancock, 2011; Pang et al., 2019). Sin duda alguna, estas cualidades de las

bacterias para adquirir este tipo de genes representan uno de los retos mas grandes

64



en salud publica, esto debido a la facilidad con la que estos genes pueden
diseminarse de especia a especie.

Los integrones son elementos genéticos que se insertan en casetes genéticos
moviles dentro de sitios especificos via recombinacion sitio-especifica (R. M. Hall &

Collis, 1995; Pang et al., 2019) los cuales tienen un rol importante en la diseminacion

de resistencia a antibiéticos entre P. aeruginosa (J. Chen et al., 2009; Khosravi,
Motahar, & Abbasi Montazeri, 2017; Odumosu, Adeniyi, & Chandra, 2013; Pang et

al., 2019). Los principales mecanismos de transferencia de gene involucran la

transformacion, transduccién y conjugacién, estos procesos no son exclusivos de
P. aeruginosa sino es una estrategia de la mayoria de las bacterias, es por eso que
la transferencia horizontal de genes de resistencia constituyen una preocupacion en
el control de infecciones (Arber, 2014; Dzidic & Bedekovic, 2003; Pang et al., 2019).

Se han descrito eventos de transferencia horizontal que confiere resistencia a
aminoglicosidos y B-lactamicos en diversas bacterias, incluyendo P. aeruginosa
(Bonomo & Szabo, 2006; Cavalcanti et al., 2015; D. J. Hong et al., 2015; Nikokar et
al., 2013; Odumosu et al., 2013; Pang et al., 2019; Yan et al., 2006). Seis tipos de

metalo-B-lactamasas se han encontrado en elementos genéticos, estas enzimas

tienen la habilidad de hidrolizar la mayoria de los B-lactdmicos incluyendo los
carbapenémicos, estas enzimas son: imipenemasa (IMP), metalo-B-lactamasa
integron-codificada Verona (VIM por sus siglas en inglés Verona integron-encoded
metallo- B-lactamase), Sao-Paulo metalo-B-lactamasa (SPM), imipenemasa
Alemania (GIM Germany imipenemase), Nueva Delhi metalo-B-lactamasa (NDM) y
Florencia imipenemasa (FIM) (D. J. Hong et al., 2015; Pang et al., 2019). Estos

genes se han encontrado en integrones y plasmidos. (Bonomo & Szabo, 2006;
Castanheira, Toleman, Jones, Schmidt, & Walsh, 2004; Cavalcanti et al., 2015;
Khajuria, Praharaj, Kumar, & Grover, 2013; Pang et al., 2019; Yan et al., 2006)
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1.10 Infecciones por Pseudomonas aeruginosa.

A pesar de que P. aeruginosa es un patdgeno oportunista bien documentado
alrededor del mundo, en nuestro pais no existe informacioén gubernamental actual
sobre la distribucibn de este microorganismo, de igual manera, las tasas de
resistencia, desde la perspectiva oficial, se desconocen. Sin embargo, la
informacion existente relacionada a frecuencia de aislamiento y patrones de
susceptibilidad nacen como resultado de proveer esa informacién a todos los
actores nacionales que la necesiten, de tal manera que la informacion existente
nace de la iniciativa de los investigadores mexicanos para subsanar dicha

problemética.

Actualmente existen dos grupos en el pais que, en un intento titanico, comienzan a
mostrar el alcance de este microorganismo. Ambas redes de multidrogorresistencia
se encuentran amparadas bajo dos casas de estudios importantes en el pais, por
un lado, la red PUCRA (Plan Universitario de Control de la Resistencia
Antimicrobiana), la cual pertenece al Programa Universitario de Investigacion en

Salud de la Universidad Nacional Autonoma de México bajo la direccion del Dr.
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Samuel Ponce de Ledn Rosales. El reporte de la red PUCRA correspondiente al
2018, en el cual participaron 22 instituciones de salud correspondientes a 8
entidades federativas, las cuales son: Ciudad de México, Estado de México, Puebla,
Guanajuato, Durango, Jalisco, Guerrero y Nuevo Ledn, mostré que el tercer bacilo
Gram negativo mas reportado en hemocultivos fue Pseudomonas aeruginosa con

una cantidad de 1,417 cepas clinicas aisladas de dichas muestras (Rosales, 2019).

Por otro lado, la red tematica INVIFAR (Investigacion y Vigilancia de la
Farmacorresistencia) bajo el liderazgo de la Dra. Elvira Garza Gonzéalez del Hospital
Universitario Dr. José Eleuterio Gonzalez, perteneciente a la Universidad Autbnoma
de Nuevo Leo6n, convoco a 47 instituciones de salud, tanto publicas como privadas,
pertenecientes a 19 estados de la republica. Las entidades federativas participantes
son: Aguascalientes, Baja California, Baja California Sur, Chiapas, Chihuahua,
Ciudad de México, Colima, Estado de México, Guanajuato, Guerrero, Jalisco,
Michoacan, Morelos, Nuevo Ledn, Puebla, Quintana Roo, Tamaulipas, Veracruz y

Yucatan (Garza-Gonzalez et al., 2019). Al igual que con la red PUCRA,

Pseudomonas aeruginosa representd el tercer bacilo Gram negativo con mas cepas
reportadas en el estudio. Se reportaron al estudio un total de 1,995 aislados clinicos,
dentro de esas muestras se analizaron las que provenian de muestras respiratorias

(370), orina (342), sangre (197) y liquido cefalorraquideo (28) (Garza-Gonzalez et

al., 2019). En la imagen 27 se observa las entidades federativas que participan en
ambas redes. Si bien, existe cierto sesgo de seleccion debido a que ambas redes
solicitaron puntualmente los datos referentes a los aislados reportados, se debe
tomar en consideracion que existen factores que influyen y posicionan a P.
aeruginosa como el tercer bacilo Gram negativo con el mayor nimero de cepas
estudiadas. Algunos de los factores a considerar son el tipo de centro de salud
participantes, la mayoria son centros de salud de primer y segundo nivel, asimismo,
la presencia de hospitales privados, lo que permite que se estén reportando mas
microorganismos asociados a comunidades. Evidentemente un porcentaje de las E.
coli y K. pneumoniae pueden estar asociados a infecciones nosocomiales, sin
embargo, debido al objetivo de ambas redes, y al disefio del estudio, no es posible

discernir en la naturaleza de dichos aislados, por otro lado, es pertinente tomar en
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consideracion que cierto porcentaje pueda constituir parte de la microbiota propia

de cada institucion de salud.

Imagen 27. Entidades
federativas participantes en las
redes PUCRA e INVIFAR

Rosales, 2019).

En Estados Unidos, en el 2017, P. aeruginosa multidrogorresistente ocasioné un
estimado de 32,600 infecciones en pacientes hospitalizados y 2,700 muertes
asociadas a dicho microorganismo (grafico 2) (CDC, 2019b). Por otro lado, los
costos asociados al tratamiento ocasionado por P. aeruginosa ascendié a los 767
millones de ddlares en el 2017 (CDC, 2019a, 2019b). Con los datos publicados en

México y la informacion gubernamental de Estados Unidos, llama la atencion el

impacto que tiene la multidrogorresistencia en P. aeruginosa.
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Gréfico 2. Casos de P. aeruginosa sobre tiempo. Informacion de los centros de control y prevencion
de enfermedades de Estados Unidos (CDC, 2019a).

Estudios publicados por Jim O Neill estiman que para el 2050 habra méas muertes
asociadas a infecciones por microorganismos multidrogorresistentes que por otras
patologias, las cuales ya tienen asociada una tasa de mortalidad per se, como
cancer o diabetes, por ejemplo. Se estima una tasa de mortalidad de alrededor de
los 10 millones, mientras que para el caso de cancer la estimacion es de

aproximadamente 8.2 millones y diabetes 1.5 millones (imagen 28) (O’Neill, 2016).

Si bien la tasa de mortalidad asociada es el factor mas relevante por el impacto que
representa en salud publica la vida de las personas, también es necesario
mencionar que se realizaron estimaciones sobre el impacto economico que
representard la multidrogorresistencia alrededor del mundo, se menciona que
existird una pérdida del producto interno bruto que va de 60-100.2 billones de
dolares (grafico 3). Las estimaciones también se enfocan en la tasa de mortalidad
por cada 10,000 habitantes y se visualizan en los 5 continentes. Se espera que el
continente  asiatico presente 4,730,000 defunciones asociadas a la
multidrogorresistencia, en segundo lugar, el continente africano con 4,150,000,
mientras que para el continente americano las estimaciones alcanzan los 709,000
decesos (317,000 para Norteamérica, donde se encuentra incluido México y
392,000 para Sudameérica). En Europa se estiman 390,000 pérdidas de vidas
humanas y en Oceania 22,000 (imagen 29) (O Neill, 2014).
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Imagen 28. Representacién esquematica de muertes atribuibles a microorganismos
multidrogorresistentes para el 2050, comparacién con otras causas de decesos. Imagen tomada de
(O'Neill, 2016).

70



=] [=] =] =]
o m ~F uny
=] [=] o =]
~ (] ~ ~

Total GDP loss
$100.2 trillion

2014

-28T

-4ST|

-65T

-8ST

-108T

Gréafico 3. Impacto de la multidrogorresistencia en el producto interno bruto mundial. Pérdida
acumulada para el 2050 de 100.2 billones de d6lares. Grafico tomado de (O"Neill, 2014)
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Imagen 29. Muertes atribuibles a la multidrogorresistencia alrededor del mundo. Proyecciones para
el 2050. Imagen tomada de (O"Neill, 2014).
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Ante esta problematica mundial y el posible panorama que podria presentarse,
aunado a la creciente tasa de resistencia alrededor del mundo, la organizacion
mundial de la salud (OMS), en febrero del 2017 publicé una lista en la que da a
conocer cuales son los patdgenos prioritarios para realizar investigaciones y crear
antibiéticos, esto derivado a la multidrogorresistencia que presentan y el impacto a
la salud que poseen (imagen 30) (Tacconelli, 2017).

Priority 1: CRITICAL*

Acinetobacter baumannii, carbapenem-resistant

Pseudomonas aeruginosa, carbapenem-resistant

Enterobacteriaceas®, carbapenem-resistant, 3™ generation
cephalosporinresistant

Priority 2: HIGH

Enterococcus faecium, vancomycin-resistant

Staphylococcus aureus, methicillin-resistant, vancomycin
intermediate and resistant

Helicobacter pyleri, clarithromycin-resistant
Campylobacter, fluoroquinolone-resistant
Salmenella spp., fluoroguinclone-resistant

Neisseria gonorriioeae, 3™ generation cephalosporin-resistant,
fluoroquinolone-resistant

Priority 3: MEDIUM

Streptococcus pneamoniae, penicillin-non-susceptible
Haemophilus influenzae, ampicillin-resistant

Shigella spp., fluoroquinolone-resistant

# Mycobacteria (including Mycobacterium fuberculosis, the cause of human tuberculosis), was not
subjected to review for inclusion in this priontization exercise as it is already a globally established
priority for which innovative new treatments are urgently needed.

* Enterobacteriaceae include: Kiebsiella pneumonia, Escherichia coli, Enterobacter spp., Serrafia spp.,

Proteus spp., and Providencia spp, Morganella spp.
Imagen 30. Lista de patégenos prioritaria por la Organizacion Mundial de la salud para investigacion
y desarrollo de nuevos antibidticos. En rojo prioridad critica. Enterobacteriaceae incluye K.
pneumoniae, E. coli, Enterobacter spp., Serratia spp., Proteus spp. y Morganella spp. Naranja
prioridad alta y amarillo prioridad media. Imagentomada de (Tacconelli, 2017).
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Ante esta problematica, se han descubierto y desarrollado algunas moléculas
antibidticas, unas de novo y otras combinaciones de nuevas moléculas con algunas

ya conocidas.

Uno de los nuevos antibiéticos descubiertos posee actividad contra los Gram
positivos (principalmente Staphylococcus aureus), es un compuesto nuevo, el cual
es producido por una B-protecbacteria a la cual se le asigné el nombre Eleftheria
terrae, dicha molécula se denominé como Teixobactina y la cual después de hacer
varios pases no gener6 resistencia al mismo (McCarthy, 2019; G. Wright, 2015;
Zong et al., 2019).

Darobactina es una de las mas recientes moléculas descubiertas, nuevamente,
antes de apostar a la derivatizacion quimica, en la cual a partir de las moléculas ya
existente se crean nuevas moléculas semisintéticas por adicion de diversos grupos
funcionales en su estructura quimica. Ademas, los investigadores regresaron a la
fuente primaria, a aislar microorganismos quienes poseen el armamento para
defenderse de otros microorganismos. Darobactina se logré aislar de Photorhabdus
khanii, la cual es una y-proteobacteria perteneciente al orden de los
Enterobacterales y a la familia Morganellaceae. El disefio comparativo tiene sesgos
debido a que se compara con el antbidtico ampiciina y se observan
concentraciones muy altas para P. aeruginosa y K. pneumoniae, hay que tomar en
cuenta que particularmente estas dos bacterias poseen resistencia intrinseca para
este antibiético, sin embargo, aparentemente presenta actividad contra bacterias
resistentes. Esta molécula ain se encuentra en fase experimental dado que el

articulo fue recientemente publicado (Imai et al., 2019). Pero se une al requerimiento

de la OMS para buscar nuevas moléculas para investigar y desarrollar nuevos

antibiéticos (Tacconelli, 2017).

Por otro lado, en la carrera contra la multidrogorresistencia en Gram negativos,
algunos antibiéticos han aparecido, tal es el caso de ceftazidima/avibactam, si bien

la ceftazidima es un antibiético con el que ya se contaba, la cual pertenece a la
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familia de las cefalosporinas y es de tercera generacion, este antibidtico es de
amplio espectro con accion contra Gram positivos y Gram negativos, incluida P.
aeruginosa, se desarrollé un nuevo inhibidor denominado Avibactam. Este inhibidor
fue patentado en el 2011, es un inhibidor de B-lactamasas no B-lactamico
(diazabiciclooctano) el cual posee actividad inhibitoria contra enzimas B-lactamasas
(incluidas carbapenemasas) de la clase A, Cy algunas de la clase D (OXA-48) pero

no contra clase B (metalo-B-lactamasas) (Karaiskos, Lagou, Pontikis, Rapti, &

Poulakou, 2019; Zhanel et al., 2013). Este antibidtico es exitoso para atacar aislados

clinicos de P. aeruginosa multidrogorresistentes no productores de metalo-B-
lactamasas. Sin embargo, en aislados de P. aeruginosa productoras de NDM, VIM,
IMP, la ceftazidima es hidrolizada por estas enzimas a las cuales el inhibidor

avibactam no es capaz de inhibir.

Meropenem/vaborbactam es otro antibiético hibrido que combina un antibiético
conocido como lo es el carbapenémico meropenem mas un inhibidor de [-

lactamasas no B-lactdmico (Hecker et al., 2015). El vaborbactam es un derivado

ciclico del acido borénico, el cual es capaz de inhibir las serin B-lactamasas. Este
inhibidor actia mediante la formacion de un enlace covalente entre el residuo del
boro con la serina (Lapuebla et al., 2015). Posee actividad contra (3-lactamasas del
grupo A (KPC-2, KPC-3, BKC-1, FRI-1 y SME-2 del grupo de las carbapenemasas,
del grupo de las B-lactamasas de espectro extendido: CTX-M, SHV, y TEM), clase
C (CMY, P99) y minima frente a la clase D (OXA-48). Para la clase B (metalo-B-

lactamasa) su actividad es técnicamente nula (Karaiskos et al., 2019).

Ceftolozano/Tazobactam, es nuevamente una molécula hibrida que conjuga a un
inhibidor de B-lactamasas ya conocido como lo es el tazobactam con una nueva
molécula que es el ceftolozano la cual es una oxiimino-cefalosporina. Posee una
alta actividad en P. aeruginosa susceptibles y con mecanismos de resistencia como
bombas de flujo y porinas, pero es facilmente hidrolizable por carbapenemasas del
grupo A (KPC y GES) y del grupo B (NDM, IMP, VIM). Posee poca actividad contra
el grupo D (OXA-48).
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Dado que la presencia de metalo-B-lactamasas son las que limitan el uso de ciertos
antibiéticos como ceftazidima/avibactam, meropenem/vaborbactam y
ceftolozano/tazobactam, se ha recomendado la mezcla de aztreonam/avibactam
como estrategia para hacer frente a los aislados multidrogorresistentes productores
de metalo-B-lactamasas. El aztreonam es una molécula que no se ve hidrolizada
por las enzimas de clase B, por lo que esta mezcla, en principio restauraria el

fenotipo susceptible (Sader et al., 2018).

Por ultimo, existe una molécula que sugiere ser una promesa, es el caballo de Troya
gue utiliza los procesos fisiologicos de las bacterias, principalmente P. aeruginosa
para poder entrar a la célula bacteriana y llevar a cabo su mecanismo de accion.
Este antibidtico es el cefiderocol. Es una nueva cefalosporina sideréforo con el
grupo catecol sustituido el cual posee una potente actividad contra Enterobacterales
y bacilos Gram negativos no fermentadores multidrogorresistentes y productores de
carbapenemasas. La estructura quimica del cefiderocol es muy similar a la que tiene
la ceftazidima y el cefepime mas la presencia de un catecol que funciona como
sider6foro, es decir, le permite captar hierro. Este catecol ademas de engafiar a la
célula bacteriana, quien produce sideroforos para poder llevar a cabo parte de su
metabolismo, en el caso de P. aeruginosa es la pioverdina y un segundo sideroforo

es la pioquelina, le proporciona estabilidad contra las B-lactamasas (Zhanel et al.,

2019). Al captar el hierro, el sideréforo internaliza al mismo por transporte activo, en
el caso de P. aeruginosa es mediante el transporte de hierro PiuA, una vez dentro
libera el hierro en el periplasma y la cefalosporina es la que hace el efecto
bactericida al unirse a la PBP3, inhibiendo de esta forma la sintesis del
peptidoglucano, es por esto que a la molécula se le conoce como caballo de Troya,
porgue engafia al propio sistema bacteriano haciéndole creer que el sideroforo

forma parte de los que el produce (Zhanel et al., 2019).

Ante estos mecanismos de accion la presencia de genes de resistencia en los

aislados clinicos de P. aeruginosa la convierte cada dia en un microorganismo de
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compleja erradicacion en el hospedero humano debido a que los antibiéticos
existentes comienzan a ser limitados. La ultima linea de accién sigue siendo las
polimixinas, en particular la colistina (polimixina E). Este es un antibiético
descubierto en 1940, sin embargo, su introduccion como tratamiento fue hasta 1950.
Derivado del aumento en la resistencia de Gram negativos, se ha comenzado a
utilizar nuevamente a pesar de que es una molécula con varios efectos adversos,

entre los que podemos enumerar la nefro y neurotoxicidad (Lim et al., 2010). Sin

embargo, cada vez, debido a su uso y por ende a la presion de seleccion, se estan
encontrando aislados clinicos resistentes. En el caso de los Enterobacterales como
K. pneumoniae se han visto la presencia de genes de resistencia que agregan grupo

fosfato al LPS, el gen es el mcr (Bialvaei & Samadi Kafil, 2015). Si bien los

mecanismos de resistencia se siguen investigando, el principal mecanismo de
resistencia en Gram negativos involucra una disminucion del antibidtico en la
membrana externa de las bacterias. Esto debido a la modificacion del LPS por
sistemas de dos componentes como PhoPQ y PmrAB. Ambos producen un LPS

menos aniénico (Bialvaei & Samadi Kafil, 2015).
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Imagen 31. Estructuras quimicas de las nuevas moléculas antibiéticas.
Ante estos problemas de salud publica y mundial que supone la

multidrogorresistencia se han dividido los abordajes en tres rubros principales.
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1. Generacion de nuevos antibiéticos o antibiéticos hibridos (moléculas nuevas
con moléculas existentes para tener un efecto sinérgico) (imagen 31).

2. Reutilizacion de moléculas existentes que, en principio fueron concebidas
para el tratamiento de diferentes patologias como lo es el caso de un
antitumoral con actividad antimicrobiana como lo es la mitomicina (Cruz-

Muniz et al., 2017) o galio, el cual tiene un mimetismo con el hierro, pero a

diferencia de este ultimo, no sufre cambios o6xido-reductivos (E. Lopez-
Jacome et al., 2019).

3. Estrategias anti-percepcion de quérum.

1.11 Estrategias Anti-percepcion de quoérum.

Como ya se ha mencionado anteriormente el sistema de percepcion de quérum
coordina de forma social una gran cantidad de factores de virulencia que la célula
bacteriana necesita para asegurar su existencia en determinados nichos biologicos.
De tal manera que, inhibiendo este sistema de comunicacion bacteriana, el
supuesto a cumplirse es que los microorganismos no tendran oportunidad de
desplegar toda la respuesta génica coordinada y, en principio, el hospedero, en este
caso el humano, con la ayuda de su respuesta inmune deberia ser capaz de
combatir o clarear el proceso infeccioso coadyuvando con tratamientos meédicos
conservadores. Algo que ha sonado interesante de estas estrategias es que, en
principio, esto no implica una presion de seleccion que obligue al microorganismo a
montar una respuesta al ver comprometida su existencia de manera directa, esto
debido a que los blancos son factores de virulencia, que como ya se menciond,
necesitan las bacterias para permanecer en nichos bioldgicos, el humano incluido
(Fleitas Martinez et al., 2018).

Debido a que en bacilos Gram negativos, el sistema de comunicacién predominante
es el derivado de las AHL, se han propuesto algunas estrategias que tiene como
blanco algunos de los elementos que constituyen este sistema. En laimagen 32 se

esguematizan las estrategias propuestas.
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Imagen 32. Esquematizacion general del sistema de las AHL y las estrategias de inhibicion de cada

uno de los componentes. Flecha negra con triangulo: inactivaciéon de la molécula sefial

(autoinductor), flecha con octagono y R: inactivacion del regulador transcripcional, flecha con

hexagono blanco e I: inactivacion de la sintasa. Imagen tomada de (Fetzner, 2015).

De manera general se proponen 3 blancos para el disefio de estrategias inhibitorias

del sistema de percepcion de quérum asociado a las AHL:

1.

Inhibicion de la sintasa. La seleccion de este blanco se basa en que, al inhibir
la sintasa, la célula bacteriana no es capaz de producir autoinductores y por
lo tanto se trunca, desde la biosintesis, la respuesta génica.

Inhibicién del regulador transcripcional. Esto se basa en que la sintasa puede
estar activa produciendo autoinductores, sin embargo, al estar inhibido el
receptor transcripcional tampoco se podria llevar a cabo la respuesta génica
coordinada.

Degradacion del autoinductor. La sintasa tiene accién y se producen
autoinductores, sin embargo, este es degradado, impidiendo de esta manera
la dimerizacion con el regulador transcripcional y de esta forma se trunca,

nuevamente, la respuesta génica coordinada, y, por lo tanto, la célula no es
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capaz de producir los factores de virulencia necesarios para acondicionar el

microambiente.

1.11.1 Inhibicion de la biosintesis de AHL.
La principal estrategia consiste en inhibir la biosintesis de la S-adenosilmetionina,
esto ocasionaria la interferencia con la generacion de acil-proteina acarreadora de

acil (ACP) o la inactivacion de la enzima sintasa (Gilson, Kuo, & Dunlap, 1995;

Parsek, Val, Hanzelka, Cronan, & Greenberg, 1999). Sin embargo, este rubro no ha

sido explorado a profundidad, por lo que la informacion al respecto es limitada
(LaSarre & Federle, 2013).

La enzima Fabl (dinucle6tido de nicotinamida reducido (NADH)-dependiente de
enoil-ACP reductasa) es la enzima bacteriana responsable del paso final de la

catélisis en la biosintesis de acil-ACP, proveyendo de esta forma las cadenas

aciladas para la sintesis de las AHL (LaSarre & Federle, 2013). Hong y Scheweizer
demostraron que la Fabl es una de las mdultiples enoil-ACP presentes en P.
aeruginosa y la cual esta involucrada directamente con la sintesis de C4HSL.
Determinaron que triclosan mostré una supresion importante en la sintesis de
C4HSL en un sistema in vitro. Sin embargo, P. aeruginosa es resistente a triclosan

debido a sus bombas de eflujo (Hoang & Schweizer, 1999).

1.11.2 Inhibicién de la deteccién de la sefial.

Diversos grupos han examinado las interacciones de las proteinas receptoras LUxR-
similar, TraR y LasR, tanto con moléculas AHL naturales o no naturales (disefiadas,
sintetizadas) y han evaluado las actividades subsecuentes. Ademas de las
variaciones en la longitud de la cadena AHL, saturacion y oxidacion de los estados
naturales de AHL, un gran nimero de compuestos analogos no naturales han sido
sintetizados y probados a la fecha, entre ellos tiolactonas (Mclnnis & Blackwell,
2011; Passador et al, 1996), lactamicos (Malladi et al., 2011),
triazolilhidrofuranonas (Brackman et al., 2012) y analogos de la urea (Brackman et
al., 2012; LaSarre & Federle, 2013).
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Los andlogos han demostrado tener un amplio rango de actividad, incluyendo
aguellos que no tienen, aquellos que manifiestan puro agonismo 0 antagonismo
puro, agonismo parcial y agonismo sinérgico (Eberhard, Widrig, McBath, &
Schineller, 1986; Geske, O'Neill, Miller, Mattmann, & Blackwell, 2007; LaSarre &
Federle, 2013; Malladi et al., 2011).

Entre las primeras moléculas pequefias, naturales, descritas se encuentran las
furanonas bromadas, sin embargo, debido a su toxicidad aun siguen con problemas
comerciales para su aplicacion terapéutica. Las furanonas se han utilizado para
entender la sefalizacion y las consecuencias de la inhibicion (LaSarre & Federle,
2013).

De 1974 a 1981, el instituto de investigacion Roche de farmacologia marina
recolectd muestras marinas con el propdsito de encontrar nuevas moléculas con
actividades antimicrobianas. Encontraron diversas algas, incluidas las del género
Delisea, con actividad antimicrobiana de amplio espectro contra bacterias Gram
negativas y Gram positivas (LaSarre & Federle, 2013; Reichelt & Borowitzka, 1984).

Estudios subsecuentes se centraron en Delisea pulcra, la cual no solo presentaba
metabolitos secundarios, sino que tampoco presentaba colonizacién bacteriana,
asimismo, se documentd que los compuestos caracterizados de esta alga eran
halogenados, y furanonas bromadas. A partir de este momento, nuevas furanonas
fueron sintetizadas quimicamente y se encontraron 2 con actividades anti-
percepcion de quoérum, furanona C30 y C56. Este compuesto se probd contra P
aeruginosa, Aliivibrio fischeri y E. coli (Christensen et al., 2007; Hentzer et al., 2002;
LaSarre & Federle, 2013; Manefield et al., 2002).

Este compuesto ha mostrado buenos resultados en la inhibicion del sistema de la
percepcion de quorum, pero el tema de la toxicidad se mantiene como limitante para
la utilizacion amplia de esta estrategia. C30 y C2 resultan letales en 4 h en truchas
(se probaron (1 uM de C30 y 24 uM de C2). En otros experimentos, se utilizaron
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fibroblastos humanos y se encontré que C56 es téxico a 10 uM, C30 no mostré
toxicidad en células de cancer humano Hela (LaSarre & Federle, 2013; Rasch et

al., 2004; Tinh et al., 2007). Ademas, a pesar de la efectividad en la disminucién de

los factores de virulencia en aislados clinicos de P. aeruginosa, se ha informado de
la presencia de mecanismos de resistencia a este compuesto, esto atribuible a las
bombas de flujo MexAB-OpmR (Garcia-Contreras et al., 2013).

1.11.3 Inhibicion de la sefial.

Comparado con las estrategias antibidticas, ya sean bactericidas o bacteriostaticas,
la inhibicion del sistema de percepcion de quérum no interfiere, generalmente, con
el la cinética de crecimiento del microorganismo, esto disminuiria la posibilidad de
generar resistencia debido a la presion de seleccion (Defoirdt, Boon, & Bossier,
2010; Fetzner, 2015).

Esta estrategia consiste en la degradacién o inhibicion de la sefial, de tal manera
gue, aunque la sintasa esté trabajando y produciendo la molécula autoinductora, v,
por otro lado, el regulador transcripcional sea funcional, el hecho de eliminar el
inductor liberado impedira su interaccion con el regulador transcripcional y por lo

tanto no la induccion génica.

Este rubro puede llevarse por una lactondlisis. Mediante reacciones quimicas, en
un ambiente alcalino, el anillo de lactona sufre un ataque nucleofilico y se rompe,
guedando inactivada la molécula. Las condiciones de pH deben ser mayores a 7 y

si existe algin cambio que acidifigue el ambiente la lactolizacion puede revertirse

(Turan & Engin, 2018). Por otro lado, esta estrategia esta lidereada por la utilizacion

de enzimas que degradan la molécula autoinductora.

La degradacion enzimética que conlleva a la inactivacion de la molécula de AHL
puede llevarse a cabo mediante 3 clases conocidas de enzimas: lactonasas,

acilasas y oxidorreductasas (LaSarre & Federle, 2013).
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1.11.3.1 Lactonasas

Las lactonasas presentan actividad frente a muchas moléculas sefial AHL y se han
encontrado en una gran diversidad de microorganismos y pertenecen a diferentes
familias de proteinas.

La primera enzima lactonasa con actividad inhibitoria de quérum identificada fue la
AiiA, aislada de Bacillus sp. de la cepa 240B1, esta proteina pertenece a la super

familia de las metalo-B-lactamasas, identificada en el 2000 (Dong, Xu, Li, & Zhang,

2000; LaSarre & Federle, 2013). Otras proteinas lactonasas son similares a las

fosfotriesteradas o son miembros de la familia paroxonasa. Sin embargo, se han
identificado, recientemente, la AiiM y la AidH, las cuales son producidas por
microorganismos asociados a las hojas de las plantas; Microbacterium testaceum
StLB037 y Ochrobactrum sp. T63, respectivamente (LaSarre & Federle, 2013; Mei,
Yan, Turak, Luo, & Zhang, 2010; W. Z. Wang, Morohoshi, Ikenoya, Someya, &

lkeda, 2010). Esto indica que la lactondlisis puede llevarse a cabo por miembros de

la super familia a/B hidrolasa (LaSarre & Federle, 2013).

Las lactonasas que pertenecen a la super familia de las metalo-B-lactamasas tienen
como cofactor al Zn*2 unido al motivo HXHXDH. Para el caso de AiiA de Bacillus sp.
204B1 existen analogos en Bacillus sp. A24, Bacillus thuringiensis y Bacillus grupo
cereus (Dong et al., 2000; LaSarre & Federle, 2013; S. J. Lee et al., 2002; Liu et al.,
2005; Reimmann et al., 2002).

Los miembros de esta familia tienen especificidad para una amplia gama de
sustratos y pueden hidrolizar moléculas AHL con o sin sustituciones en el C3,
asimismo, tienen preferencia por moléculas de cadena mediana a larga de AHL
(LaSarre & Federle, 2013).

Las lactonasas similares a fosfotriesterasas (PLL por sus siglas en inglés
phosphotriesterase-like) son miembros de la super familia amidohidrolasa, poseen

un centro metalico binucleado dentro de un andamiaje estructural tipo barriles (a/f)s
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(también llamados barriles Tim). Las PLLs tienen, generalmente, un amplio espectro
por el sustrato, con preferencia por lactonas hidrofébicas. Algunas PLLs fueron
originalmente aisladas en virtud a su actividad de pesticidas organofosforados
similares al paraoxén y fueron descritas, inicialmente, como paraoxonasas, Sin
embargo, estudios quimicos revelaron que estas enzimas son lactonasas con

actividad organofosfato hidrolasa promiscua (Amitai, Gupta, & Tawfik, 2007;

LaSarre & Federle, 2013). Las PLLs ademas de ser lactonasas naturales, también

tienen actividad contra otras lactonas no AHL (Xiang et al., 2009).

Otro miembro del grupo de las lactonasas son las paraoxonasas (PONS) las cuales
comprenden principalmente lactonasas de mamiferos. Las PONs tienen una
conformacion de hélices B de seis palas con un ion Ca2* estructural y catalitico
(LaSarre & Federle, 2013; Suzuki et al., 2010). La asignacion del nombre se deriva

de la habilidad de la PON1 de mamifero de hidrolizar el paraoxon, el metabolito

activo del pesticida organofosforado paration (LaSarre & Federle, 2013). Existen

reportes de que las células de la via aérea humana son capaces de hidrolizar la
30C12HSL, estudios subsecuentes determinaron que los queratinocitos humanos
producen PON2, la cual también posee la habilidad de hidrolizar la 30C12HSL
(Chun, Ozer, Welsh, Zabner, & Greenberg, 2004; LaSarre & Federle, 2013;
Simanski, Babucke, Eberl, & Harder, 2012).

1.11.3.2 Acilasas

Las acilasas fueron descubiertas poco después de la lactonasa AiiM. La primera
acilasa fue aislada de Variovorax paradoxus la cual, se observo, utilizaba las AHL
como fuente de energia y nitrégeno. La degradacién por una acilasa rompe la AHL
y separa la cadena correspondiente de &cidos grasos. La porcion del acido graso
proporciona la fuente de energia mientras que el anillo de lactona proporciona la
fuente de nitrégeno. Estas acilasas han sido identificadas en P. aeruginosa,
Ralstonia spp., Comamonas spp, Pseudomonas syringae, Shewanella spp,
Ochrobactrum spp., en la cianobacteria Anabaena spp., y en las actinobacterias
Rhodococcus erythropolis W2 y en Streptomyces spp M664 (Czajkowski et al.,
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2011; Chen, Chen, Liao, & Lee, 2009; Huang, Han, Zhang, & Leadbetter, 2003;
LaSarre & Federle, 2013: Leadbetter & Greenberqg, 2000; Lin et al., 2003;
Morohoshi, Nakazawa, Ebata, Kato, & lkeda, 2008; Park et al., 2005; Romero,
Diggle, Heeb, Camara, & Otero, 2008; Shepherd & Lindow, 2009; Sio et al., 2006;
Uroz et al., 2007; Wahjudi et al., 2011).

A diferencia de las lactonasas, las cuales han sido identificadas en varias familias
de proteinas, la mayoria de las acilasas caracterizadas a la fecha son miembros de
la super familia hidrolasa con un nucledfilo N-termina (Ntn). La excepcién a la regla
es la proteina AiiO de Ochrobactrum sp. A44 la cual tiene plegamiento a/p hidrolasa

(Czajkowski et al., 2011). El plegamiento Ntn hidrolasa es caracteristico de las

acilasas B-lactamicas como el de la penicilina G acilasa. La penicilina acilasa de
Kluyvera citrophila es capaz de hidrolizar AHL C6 a C8 con o sin sustituciones 3-

0X0 pero con una eficiencia catalitica baja (Mukherji, Varshney, Panigrahi, Suresh,

& Prabhune, 2014). La mayoria de las acilasas AHL presentan actividad hidrolitica,

preferentemente por las moléculas AHL de cadena larga (sin importar si tienen
sustituciones en el C3 de la cadena acilada). Sin embargo, AiiC de Anabaena sp
PCC7120 (Romero et al., 2008) hidroliza una amplia gama de AHL, incluyendo

cadenas cortas como C4HSL, la sefial del sistema Rhl de P. aeruginosa. La
actividad inhibitoria enzimatica de las acilasas ha sido demostrada en varios
sistemas, indicando que estas enzimas podrian ser utilizadas para el control de la
patogenicidad mediada por las AHL. Comparadas con las lactonasas, se considera
gue las acilasas tienen una ventaja en la aplicacién biotecnolégica debido a que, en
contraste con el producto derivado de las lactonasas, la N-acil homoserin, puede
recircularse en pH &cido, mientras que la reaccion hidrolitica de las acilasas no
puede regenerarse espontaneamente en una sefial funcional de percepcion de
guérum. Sin embargo, el acido graso generado por la acilasa usualmente esta listo

para metabolizarse (imagen 33).
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Imagen 33. Representacion esquematica de la actividad hidrolitica de lactonasas y acilasas. El

blanco de las lactonasas es el anillo de lactona (a), mientras que la delas acilasas es la porcién de

la cadena acilada produciendo un acido graso y una molécula de homoserin lactona no funcional (b).

imagen tomada de (LaSarre & Federle, 2013).

En la tabla 9 se enlistan algunas de las enzimas con actividad anti-percepcion de

guorum descritas y que han sido utilizadas solo en cepas tipo (no clinicas) para

determinar su actividad inhibitoria.

Localizacion/

Proteina Fuente Familiade proteina L N Sustrato
péptido sefial
Lactonasa AHL

B Bacillus spp (grupo Bacillus . - . . C4-, C6-, C8-,C10-HSL; 30C4-,30C6-

AiiA Suaper familia Metalo-B-lactamasa Citoplasmaética
cereus) 30C8-, 30C12HSL; 3-OH-C4HSL
AhlS Solibacillus silvestiis StLB046 Super familia Metalo-B-lactamasa No PS C10-HSL
AhID Arthrobacter sp. IBN110 Super familia Metalo-B-lactamasa No PS C6-, C8-, C10-HSL,30C6-,30C12-HSL
. Agrobacterium tumefaciens C58, ; » C4-, C6-,C7-,C8-,C10-HSL; 30C6-, 30C8-
AttM (AiiB) Super familia Metalo-B-lactamasa No PS
M103 HSL
QsdR1 Rhizobiumsp. NGR234 Suaper familia Metalo-B-lactamasa No PS 30C8-HSL
Klebsiella pneumoniae . .
AhIK Suaper familia Metalo-B-lactamasa No PS C6-HSL, 30C6-HSL
KCTC2241

) . . . C6-, C8-, C10-, C12-HSL; 30C6-, 30C8-,

AidC Chryseobacterium sp. StRB126 Super familia Metalo-B-lactamasa PS
30C10-, 30C12-HSL
Metagenoma de suelo (origen B
QlcA ) . Super familia Metalo-B-lactamasa No PS C6-HSL
acidobacteria)
PPH, identical Lactonasa similar a
to Php of strain Mycobacterium tuberculosis fosfotriesterasa (PLL); super No PS C4-, C10-HSL; 30C8-HSL
H37Rv familia amidohidrolasa
MCP M. avium ssp. paratuberculosis K-
PLL No PS C6-, C7-, C8-,C10-,C12-HSL; 3-0x0-C8-HSL

(MAP3668c) 10
Rhodococcus erythropadis W2,

QsdA (AhlA) SQ1, Micl, MP50, CECT3008;
Rhodococcus sp. BH4
Sulfolobus solfataricus P2 (ATCC
SsoPox

35092)

No PS; asociado a
PLL
célula

PLL No determinado

C4-HSL, C6- a C14-HSLs, con o sin
sustituciones en el C3

C4-, C6-, 8-, C12-HSL;30C6-, 30C8-,
30C10-, 30C12-HSL
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C4-, C8-, C12-HSL;30C8-,30C10-,30C12-

SisLac Sulfolobus islandicus M.16.4 PLL No determinado HSL
Proteina secretada,
asociadacon la
; : . ; C7-,C12, C14-HSL 30C6-,30C10-,30C12-
PON1 Higado y Suero de mamiferos Paraoxonasa (PON) lipoproteina de alta HSL
densidad (HDL) en
suero
Proteina no
secretada
B ) C7-, C12-, C14-HSL;30C6-, 30C10-,
PON2 Todos los tejidos de mamiferos PON transmembranalment
. . 30C12-HSL
e, sitio activo
extracelular
] Proteina secretada,
Higado de mamiferos (y rifiones), .
PON3 PON asociada con HDLen C7-, C12-, C14-HSL 30C12-HSL
suero
suero
= Microbacterium testaceum B C6-, C8-, C10,C12-HSL;30C6-, 30C8-,
AiiM Super familia a/B hidrolasa No PS
StLB037 30C10, 30C12-HSL
; . . . C4-, C6-, C10-HSL;30CC6-,30C8-HSL; 3-
AidH Ochrobactrumsp. T63 Super familia o/ hidrolasa No PS
OH-C6-HSL
DIhR Rhizobiumsp. NGR234 Dienelactona hidrolasa PS 30C8-HSL
Dominio frente al
Pseudoalteromonas Familia GDSL (SGNH) hidrolasa | periplasma, dominio
QsdH ] o ) C14-HSLs; 30C6-,30C8-HSL
byunsanensis 1A01261 (dominio N-terminal) transportador bomba
de flujo tipo RND
. Localizacion/
Proteina Fuente Familiade proteina L 5 Sustrato
péptido sefial
Acilasa AHL
. . C6-, C8-, C10-HSL; 30C6-,30C8-, 30C12-
AhIM Streptomyces sp. M664 Familia NTn hidrolasa Extracelular HSL
X Brucella melitensis 16M (ATCC X
AibP NTn hidrolasa No PS C12-HSL; 30C12HSL
23456)
Cc7-, C8-,C10-,C11-,C12-,C14-HSL;
PvdQ (PA2385) P. aeruginosa PAO1 NTn hidrolasa PS 30C10-, 30C12-, 30C14-HSL; 30H-C12-,
30H-C14-HSL
. . ) Cé6-, C7-, C8-,C10-,C12-,C14-HSL; 30C10,
QuiP (PA1032) P. aeruginosa PAO1 NTn hidrolasa PS 30C12

Asociada a célula,

C4-, C6-, C8-,C10-,C12-,C14-HSL; 30C4-,

AiiC Anabaena sp. PCC7120 NTn hidrolasa 30C6-, 30C8-, 30C10-,30C12-, 30C14-
Ps HSL y correspondiente 30H-Cx-HSLs
C4-, C6-, C10-,C12-,C14-HSL; 30C4,
AiiO Ochrobactrum sp. A44 o/B hidrolasa Citoplasmatica 30C6, 30C8-, 30C10-,30C12-, 30C14-HSL

y correspondiente 30H-Cx-HSLs

Oxidorreductasa

CYP102A1 ) i ) ) ) . C12-aC16-HSL; 30C12-HSL (w-1, w -2, w -
Bacillus megaterium Citocromo P54 monooxigenasa Citoplasmaética . o
(P450BM-3) 3-hidroxilacion)
. Familia Cadena pequefia ) ) 30C12-HSL (NADPH-reducciondependiente
BpiB09 Metagenoma de suelo Citoplasmatica

dehidrogenasa/reductasa (SDR)

para 30H-C12-HSL)

Tabla 9. Enzimas con actividad hidrolitica anti-percepciéon de quérum empleada en aislados tipos (ho

clinicos). Cuadra traducida y tomada de (LaSarre & Federle, 2013). PS: péptido sefial predicho, No

PS: no péptido sefial predicho de la secuencia de aminoacidos.
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1.11.3.3 Oxidorreductasas

Comparado con la abundancia de datos y lactonasas y acilasas, para el caso de las
enzimas oxidorreductasas con actividad inhibitoria del sistema de comunicacion
bacteriana, se han descrito muy pocos reportes de la inactivacion de AHL via
oxidacion o reduccion. Este tipo de inactivacion de AHL fue descrito inicialmente en
Rhodococcus erythropolis, una bacteria capaz de utilizar un rango de AHL tanto

como fuente de carbono como fuente de nitrégeno (Uroz et al., 2005). EI mecanismo

de accidén de estas enzimas es igual que el de las lactonasas, inciden en el anillo de

lactona (Zhang, Feng, Wang, Wang, & Zhang, 2019). Entre las primeras

oxidorreductasas descritas se encuentra la CYP102Al, una citocromo P450
monooxigenasa aislada de Bacillus megaterium la cual es capaz de oxidar las AHL
tanto aquellas con estereoquimica natural o no. Esta misma enzima se encontrd
como agente hidrolitico de 30C12HSL. La accion de las oxidorreductasas sobre las
moléculas no inactiva su funcibn como autoinductores disminuyendo la
sefializacion, por lo que esta estrategia no resulta convincente para su aplicacion
(Bijtenhoorn et al., 2011: Chowdhary et al., 2007; Chowdhary, Stewart, Lopez, &
Haines, 2008; LaSarre & Federle, 2013; Uroz et al., 2005).

La mayoria de las enzimas enlistadas en la tabla 9 se han probado Unicamente en
cepas tipo como la PAO1 o cepas ATCC, por lo que no evallan el comportamiento
en aislados clinicos, que es donde se desea migrar este tipo de estrategias. Por lo
gue el presente trabajo se enfoca en la enzima AiiM.

1.12 Enzima AiiM.

En el 2009, Tomohiro Morohoshi y colaboradores, aislaron de las hojas del cultivo
de papa una bacteria que era capaz de degradar moléculas AHL. Mediante la
secuenciacion del gen 16S identificaron a la bacteria responsable, Microbacterium
testaceum (Morohoshi, Someya, & lkeda, 2009). Microbacterium es un bacilo Gram

positivo, delgado, no capsulado, no formador de esporas. Pertenece al filum
Actinobacteria, clase Actinobacteria, orden Microccocales, familia

Microbacteriaceae (NCBI, 2020). Microbacterium testaceum es una bacteria
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enddfita que reside dentro de las plantas sin causar sintomas de enfermedad
(Morohoshi, Wang, Someya, & lkeda, 2011: Zinniel et al., 2002).

Posteriormente, también el grupo de trabajo que lidera Tsukasa Ikeda, comenzé a
realizar los estudios para caracterizar bioquimicamente la enzima responsable de
la hidrélisis de las moléculas de AHL. EIl gen responsable fue identificado como aiiM
(autoinducer inactivation gene from Microbacterium). En el trabajo realizado
probaron C6-, C8-, C10- y C12- HSL como sustratos de la enzima, observando que
la proteina AiiM era capaz de hidrolizarlas, determinaron, también, que la actividad
relativa, expresada en porcentaje es del 80% a un pH 6.5, mientras que a pH neutro
y de 8 se alcanza la mayor actividad (100%), asimismo, la temperatura de accién
va de aproximadamente 18°C a 60°C con una actividad relativa del 100% (grafico
4) (W. Z. Wang et al., 2010).
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g 3 g g
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Grafico 4. Actividades relativas en condiciones de pH (a) y temperatura (B) de la enzima AiiM (W. Z.
Wang et al., 2010).

AiiM es una proteina compuesta por 243 aminoacidos, con un peso molecular de
26,081.77 Day un punto isoeléctrico de 6.9. Posee un coeficiente de extincion de
Abs 0.1% (=1 g/L) 0.861 (tabla 10) (ProtParam, 2020).
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Amino acid composition: Atomic composition:

Bla (B) 29 11.93
ARrg (R) 19 T.8% Carbon C 1159

Asn (N) O 0.0%  gydrogen H 1840

“f; o 2Tes  Nitrogen N 336

Gln (@ &  2.55 Oxygem O 338

Glu (E) 11 4.5% Sulfur 5 6

Gly (G) 22 9.5%

His (H) 12 4.9%  Formula: Ci1150H1340N336033856

Ile (1) 10 4.1% L

S . Total number of atoms: 3679

Leu (L) 29 11.9%

Lys (E) 3 1.2%

Met (M) 4] 2.5% . s .
Phe (F) 7 5 g3 Tabla 10. Composicion quimica de la proteina
oot -5 AiiM, alaizquierdalacomposicién porcentual de
Thr (T) 13 52’ aminoacidos presentes. A la derecha la
Trp (W) 3 2%

Tyr (¥) 4 1.6% composicion atémica. Datos tomados de
val (v) 18 7.4%

pyl (0) O 0.0% ProtParam ExPASYy. (ProtParam, 2020)

Sec (U) 0 0.0%

(B) ( 0.0%

[
-
=

‘s
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Referente a la homologia de secuencias, AiiM comparte menos del 15% de
identidad con otras lactonasas. Con AiiA de Bacillus sp. 240B1 9.6%, AttM de
Agrobacterium tumefaciens C58 9.6%, AhID de Arthrobacter sp IBN110 12.5%,
OsdA de Rhodococcus erythropolis W2 12.5% y QIcA 14.9%, BpiB01 12.9%, BpiB04
13.3% y BpiB07 12.4% (metagenoma de suelo) (W. Z. Wang et al., 2010). Carece
del motivo de union a zinc HXHXDH presente en lactonasas metalo-B-lactamasa el
cual esta presente en AiiA, AttM, AhID y QIcA pero no en BpiO1, Bpi04, Bpi07 y AiiM
(W. Z. Wang et al., 2010).

El plegamiento a/p hidrolasa es una de las arquitecturas proteinicas mas diversas y
distribuidas, esta familia incluye una diversidad enziméatica como esterasas,
proteasas, lipasas, deshalogenasas, haloperoxidasas, liasas y epoxido hidrolasas.
Aunque pertenecen a la mismafamilia, estas enzimas no comparten mucha similitud

de secuencia. La estructura comun compartida es el plegamiento a/f hidrolasa, el

cual proporciona el andamiaje para los residuos cataliticos (Holmquist, 2000; Ollis
et al.,, 1992; W. Z. Wang et al., 2010). A pesar de los avances con esta enzima, al

momento se desconoce su estructura cristalografica.
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2. Justificacion

La resistencia a los antimicrobianos es un problema de trascendencia mundial,
dindmico y creciente. Es por eso que instancias internacionales como la
Organizacion Mundial de la Salud, desde el 2017, ha hecho el llamado a la
comunidad cientifica para el desarrollo de nuevos antibidticos o estrategias que
permitan tener un control sobre los microorganismos multidrogorresistentes

(Tacconelli, 2017). Esta organizacion enlist6 a las bacterias de acuerdo a

prioridades. Entre las bacterias de prioridad alta se encuentran Enterobacterales
resistentes a carbapenémicos, productoras de carbapenemasas, P. aeruginosa
productora de carbapenemasas Yy A. baumannii, también resistente a

carbapenémicos (Tacconelli, 2017).

De acuerdo al ultimo reporte del CDC de Estados Unidos, el cual corresponde al
2019, reportaron en el afio 2017 un estimado de 32,600 hospitalizaciones asociadas
a P. aeruginosa multidrogorresistente (CDC, 2019a).

En México, en el trabajo coordinado por la Dra. Elvira Garza, en el cual participaron
46 centros pertenecientes a 22 entidades federativas del pais, analizd6 el
comportamiento en la susceptibilidad de diversos microorganismos, entre los que
se destacan P. aeruginosa, encontrando tasas de resistencia de alrededor > 40%
(se incluyeron aislados del 2009 a 2018) para carbapenémicos (meropenem e
imipenem), siendo imipenem el antibiético con mayor porcentaje de resistencia
(Garza-Gonzalez et al., 2020). Asimismo, se observé un incremento en la

resistencia a aztreonam, lo cual resulta particularmente interesante debido a que en
Meéxico este antibidtico no se comercializa, o que podria sugerir, en combinacion
con el aumento marcado en imipenem la posibilidad de que los mecanismos
involucrados pudieran ser pérdida de la permeabilidad de la membrana asociada a
porinas, bombas de eflujo e inclusive la presencia de carbapenemasas, dado que
meropenem tenia un porcentaje de resistencia de alrededor del 40%. Sin embargo,
la naturaleza del estudio no permite saber cuales son los mecanismos ni cual es el

porcentaje de aislados clinicos productores de carbapenemasas. Es por ello que se
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precisa generar nuevas estrategias para frenar o detener la progresion de

resistencia bacteriana.

A pesar de que se han creado algunas nuevas estrategias, como el uso de
ceftolozano/tazobactam, ceftazidima/avibactam, meropenem/vaborbactam y el mas
reciente, cefiderocol se ha observado que la identificaciéon del mecanismo de
resistencia de cada bacteria es algo prescindible debido a que estas moléculas,
excluyendo cefiderocol, tienen actividad bajo ciertas enzimas, pero la pierden frente
a otras (metalo-B-lactamasas) (Berrazeq et al., 2015; Haenni et al., 2017; Karaiskos
et al., 2019; Lapuebla et al., 2015; Sader et al., 2018; Zhanel et al., 2019; Zhanel et

al., 2013).

El hecho de someter a un microorganismo a un ambiente que resulta nocivo para
Su supervivencia hace que se vea obligado a tratar de responder generando
mecanismos que le permitan evadir esta adversidad, a este efecto se le conoce
como presion de seleccion y es el causante de la aparicion de mecanismos de
resistencia inducidas por accion humana. Ante esto, diversos grupos han propuesto
incidir en este problema de salud publica mundial mediante otras estrategias que
disminuyan la presion de seleccién y por lo tanto no hagan que las bacterias monten
una respuesta que la pueda evadir, esto debido a que el supuesto es que no se ve

afectada la cinética de crecimiento.

Dentro de estas estrategias se encuentran la inhibicion del sistema de percepcion
de quorum. Esta estrategia permite inhibir la comunicacion bacteriana sin afectar su
crecimiento in vitro y por lo tanto, la bacteria no es capaz de responder de manera
social a los mensajes que se envian para el despliegue de la cascada génica de
factores de virulencia (Ben Haj Khalifa et al., 2011; Case et al., 2008; C. N. Chen et
al., 2009; Dong et al., 2000; Fetzner, 2015; Fleitas Martinez et al., 2018; Mei et al.,
2010; Morohoshi et al., 2008; Turan & Engin, 2018; Zhang et al., 2019). Este rubro

se ha comenzado a abordar como posibilidad en su aplicacién en diversas areas,

entre ellas en la de salud. Aungque se ha descrito diversas enzimas con actividad
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inhibitoria de la comunicacion bacteriana al momento la migracion de las enzimas a
aislados clinicos es técnicamente inexistente, basandose principalmente en cepas
tipo o ATCC. Asimismo, se han hecho acercamientos a la evaluacion en algunos
modelos in vivo, por ejemplo, modelos de neumonia aguda en ratones utilizando P.
aeruginosa PAO1 (cepa tipo) o modelos de quemadura e infecciébn con P.

aeruginosa PAO1 (Gupta, Chhibber, & Harjai, 2015). En ambos casos, se observo

una disminucién de la progresion, mayor sobrevida en las estrategias con

lactonasas (Gupta et al., 2015; Migiyama et al., 2013). El detalle o particularidad en

estos ensayos, que, si bien abonan informacién para disefios ulteriores, es que se
basan en cepas tipo, las cuales son cepas de laboratorio y se omite o escapa la
diversidad de los aislados clinicos, quienes se han acondicionado para sobrevivir a

la adversidad mediada por antibidticos.

A partir del 2017, se comenzd la migracion de lo que se conocia de la estrategia de
inhibicion de la percepcion de quorum, através de enzimas, de cepas tipo a aislados
clinicos, los cuales son los que representan el reto microbiol6gico. Guendouze y

colaboradores (Guendouze et al., 2017) comenzaron atrabajar con aislados clinicos

de P. aeruginosa recuperados de pacientes con pie diabético. Determinaron los
factores de virulencia con o sin una lactonasa obtenida de Sulfolobus solfataricus,
una arquea hipertermofila. La proteina en cuestion es denominada SsoPox, una
lactonasa que pertenece a la familia similar a fosfotriesterasa (PLL). Esta enzima
sufrié una modificacion de su centro catalitico para poder aumentar la hidrélisis de
AHL, de tal forma que se hizo la sustitucién de un aminoacido, especificamente en
el residuo 263, donde se sustituy6 un triptéfano por una isoleucina (SsoPox-W263I)

(Guendouze et al., 2017). La concentracion de enzima utilizada en los experimentos

fue de 500 pg/mL. De manera general se encontr6 una disminucion de los valores
pertenecientes a la determinacién de los factores de virulencia, y en comparacion
con otros inhibidores probados en el estudio como lo es la furanona C-30 y 5-
fluoracilo, la enzima mostré un mejor desempefio que ellos, dado que existieron
aislados clinicos que fueron resistentes a las Ultimas dos moléculas inhibitorias, lo

cual ya ha sido previamente reportado (Garcia-Contreras et al., 2013). Si bien, en
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general, este trabajo mostré una marcada disminucion de los factores de virulencia
y un mejor desempefio en comparacion con los otros inhibidores probados, también
mostré algunos aislados con una tolerancia al efecto de la enzima (grafico 5), sin
embargo, en el trabajo no se especifica el porqué de este comportamiento, por otro
lado, es necesario mencionar que la concentraciéon de la enzima utilizada, los 500

pg/mL, resultan un valor alto para una enzima que en principio se modifico para
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Gréfico 5. Inhibicion de factores de virulencia utilizando SsoPox-W263l. para cada cepa, las banas
representan la proporcion media de los niveles de proteasa (A), piocianina (B) y biopeliculas (C)
entre los cultivos tratados con 500 pg/mL de SsoPox vs cultivos sin tratar. Imagenes tomadas de
(Guendouze et al., 2017).

AiiM se ha empleado en el tratamiento de lodo residual generado en plantas de
tratamiento, para entender la disminucion de metano, uno de los gases principales
en el efecto invernadero, el cual se encuentra genera por un consorcio microbiano.
Phuong y colaboradores trataron con AiiM el lodo y determinaron la produccion de
metano con y sin la proteina. Encontraron una disminucion sustancial en la
produccion de este gas con el tratamiento con AiiM a diversas concentraciones
(grafico 6) (P. D. T. Nguyen et al., 2019).
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Gréfico 6. Impacto del uso de AiiM en la produccién de metano en lodo residual con diferentes
concentraciones de la proteina. En cuadros es lodo residual sin AiiM, en circulo es con 0.6 pg/mL,
en rombolodoresidual con 1.2 ug/mLy, finalmente, entriangulo, lodo residualcon 2.4 pug/mL. Grafico
tomado de (P. D. T. Nguyen et al., 2019).

Con base en estos avances y la evidencia con el uso de lactonasa como estrategia
inhibitoria de la percepcion de quérum, nuestro grupo de trabajo desea saber si la
lactonasa AiiM es capaz de inhibir la comunicacion bacteriana y con ello disminuir
los factores de virulencia en cepas clinicas de P. aeruginosa aisladas de pacientes

con quemaduras graves.
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3. Diseino experimental

El presente trabajo es un estudio experimental de dos grupos, comparativo.

4. Hipotesis

4.1 Hipdtesis alterna.
La lactonasa AiiM serd capaz de inhibir la percepcion de quérum vy factores de
virulencia de cepas clinicas de P. aeruginosa aisladas de pacientes con

quemaduras graves.

4.2 Hipotesis nula.
El tratamiento con lactonasa AiiM a los aislados clinicos de P. aeruginosa no

disminuird los factores de virulencia.

5. Objetivos

5.1 Objetivo general.
Determinar la capacidad inhibitoria de la percepcion de quérum de la proteina
lactonasa AiiM en cepas clinicas de P. aeruginosa aisladas de pacientes con

guemaduras graves asociadas a procesos infecciosos.

5.2 Objetivos especificos.
e Determinar la produccion de factores de virulencia regulados por el sistema
de percepcion de quérum: piocianina, elastasa, proteasa alcalina y HCN.
e Determinar la presencia de los genes asociados al sistema Las (lasl/lasR) y
sistema Rhl (rhll/rhIR).

e Determinar la presencia de autoinductores de cadena larga mediante la cepa
biosensora Agrobacterium tumefaciens NT1 pZLRA4.

e Determinar la actividad inhibitoria de la percepcién de quérum de la enzima
AiiM.
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6. Metodologia

6.1 Aislados clinicos.

Se seleccionaron aleatoriamente 200 aislados clinicos del cepario del laboratorio de
infectologia del Instituto Nacional de Rehabilitacion Luis Guillermo Ibarra en un
periodo que comprendid de julio del 2011 a diciembre del 2016 mediante
aleatorizacion (Dallal, 2008). Fueron seleccionadas aquellos aislados clinicos
recuperados de muestras con valor microbioldgico. Muestras con bajo poder
microbiologico fueron excluidas (heridas, hisopados, expectoraciones). Los aislados
clinicos fueron identificados inicialmente con el sistema semiautomatizado Vitek 2
Compact (Biomerieux, Francia). Las cepas fueron sembradas en agar sangre de
carnero al 5% y agar MacConkey y se realizaron pruebas de escrutinio para
corroborar la concordancia con la identificacion inicial. Las pruebas de escrutinio
fueron morfologia macroscoépica, morfologia microscépica mediante la tincion de

Gram, lactosa, indol rapido y oxidasa.

6.2 Electroforesis en gel por campos pulsados.
Con la finalidad de quitar el sesgo de seleccion, realizamos electroforesis en gel por
campo pulsado para hacer un cribado con base en su perfil de restriccion. Los
aislados se pusieron a crecer toda la noche (18 h) en caldo BHI. Posteriormente, se
tomaron 500 pL de caldo con crecimiento bacteriano y se centrifugaron en tubos de
1.5 mL en microcentrifuga a 14,000 rpm durante 1 minuto. El sobrenadante se
descartoé y el botén se resuspendid en 150 yL de PIV (Tris 1 M (Sigma Aldrich
93362), NaCl 1M (Sigma Aldrich S3014), pH 7.6) y se incubaron a 50°C por no mas
de 15 minutos. Posterior a la incubacion se agregé 1 pL de lisostafin (1 mg/mL,
Sigma Aldrich L7386), posteriormente se tomaron 150 pL de agarosa de bajo punto
de fusién y se mezclo por inversion con los 150 uL del botdn bacteriano. Se formaron
bloques de agarosa embebidos con bacterias y se dejo gelificar durante 30 min. Los
bloques fueron removidos de los moldes y se depositaron en microtubos de 1.5 mL,
a cada se les agregaron, 500 yL de buffer de lisis (Tris 1 M pH 7.6 (Sigma Aldrich
93362), NaCl 1 M (Sigma Aldrich S3014), EDTA 100mM (Sigma Aldrich EDS), Brij58
0.5% (Sigma Aldrich P5884), desoxicolato de sodio al 0.2% (Sigma Aldrich 30970),
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N-laurilsarcosinato de sodio al 0.5% (Sigma Aldrich L5777), RNAsa A 2.5 uL (20
mg/mL, Sigma Aldrich R4875) y lisostafin 2.5 pL (1 mg/mL, Sigma Aldrich L7386)),
los tubos fueron incubados a 50°C durante toda la noche. Concluida la incubacion
el buffer fue eliminado con micropipetas y se adicionaron 500 pL de buffer ESP
(EDTA 0.4M (Sigma Aldrich EDS), N-laurilsarcosinato de sodio al 0.1% (Sigma
Aldrich L5777), pH 9-9.5 y proteinasa K 2.5 pL (20 mg/mL, Sigma Aldrich P2308)),
los tubos fueron incubados a 50°C durante toda la noche, posteriormente se hicieron
3 lavados con buffer TE (Tris 5 uM (Sigma Aldrich 93362), EDTA 5 pM (Sigma
Aldrich EDS) pH 7.5) de 10 minutos cada uno. Se realizé un ultimo lavado con TE
0.1X durante 10 minutos. Posteriormente, se rotul6 un tubo por cada muestra, se
colocé un blogue y 300 pL de buffer de restriccion 1X durante 15 minutos. Pasado
el tiempo, se eliminé el buffer que se encontraba en cada tubo y se colocaron
nuevamente 300 pL de buffer de restriccion 1X con 30 U de enzima de restriccion
Spe | (New England BioLabs Inc. RO133M). La digestién enzimatica se dejo a 37°C
durante 18 h. Los geles fueron corridos utilizando agarosa certificada para campos
pulsados al 1% (BioRad 1620138) y se corrieron en un CHEF Mapper System
(BioRad, EEUU) con 2 L de buffer de corrimiento TBE 0.5X. Las condiciones de
corrimiento fueron: Sw inicial 5.3 s, Sw final 34.9 s, formade rampa: lineal, V/cm 6,
angulo: 120°, tiempo: 19.5 h. Posterior al corrimiento, los geles se tifieron con
bromuro de etidio durante 15 minutos y se visualizaron en un Gel DOC™ XR C con
el software LabTM software (BioRad, EEUU). Para la seleccion de los aislados
clinicos se consideraron aquellos con patrones de restriccion diferentes de acuerdo

a los criterios de Tenover (Miranda et al., 1996; Tenover et al., 1995).

6.3 Concentraciones minimas inhibitorias.

Una vez seleccionadas las cepas a trabajar (n=30) se realizaron las pruebas de
susceptibilidad con el estandar de oro que es la microdilucion en caldo. Para ello se
prepararon placas de los siguientes antibidticos: amikacina (Sigma Aldrich A1774),
gentamicina (Sigma Aldrich G3632), aztreonam (Sigma Aldrich PZ0038),
ceftazidima (Sigma Aldrich C3809), cefepime (Sigma Aldrich PHR1763),
ciprofloxacina (Sigma Aldrich 17850), levofloxacino (Sigma Aldrich 28266),
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doripenem (Sigma Aldrich 32138), imipenem (Sigma Aldrich 10160), meropenem
(Sigma Aldrich M2574), colistin (Sigma Aldrich C4461), y piperacilina/tazobactam
(Sigma Aldrich P8396/T2820) de 64-0.0625 pg/mL. Se siguieron las
recomendaciones del M07-A10 de la CLSI (Clinical and Laboratory Standards

Institute, por sus siglas en inglés) (CLSI, 2015). Cada antibidtico fue preparado en

una placa poliestireno de 96 pozos, se agregaron 100 pL de la mezcla de cada
antibiético con caldo Mueller Hinton suplementado con cationes. Del pozo 1 al 11
se pusieron las diluciones seriadas, partiendo de 64 pg/mL a 0.0625 pg/mL, el pozo
12 es el control de crecimiento para cada cepa probada. Se utiliz6 la cepa tipo P.
aeruginosa ATCC 27853 para validar el resultado de cada antibiético. Posterior a la
preparacion de las placas, se hicieron suspensiones de cada cepa al 0.5 de la
escala de McFarland con la ayuda de un densicheck (Biomerieux, Francia), una vez
ajustados los inoculos se hicieron diluciones 1:20 y se agregaron a cada pozo 10
uL de la suspension. La interpretacion de los resultados se realiz6 de manera visual
basandose en los puntos de corte del M100 de la CLSI (CLSI, 2019).

6.4 Deteccion de los genes las/rhl

Para saber que los aislados seleccionados tenian los genes que codifican para la
proteina sintasa de cada sistema (Lasl y Rhll) asi como los receptores
transcripcionales lasR y rhiR se identificaron los genes mediante PCR de punto final.
Se disefiaron oligonucleétidos que flanquearan la mayor longitud del gen con la
ayuda del software Oligo 6 (Molecular Biology Insights, Inc. EEUU).

Los aislados clinicos se sembraron en agar sangre de carnero al 5% Yy se incubaron
a 37°C durante 18 h. Se tomd una colonia de cada aislado y se pusieron en tubos
de 1.5 mL con 500 pL de solucién salina. EI DNA se extrajo mediante choque
térmico a 95°C durante 10 min. Posteriormente, los tubos se centrifugaron a 14,000
rpm durante 1 min. El sobrenadante se pas6 a nuevos tubos de 1.5 mL estériles. En

la tabla 11 se muestran las secuencias de los genes amplificados.
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Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 25 pL (buffer de
amplificacion 1X, MgCl2 3 mM, dNTPs 200 mM, oligonuclettido 0.2 mM de cada uno
(delantero y reverso), Taq polimerasa 0.026 U/mL (Amplitag Gold DNA polimerase,
Applied Biosystems N808-0241, EEUU), 3 uL de DNA y se ajust6 el volumen de 25
pL con H20 grado biologia molecular. Las condiciones de corrimiento fueron las
siguientes. 95°C durante 10 min, 95°C 30 s, 58°C 45 s y 72°C durante 50 s. Estas
tres temperaturas durante 35 ciclos, por ultimo, 4°C (Veriti 96 well termal cycler,
Applied Biosystems, EEUU). Los productos de las reacciones se cargaron en un gel
de agarosa al 1% tefiido con SYBR green | (Life Technologies S7567, EEUU), el gel
fue visualizado en el sistema Gel Doc™ XR C con el software Lab™ (BioRad,
EEUU). Como control positivo se utilizé la cepa tipo de P. aeruginosa PAO1. Como
control negativo se utiliz6 la doble mutante A lasR/rhIR de P. aeruginosa PAO1

proporcionada por la Dra. Gloria Soberon Chéavez.

Tabla 11. Oligonucledtidos utilizados para la amplificacion de los genes lasl/lasR,

rhll/rhIR empleados en este trabajo.

Oligonucleétido Tm (°C) Tamaiio (pb)
lasl-F 5-CGCGAAGAGTTCGATAAA-3 59.7
lasl-R 5’-GGTCTTGGCATTGAGTTC-3’ 58.7 >3
lasR-F 5°-ATGGCCTTGGTTGACGGT-3’ 65.9
lasR-R 5’-GACCCAAATTAACGGCCA-3’ 63.7 706
rhil-F 5’-TTGCTCTCTGAATCGCTG-3’ 61
rhll-R5-GCCATCGACAGCGGTACG-3’ 68.3 >%0
rhiR-F 5-ATGAGGAATGACGGAGGC-3’ 63.2
675

rhIR-R 5’-CGCGTCGAACTTCTTCTG-3’ 62.9

6.5 Amplificacion del gen aiiM.

La cepa utilizada para la sobreexpresion y purificacion de la proteina recombinante
AiiM fue donada por Nguyen Thi Dong Phuong y Toshinari Maeda del departamento
de ingenieria de funciones bioguimicas del Instituto de Tecnologia de Kyushu,

Kitakyushu, Japén. El gen aiiM se encuentra clonado en el plasmido recombinante
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pPQE30, el cual se encuentra transformado en la cepa de E. coli M15/pREP4. Dicha
cepa tiene 2 genes de resistencia, uno conferido por el plasmido pQE30 (ampicilina)
y otro por pREP4 (kanamicina). Para poder corroborar que la cepa tenia el plasmido
portador del gen aiM se disefiaron oligonucledtidos que flanquearan
completamente el gen (aiiM F 5- ATGATCCTCGCCCACGAC-3, aiM R 5-
TCAGCGGACGAAAGCCTC-3). La cepa fue expandida en agar BHI con
kanamicina 50 pg/mL (Sigma Aldrich K1876) y carbenicilina 100 pg/mL (Sigma
Aldrich C1389). Se incubo a 37°C durante 18 h. posteriormente se tomo una colonia
y se resuspendié en 500 uL de solucién salina. La lisis celular se hizo mediante
choque térmico a 95°C durante 15 min. Posteriormente el tubo se centrifugé a

14,000 rpm durante 1 min. El sobrenadante se pasé a un nuevo tubo de 1.5 mL.

Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 25 pL (buffer de
amplificacion 1X, MgClz 3 mM, dNTPs 200 mM, oligonucleétido 0.2 mM de cada uno
(delantero y reverso), Taq polimerasa 0.026 U/mL (Amplitaqg Gold DNA polimerase,
Applied Biosystems N808-0241, EEUU), 3 uL de DNA y se ajust6 el volumen de 25
pL con H20 grado biologia molecular. Las condiciones de corrimiento fueron las
siguientes. 95°C durante 10 min, 95°C 30 s, 56°C 45 s y 72°C durante 50 s. Estas
tres temperaturas durante 35 ciclos, por udltimo, 4°C (Veriti 96 well termal cycler,
Applied Biosystems, EEUU). Los productos de las reacciones se cargaron en un gel
de agarosa al 1% tefiido con SYBR green | (Life Technologies S7567, EEUU), el gel
fue visualizado en el sistema Gel Doc™ XR C con el software Lab™ (BioRad,
EEUU).

6.6 Purificacion de AiiM.

Una vez que la amplificacion corrobor6 la presencia del gen de interés se
comenzaron a realizar los ensayos de purificacion. La cepa se puso a crecer toda
la noche en 50 mL de caldo Luria Bertani con 100 pg/mL de carbenicilina (Sigma
Aldrich C1389) y 50 pug/mL de kanamicina (Sigma Aldrich K1876). Se puso a agitar
a 220 rpm durante toda la noche (Agitador orbital Forma 420, Thermo Scientific,
EEU). Se agregaron 10 mL del crecimiento bacteriano a 1 L de caldo terrific con 100
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pg/mL de carbenicilina y 50 pg/mL de kanamicina. Se estuvo monitoreando la
densidad Optica, cuando esta alcanzé una DOeoonm 0.5 se inicié la induccion con 500
UM de IPTG. El cultivo se mantuvo en agitacion a 220 rpm, 37°C durante 6 h.
Concluido el tiempo todo el caldo se centrifugd a 10,000 rpm durante 40 minutos.
Una vez compactado el boton celular se deseché el sobrenadante. El boton celular
fue resuspendido en 40 mL de buffer de purificacion (NaH2PO4 50 mM (Sigma
Aldrich S3139), NaCl 300 mM (Sigma Aldrich S9888) y glicerol 10% (Sigma Aldrich
G5516), pH 8) y 500 uM de PMSF (Sigma Aldrich P7626). Posterior a la
resuspension se sonicO para promover la ruptura celular (amplitud 45%/45 sy 2 min.
de reposo, esto durante 10 ciclos, Procesador ultrasonico, Cole Parmer, EEUU) y
se volvid a centrifugar para separar el crudo proteico de los restos celulares durante
40 min a 10,000 rpm. Antes de la purificacién la columna se equilibr6 con 3
volimenes de buffer de purificacion (volumen de columna= 20 mL) (NaH2POa4 50
mM (Sigma Aldrich S3139), NaCl 300 mM (Sigma Aldrich S9888) y glicerol 10%
(Sigma Aldrich G5516), pH 8). El sobrenadante fue pasado a través de un filtro de
0.2 nm, posteriormente el crudo se paso a través de la columna de purificacion de
afinidad Protino® Ni-TED (Macherey-Nagel, 745200.600) para la purificacion por
afinidad debido a que la proteina recombinante cuenta con colas de histidinas como
marca. Una vez que paso todo el crudo por la columna se realizd un lavado con 2
volimenes de columna con el buffer de purificacion para remover todo lo que no se
haya fijado a la resina. La elucién se llevd a cabo con 2 volimenes de columna de
imidazol 5 mM (Sigma Aldrich 15513). Posteriormente 2 volumen de imidazol 10 mM,
2 volimenes de imidazol 20 mM y finalmente 2 volimenes de columna con imidazol
150 mM. Las fracciones fueron recolectadas y se concentraron dentro de una
membrana de dialisis (Sigma Aldrich D9777) y polietilenglicol 35 KDa (Sigma Aldrich
946-46). Posterior a la concentracion se realizo la dialisis para remover el buffer de
purificacion por buffer de didlisis (Tris 50 mM, NaCl 300 mM pH 7.5). Para visualizar
la proteina purificada se realizdé un corrimiento en SDS-PAGE a 200 V durante 1 h.
el gel fue tefido y se realizd la observacion. La concentracion de proteina fue

cuantificada utiizando un NanoDrop 2000 (Thermofisher Scientific, EEUU)
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utilizando el factor de extincion (Abs 0.1%) de 1.08. las alicuotas de proteina fueron

almacenas a -20°C hasta su utilizacion.

6.7 Actividad de AiiM contra N-acil homoserin lactonas.

Una vez purificada la proteina fue necesario realizar los ensayos de actividad, para
ver que la proteina era capa de hidrolizar moléculas HSL disefiamos experimentos
basados en HPLC, para ello utilizamos el equipo Alliance HPLC (Waters, EEUU) del
laboratorio de Fisicoquimica e ingenieria de proteinas de la facultad de medicina de
la Universidad Nacional Autonoma de México. Se utilizO una columna Symmetry
C18 (75 mm, 3.5 mm; Waters, EEUU). Se incluyeron tanto moléculas aciladas de
cadena corta como de cadena larga. Las moléculas analizadas fueron; N-butiril-DL
homoserin lactona 1 mM (C4-HSL; Sigma Aldrich 09945), N-3oxo-octanoil-HSL 1
mM (30C8-HSL; Sigma Aldrich 01764), N-decanoil-HSL 1 mM (C10-HSL; Sigma
Aldrich 17248), 3-oxo-decanoil-L-HSL 1 mM (30C10-HSL; Sigma Aldrich 09014) y
por ultimo 3-oxo-dodecanoil-HSL 1 mM (30C12-HSL; Sigma Aldrich 09139). Como
control positivo se utilizd6 NaOH 60 mM dado que induce un ataque hidrolitico que
rompe el anillo de lactona. Para parar la reaccion se utilizd HCI 2N. Se probaron
diversas concentraciones de AiiM parar determinar la concentracion de trabajo. Las
concentraciones utilizadas fueron: 250, 100, 50, 25, 10 y 5 pg/mL. Asimismo, se
hicieron pruebas de exposicion para determinar el tiempo necesario en el cual la
proteina hidroliza las moléculas HSL, para ello se realizaron incubacion de 24 h, 2
h, 1 h, 30 min, 10 min, y 5 min. Todos los experimentos fueron realizados por
triplicado. Las condiciones de corrimiento fueron las siguientes: temperatura de
columna 25°C, temperatura de la muestra 25°C, volumen de inyeccion 10 uL, rango
de flujo 1 mL/min, deteccioén 205 nm. La elucion de la muestra fue hecha con buffer
de fosfatos 50 mM, pH 2.9:acetonitrilo. Para C4-HSI se utilizé en una relacién 90:10,
30C8-HSL 60:40, C10-HSL 60:40, 30C10-HSL 60:40 y 30C12-HSL 50:50.

6.8 Crecimiento bacteriano cony sin AiiM.
Una vez identificada la concentracion de trabajo se realizaron pruebas para

determinar si AiiM afectaba el crecimiento bacteriano. Para ello, seleccionamos
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como controles de crecimiento la cepa tipo P. aeruginosa debido a que cuenta con
el sistema de percepcion de quérum completo y funcional, y por otro lado
seleccionamos la cepa tipo P. aeruginosa PAO1 A lasR/rhIR, la cual es una mutante
sin percepcion de quérum. Ambas cepas Se pusieron a crecer en matraces
Erlenmeyer de 50 mL con 5 mL de caldo LB a 37°C con agitacién a 220 rpm, estos
cultivos se realizaron por triplicado. Al dia siguiente, se leyeron las DOsoonm
(espectrofotdmetro Genesys™ 20, Thermo Scientific. EEUU) de cada cepa en los
matraces. Posteriormente, en nuevos matraces Erlenmeyer de 50 mL con 5 mL de
LB se iniciaron los cultivos a 0.05 DOsoonm cada uno de ellos. Se tomaron lecturas
de DOesoonm basal (posterior a la inoculacién de 0.05 DOsoonm), 1 h, 2 h, 3 h, 4 h, 5h,
6h,7hy12h.

6.9 Determinacion de factores de virulencia.

6.9.1 Cultivos con y sin AiiM

Para la realizacion de los experimentos para la determinacion de los factores de
virulencia se pusieron a crecer las cepas a utilizar, tanto las clinicas como los
controles. Se utilizaron como controles la cepa tipo P. aeruginosa PAO1l. Como
control negativo se incluyeron dos cepas mutantes, P. aeruginosa PAO1 AlasR/rhIR
y A lasl/rhll las cuales son cepas mutantes del sistema de percepcion de quérum, la
primera doble mutante de los reguladores transcripcionales, tanto del sistema Las
(lasR) como del sistema Rhl (rhIR) y la segunda doble mutante de las sintasas del
sistema Las (lasl) como del sistema Rhl (rhll). Esto, con la finalidad de tener control
de ambos componentes del sistema de comunicacién. Las cepas se pusieron a
crecer en matraces Erlenmeyer de 50 mL con 5 mL de caldo LB durante toda la
noche, al término de la incubacion, se iniciaron nuevos cultivos en matraces
Erlenmeyer de 50 mL con 5 mL de caldo LB a una DOsoonm inicial de 0.05 y se
incubaron a 37°C/220 rpm durante 18 h. Cada cepa se proceso por triplicado y en
las dos condiciones, con y sin proteina AiiM 5 pg/mL. Al término de la incubacién
los cultivos fueron centrifugados a 14,000 rpm durante 2 minutos. Los
sobrenadantes fueron colocados en tubos de 2 mL estériles para los siguientes

experimentos. Se utilizé6 un matraz Erlenmeyer de 50 mL con 5 mL de caldo LB con
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y sin AiiM 5 pg/mL, igualmente se incubd y centrifugdé con las mismas condiciones
que las cepas, esto, para poder utilizarlo como control de esterilidad, control

negativo y poder utilizarlo como blanco de lectura.

6.9.2 Actividad de elastasa

Se realizé la cuantificacion de la actividad de la elastasa, para ello se hicieron bajo
dos condiciones, cony sin tratamiento (enzima AiiM a 5 pg/mL). Se pesaron 2.5 mg
de elastina-rojo Congo como sustrato (Sigma Aldrich E0502) en microtubos de 2
mL. Justo antes de empezar con los experimentos se agregaron 950 pL de buffer
de reaccion de elastasa (Tris-HCI 100 mM, CaCl2 1 mM, pH 7.5) y se adicionaron
50 L del sobrenadante de cada muestra (previamente mencionado). Los tubos se
mezclaron por agitacion en remolino durante 10 s y se incubaron a 37°C con
agitacion orbital a 220 rpm durante 2 h. Posterior a la incubacion, los tubos fueron
centrifugados a 14,000 rpm durante 5 minutos, el sobrenadante se separé en tubos
nuevos de 1.5 mLy posteriormente todos los sobrenadantes fueron leidos a 495 nm
(SmartSpec plus, BioRad, EEUU) (Ohman, Cryz, & Iglewski, 1980). Se utiliz6 como

blanco de lectura un tubo con las mismas condiciones de trabajo inicial, pero sin

inéculo bacteriano. Todos los experimentos se realizaron por triplicado.

6.9.3 Actividad de proteasa alcalina
La proteasa alcalina fue realizada de acuerdo a lo descrito previamente por Howe y

colaboradores (Howe & Iglewski, 1984) con algunas modificaciones. Al igual que en

el caso de la determinacion de la actividad elastolitica, en tubos de 1.5 mL nuevos
se pesaron 2.5 mg de Hide-Remazol azul brillante (Sigma Aldrich H6268) como
sustrato. A cada tubo se le agregaron 950 uL buffer de reaccion de proteasa (Tris-
HCIl 20 mM, CaCl2 1 mM, pH 8) y 50 pL del sobrenadante (punto 6.9.1). Los tubos
se mezclaron vigorosamente por agitacion, se incubaron 20 min a 37°C con una
agitacion de 220 rpm. Pasado el tiempo, se leyeron en espectrofotometro a 595 nm
(SmartSpec Plus, BioRad. EEUU). Para las lecturas fueron normalizadas acero con

blanco de lectura, tomando 50 uL del sobrenadante del caldo sin inéculo y se siguio
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con el protocolo previamente descrito. Los experimentos fueron realizados por
triplicado.

6.9.4 Piocianina

Para la cuantificacion de piocianina se tomaron 800 pL del sobrenadante
previamente mencionado (punto 6.9.1), el cual se depositd en un tubo de 2 mL.
Posteriormente se agregaron 400 pL de cloroformo. El tubo se agité vigorosamente
en agitador orbital durante 2 minutos, pasado el tiempo, los tubos se centrifugaron
5 minutos a 14,000 rpm. Se tomaron 300 pL de la fase orgénica y se pusieron en
un nuevo tubo de 2 mL. Se adicionaron 800 puL de HCI 0.2 N y nuevamente se
mezclaron vigorosamente por agitacion orbital durante 2 min. Las muestras fueron
leidas a 520 nm (SmartSpec Plus, BioRad. EEUU) (Maeda et al., 2012). Para la

normalizacion de la lectura en 0, se realiz6 el mismo procedimiento, pero con caldo
proveniente del matraz Erlenmeyer que no se inoculd con bacterias. Todos los

experimentos fueron realizados por triplicado.

6.9.5 HCN

Para la determinacién de HCN, se pusieron a crecer previamente todas las cepas,
incluidas las cepas tipo P. aeruginosa PAO1 (control positivo), P. aeruginosa PAO1
AlasR/rhIR y Alasl/rhll (controles negativos). Se pusieron a crecer los cultivos en
matraces Erlenmeyer de 50 mL con 5 mL de caldo LB durante toda la noche, esto
con la finalidad de tener cultivos frescos. Al dia siguiente, se iniciaron nuevos
cultivos en matraces de la misma capacidad con 3 mL de caldo LB con una DOsoonm
inicial de 0.05 para cada cepa. Posteriormente, se puso un tapon de gomay se
pusieron a incubar durante 18 h a 37°C con agitacion orbital a 220 rpm. Pasado el
tiempo, se insertaron dos agujas en el tapon de goma. Uno de ellos se utilizdé para
bombear aire al matraz con el cultivo bacteriano durante 1 h., y el otro para colectar
el desplazamiento de gases en otro matraz colector el cual contenia 5 mL de NaOH
4 M. Las concentraciones de HCN fueron realizadas de acuerdo a lo descrito por
Gallagher y colaboradores. Brevemente; las muestras fueron mezcladas con o-
dinitrobenceno 100 mM y p-nitrobenzaldehido 220 mM en una relacion 1:1, ambos
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reactivos se encuentran disueltos en 2-metoxietanol. Posteriormente se incubaron
20 min a temperatura ambiente. Una vez cumplido el tiempo de incubacion las
muestras se leyeron a 578 nm (espectrofotometro Genesys™ 20, ThermoScientific.

EEUU) (Gallagher & Manoil, 2001). Los resultados obtenidos fueron comparados

con la curva de calibracion realizada con controles con KCN. Los experimentos

fueron realizados por triplicado.

6.9.6 Curva de dosis-respuesta de AiiM y disminucién de su actividad
mediante la adicion exégena de 30C12-HSL.

Para este experimento fue seleccionado como control la cepa tipo P. aeruginosa
PAOL1y la cepa clinica P809. Los experimentos fueron realizados por triplicado. Los
cultivos se pusieron a crecer en matraces de 50 mL con 5 mL de caldo LB durante
toda la noche, al dia siguiente, los cultivos se reinocularon en 5 mL de caldo LB a
una DOsoonm de 0.05, sin y con la proteina AiiM a diferentes concentraciones: 0.05,
1, 2.5, 5 ug/mL. Los matraces fueron incubados a 37°C a 220 rpm durante 18 h.
posteriormente los cultivos fueron centrifugados y se separ6 el sobrenadante para
realizar las determinaciones de elastasa y piocianina como se describié previamente
(6.9.2 y6.9.4). Ademas, en otro matraz Erlenmeyer se arrancé un cultivo bacteriano,
nuevamente con una DOeoonm de 0.05, cuando el cultivo alcanzé una DOsoonm de 1
se agrego exégenamente 30C12-HSL a una concentracion final de 30 uM y se dejé
incubar hasta completar las 18 h a 37°C/220 rpm., pasado el tiempo, los cultivos se
centrifugaron y se recolectd el sobrenadante para poder realizar las

determinaciones de elastasa y piocianina (descritos en 6.10.2 y 6.10.4).

6.9.7 Deteccién de moléculas aciladas de cadena larga y su inactivacion
mediante la proteina AiiM.

Ademas de realizar las pruebas moleculares para determinar que las cepas tenian
los genes asociados al sistema de percepcion de quérum, tanto del sistema Las
(lasl/lasR) como del sistema Rhl (rhll/rhiR), es necesario observar que las cepas
producen las moléculas autoinductoras, para ello utilizamos la cepa biosensora

Agrobacterium tumefaciens NT1 pZLR4 donada por el Dr. Rodrigo Horacio
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Gonzéalez de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad de Buenos
Aires, Argentina. La cepa se puso acrecer en 1 L de medio minimo M9 a 28°C
durante 24 h. Posteriormente, todo el cultivo se centrifugd, el sobrenadante se
desechd y se resuspendid6 en 15 mL de medio minimo M9 el boton celular.
Posteriormente se hicieron alicuotas de 1 mL en tubos de 1.5 mL estériles. Se
prepard 1L de medio minimo M9y se le adicioné agar 2% (concentracion final), se
esterilizd y se dejo enfriar evitando la gelificacion, en ese punto se agregé 1 mL del
cultivo de Agrobacterium tumefaciens NT1 pZLR4 por cada 100 mL de medio, se
mezcld perfectamente y posteriormente se agregdé Xgal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-
3-D-galactopiran6sido, USB corporation, Cleveland, OH, EEUU) a una

concentracion final de 40 pg/mL (Shaw et al., 1997), nuevamente se mezclo y se

vertié en placas Petri de 90X15 mm. Las placas se dejaron gelificar. A continuacion,
se pusieron discos de papel filtro sobre las placas, uno por cada cepa (con y sin
AiiM) y se agregaron 15 pL del sobrenadante (6.10.1). Asimismo, se colocaron 15
pL de: C10-HSL 1 mM,30C10-HSL 1 mMy 30C12-HSL como control positivo. Para
el control negativo se agregaron las mismas moléculas mas NaOH 60 mM vy, por
ultimo, como control de hidrdlisis, se agregaron las moléculas aciladas de cadena
larga mas AiiM 5 pg/mL. Las placas fueron incubadas a 28°C durante 18 h, se
consider6 como una reaccion positiva (molécula presente y funcional) como la
presencia de un halo verde alrededor del disco, la ausencia o hidrélisis de la
molécula era evidenciada por la ausencia de halo verde. Todos los experimentos se

realizaron por triplicado.

6.9.8 Sistema de secrecion tipo 3.

Para el andlisis del sistema de secrecion tipo 3 seleccionamos dos aislados clinicos
(HO15 y P729) y las cepas tipo P. aeruginosa PAO1y PA14.

Las cepas se crecieron previamente en matraces Erlenmeyer con LB durante 18 h.
a 37°C con agitacion a 220 rpm. Al dia siguiente, se hizo una dilucién 1:200 del
cultivo en 4 mL de caldo LB suplementado con MgCl2 10 mM,CaCl2 0.5 mMy EGTA
5 mM (pH 7.4) con y sin AiiM 5 pg/mL. Se incubaron a 37°C hasta tener un

crecimiento de 0.8-1 DOsoonm. Altérmino del tiempo de incubacion se tomé 1 mL de
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cada cultivo y se centrifugd a 14,00 rpm durante 2 min, se descart6 el sobrenadante
y el boton celular se resuspendié en 200 pL de buffer Laemmli SDS 1X, nuevamente
se centrifugd y el sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo y estéril de 1.5 mL. Las
proteinas del sobrenadante se precipitaron durante toda la noche a 4°C mediante
la adicién de éacido tricloroacético a una concentracion final del 10%. Transcurrido
el tiempo se volvié a centrifugar y el boton se resuspendié en 20 pL de buffer
Laemmli SDS el cual contenia Tris base 10% saturado. Las muestras se corrieron
en un gel SDS-PAGE al 15% y posteriormente se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa, a continuacion, se hibridé con sonda para los efectores ExoS y ExoU
por inmunoblot. La deteccion se realiz6 utilizando Immobilon Western
guimioluminiscente HRP como sustrato (Millipore). Las bandas fueron visualizadas
en placas de rayos X (Carestream MXB film). Los experimentos se realizaron por

triplicado.

6.9.9 Inactivacion de antibidticos B-lactamicos antipseudomonicos.

Una familia de antibidticos de primera linea para el tratamiento de infecciones
ocasionadas por P. aeruginosa son los B-lactamicos, los cuales tienen un anillo de
lactona (anillo B-lactdmico), por lo que era importante evidenciar que esta lactonasa
no tenia la capacidad de hidrolizar dicho anillo. Para ello, disefiamos un experimento
para observar si existia dicha inactivacion, el cual fue realizado utilizando discos de
antibidticos B-lactdmicos. Brevemente, se agregaron 2 mL de solucion salina
isoténica 0.8% en tubos de poliestireno de 12x75 mm. Se realizaron ensayos para
ceftazidima 30 pg, (BD, EEUU), cefepime 30 pg (BD, EEUU), imipenem 10 ug (BD,
EEUU) y meropenem 10 ug (BD, EEUU). Un set de discos se probo exclusivamente
con solucion salina isoténica como control negativo, otro set de tubos con AiiM 5
pug/mL y finalmente, como control positivo de hidrdlisis de los antibiéticos se agregé
a cada tubo solucion salina isoténica con NaOH 60 mM. Para evidenciar la actividad
de los antibiéticos se utiliz6 la cepa pansusceptible E. coli ATCC 25922. Los discos
fueron incubados durante 1y 10 minutos; 2 y 24 h a 37°C. Quince minutos previos
a cumplirse el tiempo de incubacion se realizd6 una suspension bacteriana al 0.5 de

la escala de McFarland con la cepa pansusceptible E. coli ATCC 25922 y se inocul6
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una placa de agar Mueller-Hinton (BD, EEUU). Las placas fueron incubadas a 37°C
durante 18. Los experimentos fueron realizados por triplicado y los diametros de

inhibicién se midieron con Vernier.
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7. Resultados

Los resultados de este trabajo se encuentran publicados en el articulo:
Lépez-Jacome LE, Garza-Ramos G, Hernandez-Duran M, Franco-Cendejas R,
Loarca D, Romero-Martinez D, Nguyen PTD, Maeda T, Gonzélez-Pedrajo B, Diaz-
Guerrero M, Sanchez-Reyes JL, Diaz-Ramirez D and Garcia-Contreras R (2019)
AiiM Lactonase Strongly Reduces Quorum Sensing Controlled Virulence Factors in
Clinical Strains of Pseudomonas aeruginosa Isolated From Burned Patients. Front.
Microbiol. 10:2657. doi: 10.3389/fmicb.2019.02657

7.1 Seleccion de los aislados clinicos.

Incluimos 200 aislados clinicos de P. aeruginosa recuperados de pacientes con
guemaduras atendidos en el Centro Nacional de Investigacion y Atencion de
Quemados del Instituto Nacional de Rehabilitacion Luis Guillermo Ibarra Ibarra, los
cuales se encuentran almacenados en el cepario del laboratorio de Infectologia.
Esta seleccion inicial se realizé de manera aleatorizada con la finalidad de eliminar
el sesgo de seleccion. Una vez seleccionados hicimos una segunda seleccion
basandonos en los patrones de restriccion derivada de la electroforesis en gel por

campo pulsado (PFGE). Empleando los criterios de Tenover (Tenover et al., 1995),

seleccionamos visualmente aquellos aislados que no compartian el mismo patrén
de restriccién (imagen 34). De esta forma, se incluyeron para el andlisis final de este

trabajo 30 aislados de P. aeruginosa.
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Imagen 34. Electroforesis en gel por campos pulsados de aislados clinicos de P. aeruginosa
recuperadas de pacientes con quemaduras graves.

Noétese que en la imagen 34 las cepas 4, 5, 8 y 9 tienen el mismo patrén de
restriccion. Esta segunda seleccion se realizo con la finalidad de eliminar los sesgos
de seleccién y la malinterpretacion de los datos al momento de realizar las
determinaciones correspondientes. Las 30 cepas clinicas seleccionadas
corresponden a muestras clinicas con valor microbiolégico, de las cuales, 8/30
fueron biopsias cuantitativas, 8/30 urocultivos, 6/30 hemocultivos, 5/30 muestras
respiratorias bajas, 2 puntas de catéter intravascular y 1 biopsia cualitativa (grafico
7).
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Muestras clinicas

Bx. Cuantitativa  Urocultivo Hemocultivo Cateter Bx. Cualitativa
intravascular

N° de aislados de P. aeruginosa

Gréafico 7. Distribucién de los tipos de muestras clinicas de donde se recuperaron los aislados de P.
aeruginosa. Bx: Biopsia, AET: Aspirado endotraqueal, LBA: Lavado bronquioalveolar.

La etiologia de las quemaduras fue: fuego directo (66.7%), seguido de escaldaduras
(23.3%) y quemaduras eléctricas (10%). La mediana en la estancia hospitalaria fue
de 53 dias (8-303 dias). La media para la superficie corporal quemada fue del 40%
(10-85%) con una tasa de mortalidad del 26.6%.
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7.2 Concentraciones minimas inhibitorias y patrones de susceptibilidad.

Se realizaron pruebas de susceptibilidad y se incluyeron familias de antibiéticos con actividad antipseudomoénica. Se
incluyeron aminoglicésidos, monobactamicos, cefalosporinas, fluoroguinolonas, carbapenémicos, lipopéptido ciclico y 3-
lactdmicos con inhibidores de [3-lactamasas. Las cepas clinicas presentaron resistencia a la mayoria de los antibidticos
incluidos y excepto para colistina, donde solo un aislado fue resistente. La tasa de resistencia de todos los aislados fue del
50% y la familia con la mayor tasa de resistencia se observé en los carbapenémicos. Lo cual resulta preocupante debido a
gue, hasta algunos afos, estos antibidticos eran los que tenian mejores resultados en la susceptibilidad, por lo que colistina
representa la Ultima linea de defensa contra este microorganismo, sin embargo, cada vez se comienzan a ver mas aislados
resistentes a este antibidtico. En la tabla 12 se observan las concentraciones minimas inhibitorias a los antibidticos
probados.

Tabla 12. Concentraciones minimas inhibitorias de los aislados clinicos incluidos en el estudio.

Antibiéticos
Cepa | Mta. clinica| AK | AK| GN | GN | AZT| AZT| CAZ| CAZ| FEP | FEP| CIP | CIP| LVX| LVX | DORY | DOR| IMP [ IMP| MRP| MRP| CL |CL| TzZP |TZP
P00l | Bx.Cuant. | 64 | R |>32| R | >64] R | >32| R >32 | R >4 R >8 R 0.5 S >32 R >32 R 05| R |>128/4] R
P053 | Catéter 64 |R|[32 | R | 64 R 32 R 32 R 8 R 8 R 32 R >32 R 16 R 05 (S |128/4| R
P074 Orina 64 | R 11]sS 8 S 32 R 32 R 8 R 8 R 32 R >32 R | >32 R 05| s [>128/4] R
P097 | Catéter |[>64| R | 32 | R | 32 R 32 R |>32]| R 8 R 8 R 32 R 32 R 16 R 05| S |128/4| R
P116 Orina 32 |R[>32| R |>64| R [>32| R |>32]| R | >8 R 8 R >32 R 16 R 32 R 2 S | 128/4 | R
P187 Orina 4 S 2 S |[>64| R |>64| R >64 | R >8 R [>32| R >32 R >64 R | >32 R 1 S | 128/4 R
P231Bx.Cuant [ 2 | S| 1 | S 4 S 2 S 2 S |0.25( S |0.25] S 0.25 S [0.062] S |0.25| S 2 S | 128/4 | R
P274 LBA 64 |R|[16 | R |>64| R |>64| R |[>64] R | >8 R | >8 R 32 R 64 R 64 R 2 S | 128/4 | R
P305 | Bx.Cuant | 64 [ R | 16 | R | 32 R 32 R 32 R 8 R 4 R 64 R 64 R 64 R 1 S | >128/4] R
P469 | Bx.Cuant | 16 | S| 2 | S | 32 R 32 R 32 R 2 R 1 S 1 S 1 S | 05 S 1 S| 16./4 | S
P534 [ Bx.Cuant | 64 [ R | 16 | R | 32 R 64 R 64 R 8 R 8 R 16 R 16 R 16 R 2 S | 128/4 | R
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P656 | Orina 4 |s|la]|s|2]s|a|s|a|]s]os|s|o5]s 2 s |o5|s| 1 s |os5|s | a4 | s
P665 | AET 64| R|16 | R| 2| s |[32|RrR |[32|R|>6|R|[16| R | >4 | R |<64|R|>64| R [05]s|16/4a] s
P678| Bx.Cual. |64 |R |64 |R |64 | R| 64| R |64 | R|[ 8| R|16| R | 32 R |6 |R|6| R | 1 |s|1284]|R
P697 LBA 2|s|1|s|a[s]|a]|]s]|s|s|[2]r|o5[s 1 s 1 s| 1 s | 1 ]|s]| am|s
P699| oOrna |64 |R|16|R| 8| s | 2| s | 2]|s|os|ls]|1]|s | o5]|s 1 s|os5| s |os|s|1284]| R
P729 | Orina 2|s|1|s]|2|s|4]|s|s8]|s]|2|rR|o5]S 1 s 1 s | 2 s | 1]|s| am|s
P775 | AET 64 | R|16|R| 4| s |4 s[s2|rR|8|RrR]|] 4R 32 R |16 |R|16] R |1 [s]1284]R
p787| orna |64 |R|64 | R |32 | R| 4| s |ea|R|2|R]| 4|R]| 64 R |16 |R|6 | R | 1 |s|1284]|R
p788| Hemo |64 |R|64|R| 64| R|[32| R |64|R| 8 |R|64| R | 64 R |6 |R|6| R | 1 |s|1284]|R
P809 | Orina 8|s|a|ls|ea|RrR|64| R |64a|R|[8|R|16|R| 64 R |6 |R|6| R | 2 |s|184]|R
P853 | Bx.Cuant [ 64 |R |16 | R| 4 | s |32 | R |32 | R| 4| R |64]|R 8 R 8 |[R| 8| R | 1 ]|s]|16ma]|s
Po02|Bx.Cuant | 8 |s| 1 |s| 2| s| 4| s |8 ]|s|os|s]|os]|s 8 R 1 s|os| s | 1 |s| 414 | s
PO14 |  AET 2 |s|1|s|1|s|a|s|a|s|os]|]s|o5|[s | 64 R |16 |R|[16| R | 1 |s| 81| s
P920 | Bx.Cuant [ 64 |[R |64 [R| 1 [ s |32 | R |32 |R|[2|RrR|a|RrR]| 32 R |32 |R|6 | R |0o5|s|1284]| R
HO15| Hemo |64 |R|32|R|32| R | 64| R |>64| R| 8| R |>8|R | 32 R| 32 |R|[32]|R|[1]|s|1284]|R
HO39| Hemo |[>64| R [|>32| R |32 | R |[32| R |05| s |32]|RrR|>8]|R 8 R |32 |RrR| 1 s | 8 |R|1284 | R
H277| Hemo 2 |s|1|s|2|s|4a|s|2|s|ozs|s|os|[s|o5]|s 1 s|os5| s |o5]|s| 814 | s
H293| Hemo |16 |s|16|R|32| R |>64| R |64 | R| 8| R | 8]|R 8 R 2 s | 2 s | 1 |s|1284| R
H311| Hemo 8 |s|32|rR|os5|s|a]|s|a|s|2]|]rR]|o5|[Ss 8 R 8 | R| 8 | R |025|s | 414 | s

Mta: muestra, Bx: biopsia, cuant: cuantitativa, cual: cualitativa, catéter: punta de catéter intravascular, orina: urocultivo, AET: aspirado
endotraqueal, LBA: lavado bronquioalveolar, Hemo: hemocultivo.

Antibidticos: Ak, amikacina, Gn: gentamicina, AZT: aztreonam, CAZ: ceftazidima, FEP: cefepime, CIP: ciprofloxacino, LVX: levofloxacino, DORY:

doripenem, IMP: imipenem, MRP: meropenem, CL.: colistina, TZP: piperacilina/tazobactam.
Las columnas con valores numéricos corresponden a unidades expresadas en pg/mL.

S: susceptible, R: resistente.
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En el gréfico 8 se esquematizan los patrones de susceptibilidad de los antibioticos
incluidos.

Patrones de susceptibilidad de aislados clinicos de P. aeruginosa

B Susceptible
W Resistente
AK GN AZT CAZ FEP CIP MRP CL TZP

LVX  DORY  IMP
Gréfico 8. Patrones de susceptibilidad de los aislados clinicos de P. aeruginosa incluidos en este
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estudio. AK: amikacina, GN: gentamicina, AZT: aztreonam, CAZ: ceftazidima, FEP: cefepime, CIP:
ciprofloxacino, LVX: levofloxacino, DORY: doripenem, IMP: imipenem, MRP: meropenem, CL:
colistina, TZP: piperacilina/tazobactam.

Exceptuando colistina, se encontraron > 50% de los aislados clinicos resistentes a
las diversas familias de antibiéticos probadas. Se encontré la mayor tasa de
resistencia a ciprofloxacino, una fluoroquinolona, con el 80% de resistencia. Solo
una cepa presentd resistencia a colistina, lo cual resulta llamativo dado que es

considerado un antibiético de rescate.
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7.3 Amplificacion de los genes lasl, lasR, rhil y rhiIR.

Con la finalidad de ver que todos los aislados incluidos en el presente trabajo

contaban con la presencia de los elementos que codifican para los sistemas de

comunicacién bacteriana, disefiamos oligonucleétidos que flanquearan los genes

blancos (imagen 35).

EE] MNewSequencel - PCR

Optimal &nnealing Temperature: 5667 [Max B5.47)

Position and g -,
Lenath Tm [C] GC [%] P.E#
Product h31 89.a 571 | -
Upper Primer 220 18 E36 44 4 4271427
Lower Primer 535 | 18 624 50.0 3E5/366

Praduct T - Lower Primer Trn: 27.5
Primers T difference: 1.2
Concentration

Upper Primer: Iﬁ nkd
Laeser Primer: IW it
b onovalent Catior: IW kA
Free Mg [2+]: Iiﬂ? mid

Total Ma[+] Equivalent; 1558

EE] MewSequence3 - PCR

Ercessive difference between
product and primer melting
temperatures.

Optimal Annealing Temperature: 59.9° (Max: B7.77)

Paoszition and g s,
Length Tm [*C] GC[%] FE#
Product 530 935 B8 | -
Upper Primer m| 18 B4.7 a0.0 3914391
Lowwer Primer 582 | 18 724 EE.7 45hR/45h

Product Tm - Upper Primer Tm; 28,9
Primers Tm difference: 7.7
Concentration

Upper Primer: ,ﬁ it
Lawser Primer: ,W ritd
M onovalent Catior: ,W ik
Free Mg [2+]: ,70?' kA

Total Ma[+] Equivalent: 155.8

Terminal ztability of the Upper &
Primer iz too high.

Excessive difference batween
product and primer melting
temperatures.

3-end dimer between the

EE] NewSequenced - PCR

Optirmal Antealing Temperature: 59.2° (Maw 70.8%)

Pozition and 5 o
Length Tm['C] GC [%] P.E.#
Product 70k 91.2 1o 5= I
Upper Primer 11 18 £9.9 556 439/439
Lowver Primes 39 | 18 E7.8 50.0 483483

Praduct Trn - Lawer Primer Tro: 23.4
Priers Tr difference: 2.1
Concentration

Terminal stability of the Lower

Upper Primer: 200, Primer iz too high.
Lower Primer: 2000 mkd Excessive difference between
. praduct and prirmer melting
onowvalent Cation: 50.0 s
Free Mg [2+] 07 mM ) 55
3-end dimer betwecrTie "
Total Ma[+] Equivalent: 155.8
EE] NewSequenced - PCR E\@
Optimal Annealing Temperature: 59,37 (Maw B9.87]
P”fgiﬁstﬁnd Tm['C] GC [%] PE#
Praduct £75 91.8 15 | e
Upper Primer 1 18 E7.1 BhE 4104410
Lower Primer F53 | 18 EE.2 R 4214241

Praoduct Tm - Lower Primer Trn: 25.1
Primers T difference: 0.3

Concentration

Upper Primer: ’W it
Lawer Primer: ’W it
Monovalent Cation: ’W it
Free Mg [2+]: ’70? mitd

Total Nal+] Equivalent; 155.8

Ercessive difference between
product and primer melting
temperatures.

D

Imagen 35. Disefio de oligonucledtidos y analisis in silico donde se observa la porcion del gen
estructural que flanquea. A) lasl, B) lasR, C) rhll y D) rhiR.

Todas las cepas clinicas probadas tuvieron presentes los genes asociados a la

comunicaciéon bacteriana, tanto del sistema Las (lasl/lasR) como del sistema Rhl
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(rhl/rhIR). Enla imagen 36 se pueden observar algunos ejemplos de la amplificacion
de los genes.

lasR 706 pb
las! 531 pb T i

PA14 ppO1
. PAO1 Lo )

- e D B8 e - =)
500 pp — ¥ PA14 X 2 A JasRANIR

A fasRihiR

rhiR 675 pb

- »

PAO1 PA14
= -] * —

A lasR/rhiR

Imagen 36. Amplificacion de genes blancos. A) lasl. Se observa la amplificacion de algunos aislados
clinicos. Las cepastipo P. aeruginosa PAO1 y PA14, al tener completos el sistema de percepcion
de quorum se utilizaron como controles positivos. B) lasR se usa como control negativo la doble
mutante A lasR/rhIR P. aeruginosa PAOL. Al tener mutacion en los reguladores transcripcionales se
utiliza como control negativo y como validacion del disefio de los oligonucleétidos (B y C).

7.4 Amplificacion del gen aiiM.

Dado que recibimos la cepa transformada del grupo de trabajo del Dr. Maeda del
instituto de Tecnologia de Kyushu era importante determinar que la cepa de trabajo
contaba con el gen que sobreexpresaba la proteina de interés, para ellos se
disefiaron oligonucledtidos que flanquearan todo el gen estructura (imagen 37) y

posteriormente visualizar la banda correspondiente.

117



[ NewSequencel - PCR =N EcR

Optiral &nnedling Temperature; B3.0° [Max 7207

Position and " .
Length T ['C] GC[%] PE#
Product 756 994 Fi LU
Lpper Primer E| 18 706 E1.1 ATTTT
Lower Primer 744 | 18 7.2 £1.1 446/445

Product Tm - Upper Primer T 24.7
Frimers Tm difference; 0.5

- Concentratio —
" Excessive difference between

Upper Primer: I 200, praduct and primer melting
temperatures.

Lower Primer; I 2000 M

Maonovalent Cation: I 50.0° mi

Free Mg [2+] I 0.7 mh

Taotal Ma[+] Equivalent: 155.8 m

Imagen 37. A) Zona de reconocimiento de los oligonucleétidos disefiados, longitud del amplicon y

condiciones tedricas de la reaccion. B) Amplificacion del gen aiiM a partir de extraccién de ADN de
la cepa transformada donada por el grupo de trabajo del Dr. Maeda.

La secuenciacion del producto de amplificacion coincide con el gen que codifica

para la proteina lactonasa AiiM (aiiM) (imagen 38).

Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments load ~ ge ( ~  Show 2]
selectall 12sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results
R S’\:::e ;:;Erl(‘-z gﬁs:; vaIEue IdP:rrﬁ Aecession
Synthetic construct M-acyl-L -homoserine lactone quorum quenching lactonase AiiM (ziiM) gene complete cds 1397 1397 100% 0.0 100.00% KU922758.1
Microbacterium testaceum StLB037 DNA _complete genome 1397 1397 100% 00 100.00% AP012052 1
Microbacterium testaceum aiiM genes for acylhomoserine lactonase, hypothetical proteins,_partial and complete cds 1397 1397 100% 00 100.00% AB513350.2
Microbacterium testaceum genes for glyoxalaseibleomycin resistance protein, N-acylnomoserine lactonase, putative transportintegra 1098 1098 100% 00 92.86% AB668544.1
Microbacterium testaceum genes for glyoxalase/bleomycin resistance protein, N-acylnomoserine lactonase tetratricopeptide repeatf: 937 937 100% 0.0 89.02% ABG668540.1
Microbacterium testaceum genes for alyoxalaseibleomycin resistance protein, N-acylhomoserine lactonase, tetratricopeptide repeatf; 931 931 100% 00 88.89% AB668541.1
Microbacterium testaceum genes for signal transduction histidine kinase, gl mycin 1 protein N-acylhomoserine 926 926 100% 0.0 88.76% ABG6E68543.1
Microbacterium sp. St B018 genes for glyoxalaseibleomycin resistance protein, N-acylhnomoserine lactonase, hypothetical proteins, p 917 917 98% 00 88.77% AB668539.1
Microbacterium sp. StLB016 genes for hypothetical protein, N-acylnomoserine alyoxalase/bleomycin resistance protein,_co 573 573 98% 5e-159 80.59% ABG68538.1
Microbacterium testaceum genes for UTP-glucose-1-phosphate uridylyliransferase, ribosomal-protein-alanine acetyliransferase, puts 488 488 98% 2e-133 7862% ABBG8542 1
Microbacterium sp. StLB014 genes for putative membrane protein, M ine lactonase, glyoxalase/bleomycin resistance pro 488 488 100% 2e-133 78.39% ABGES537.1
Mycobacterium phage Sheen, complete genome 565 565 5% 0002 B8913% NC 0289141

Imagen 38. Resultado de la secuenciacion del producto de amplificacion del gen aiiM.

7.5 Expresion y purificacion de la lactonasa AiiM.
Realizamos diversas pruebas para la optimizacion de la sobreexpresion de la
proteina AiiM. En la imagen 39 (A) se observan un gel de SDS-PAGE con algunas

condiciones de sobreexpresion y purificacion.
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Imagen 39. Geles de SDS-PAGE. Figura A: 1) Marcador de peso molecular, 3) sobrenadante
posterior a la induccion e incubacion, 5) lisado celular antes de la induccién con IPTG 500 uM, 6)
lisado celularprevio alainduccion con PTG 500 uM previo al pase porlacolumna, 9y 10) Fracciones
posterior a la elucion con imidazol 150 mM. Figura B: 7, 8 y 9) se observan fracciones purificadas de
AiiM con pureza > 90% utilizando el software ImageJ.

Se obtuvo una pureza superior al 90% de AiiM, posterior a la purificacion, las
fracciones obtenidas fueron dializadas y almacenadas a -20°C para los
experimentos posteriores. El peso de la banda de interés, la que representa la

proteina, es de 27 kDay el peso hipotético es de 27.2 kDa (imagen 39 B).
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7.6 AiiM tiene actividad contra diferentes moléculas N-acil homoserin
lactonas.

El siguiente paso de la purificacion era observar si la enzima tenia la capacidad de
hidrolizar las moléculas aciladas y si la hidrélisis podia verse alterada por alguna
sustitucion de la molécula en el C3 de la cola acilada. Para poder hacer esto, primero
determinamos los tiempos de retencion de cada molécula sola mediante HPLC,
probamos 5 de ellas, abarcando de cadena corta como de cadena larga (C4-HSL,
30C8-HSL, C10-HSL, 30C10-HSL y 30C12-HSL). Nétese que se probaron cony
sin sustituciones en el C3 del acilo. En la grafica 9 se observa el tiempo de retencion
para la molécula C10-HSL, de tal forma que mediante HPLC pudimos establecer

este experimento.

005+———T—T—T—7T T T T T
—C,, HSL non-hydrolyzed |

0.04 - -

0.03 -

AU.

0.02 - =

0.01 -

0.00 -—J -

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M
Time (min)

Gréfico 9. Identificacion de moléculas acil homoserin lactonas mediante HPLC. Molécula C10-HSL 1
mM.

De la misma manera, tratamos las moléculas acil homoserin lactonas con NaOH, el
cual induce un ataque nucleofilico al anillo de lactona provocando su hidrdlisis, esto
como control quimico de reaccién para observar, mediante HPLC cambio en los
tiempos de retencion. En la graficalO se observa el cambi6 del tiempo de retencion

en comparacion con el grafico 9.
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Grafico 10. Hidrdlisis quimica con NaOH para determinar el cambio en los tiempos de retencion en

las moléculas de acil homoserin lactonas.

Todas las moléculas fueron tratadas con NaOH para determinar la hidrolisis quimica

y ver los cambios en los tiempos de retencion.

Una vez que logramos identificar, tanto las moléculas acil homoserin lactonas
integras como hidrolizadas mediante HPLC, lo siguiente que hicimos fue tratar esas
moléculas con AiiM a diferentes concentraciones y a diferentes tiempos. Como se
menciond previamente, probamos diferentes concentraciones (250 pg/mL, 100
pg/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL, 10 pg/mL y 5 pg/mL), asimismo, diferentes tiempos de
incubacion de las moléculas aciladas con AiiM fueron probados (24 h, 2 h, 1 h, 30
min, 10 min y 5 min) encontrando que la enzima era capaz de hidrolizar 1 mM de
todas las acil homoserin lactonas probadas a los diferentes tiempos vy
concentraciones probadas por lo que consideramos utilizar la concentracion de 5
pg/mL para los experimentos subsecuentes (cinética de crecimiento y factores de
virulencia).

121



A.U.

Wyr——7—""——"T——"T LU B R B A RN A B A R

——C, HSL non-hydrolyzed . 0.07+ —C, HSL hydrolyzed 7}
0.04 - - 0.06 4
0.05 - -
0.03 - - 1 !
. 0.044 -
=) | )
0.02- 4 < 0031 i
0.02 - -
0.01 4 - 4 J
_ | o] U k .
0.00 -——J 5 0.00 -———}
1 ¢+ 17 @11 717177 U I ILE NN LAY N R
00 05 10 15 20 25 30 35 00 05 10 15 20 25 30 35
Time (min) Time (min)
frTrrr-rrrr -1 "1 °T0T T rr° 4 T
0.090 - —30C, HSL non-hydrolyzed J 0.090 4 —30C, HSL hydrolyzed -
0.075 4 - 0.075 4 a
0.060 - 0.060 .
5
0.045 4 < 0.0454 i
0.030 0.030 + .
0.015 4 0.015 1 .
0.000 -——J 3 0.000 -“J U N— g ——
LN L SR L EENLE B R S S R L L L L L AL L L L
00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Time (min) Time (min)

Grafico 11.1. Identificacionde moléculas acil homoserin lactonas cony sintratamiento (AiiM 5 pg/mL)
y 5 minutos de exposicion. En las gréficas de arriba se observa C4-HSL integra (izquierda) e
hidrolizada mediante la accion de AiiM (derecha), en las graficas de abajo se observa 30C10-HSL
con las mismas caracteristicas. A la izquierda la molécula integray a la derecha la molécula
hidrolizada mediante la accién de AiiM.
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Gréafico 11.2. Identificacionde moléculas acil homoserin lactonas cony sin tratamiento (AiiM 5 pg/mL)
y 5 minutos de exposicion. En las graficas de arriba se observa 30C8-HSL integra (izquierda) e
hidrolizada mediante la accién de AiiM (derecha), en las graficas de abajo se observa 30C12-HSL
con las mismas caracteristicas. A la izquierda la molécula integray a la derecha la molécula
hidrolizada mediante la accion de AiiM.
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Con esto se pone de manifiesto que AiiM es capaz de hidrolizar las acil homoserin
lactonas con y sin sustituciones en el C3 de la porcion acilada, también, que no
importa la longitud de la cadena ya que se observo actividad hidrolitica en moléculas
de cadena corta y cadena larga, de igual manera, se evidencio la hidrolisis de las
moléculas producidas por P. aeruginosa las cuales estan involucradas en el control
génico mediado por el sistema de percepcion de quérum (C4-HSLy 30C12-HSL).

En la tabla 13 se observan los tiempos de retencion de las moléculas probadas.

Tiempo de retencién Proporcion de
Molécula HSL (min) acetonitrilo/buffer de
no hidrolizada | hidrolizada fosfatos en la fase

movil

C4-HSL 2.29 1.42 10:90
C10-HSL 9.9 3.48 40:60
30C8-HSL 1.86 1.11 40:60
30C10-HSL 4.48 1.89 40:60
30C12-HSL 5.3 2.24 50:50

Tabla 13. Tiempos de retencién de las moléculas aciladas tratadas y sin tratar con AiiM.

7.7 Papel de AiiM en la cinética de crecimiento de P. aeruginosa.

Una vez que determinamos que AiiM era capaz de hidrolizar las moléculas HSL, el
siguiente paso era determinar la influencia que tenia esta proteina en la cinética de
crecimiento de P. aeruginosa, partiendo de que una de las primicias de esta
estrategia es que al no afectar la cinética de crecimiento no induce una presion de
seleccion que obligue a los microorganismos a seleccionar mecanismos de
resistencia ante tal adversidad, para ello realizamos cinéticas de crecimiento con la
cepa tipo P. aeruginosa PAO1lYy la cepa AlasR/rhIR PAO1. Ambas cepas fueron
sometidas al tratamiento con AiiM 5 pg/mL.

Observamos que el comportamiento en la cinética de crecimiento en la cepa tipo P.
aeruginosa PAO1, cony sin tratamiento (AiiM 5 pg/mL) era bastante similar (grafico
12). De tal manera que la proteina no interferia con la cinética de crecimiento normal
de P. aeruginosa. Por otro lado, pusimos como control una cepa tipo que carece de

los reguladores transcripcionales del sistema de comunicacién bacteriana, tanto
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para el sistema Las (lasR) como para el sistema Rhl (rhIR), de esta forma validamos

el control negativo con una cepa que no tiene estos elementos.

En ambos casos, la cinética de crecimiento tanto de la cepa que tiene todos los
elementos de la comunicacion bacteriana como la doble mutante crecieron de forma

semejante, sin verse afectadas o favorecidas por la proteina.

Cinética de crecimiento

——PAO1

——PAQ1 + 5Spg/mL AiiM
A lasR/rhIR

0 2 £l 6 8 10 12
Tiempo

Gréfico 12. Cinética de crecimiento de P. aeruginosa PAOL y A lasR/rhIR cony sin AiiM 5 pg/mL.

7.8 Inhibicion de los factores de virulenciade P. aeruginosa controlados por
el sistema de comunicacion bacteria.

Una vez que determinamos que la proteina en estudio era capaz de hidrolizar las
moléculas HSL, por un lado, y por otro lado determinar que esta proteina no
interferia con la cinética de crecimiento de P. aeruginosa, nuestro siguiente paso
era determinar los factores de virulencia de las cepas clinicas y el papel que tenia

la proteina AiiM en la inhibicion de los mismos.
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7.8.1 Actividad de elastasa

Determinamos la capacidad elastolitica de las cepas clinicas y observamos que este
factor de virulencia que es controlado por el sistema de percepcion de quérum se
veia drasticamente disminuido cuando las cepas eran tratadas con 5 pg/mL de AiiM.

Estos ensayos se realizaron por triplicado y fueron estadisticamente significativos
(gréafico 13).

p==<0.05

T Elastasa sin AiiM

M Elastaza con 5 pg/mL AiiM

—
"
"
-
—
—
—
H

POOL
P0O53
PO74
poo7
P116
P187
P231
p274
P305
P46I
P534
PESE
PEBS
PETE
PEOT
PES9
p729
P775
P788
P787
P809
P53
pPao2
Po14
Pg20
HO15
HO3g9
H277
H293
H311
PAD
Alasifrhll

AlasR/rhlR

Gréfico 13. Aislados clinicos productores de elastasa y su posterior cuantificacién con la adicion de
5 pg/mL de AiiM.

7.8.2 Actividad de proteasa alcalina.

De la misma forma que determinamos la actividad elastolitica, el siguiente factor de
virulencia era la proteasa alcalina, un factor que también se encuentra controlado
por el sistema de comunicacion bacteriana. De igual forma, encontramos una
disminucién estadisticamente significativa en las cepas clinicas que producian este
factor de virulencia una vez que la proteina AiiM era adicionada a una concentracion
final de 5 pg/mL al medio de cultivo (grafico 14).
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Gréfico 14. Aislados clinicos productores de proteasa alcalina. Cuantificaciény sin tratamiento con
AiiM 5 pg/mL.

Para el caso de proteasa alcalina, 27/30 produjeron este factor de virulencia en
comparacion de elastasa (30/30).

7.8.3 Piocianina.

Para el caso de piocianina, 12/30 produjeron este factor de virulencia a niveles
cuantificables. Observamos el mismo comportamiento al momento de analizar las
cepas clinicas que fueron tratadas con AiiM 5 pg/mL. Se observé una disminuciéon
con relevancia estadistica en comparacion con las cepas clinicas que no fueron

tratadas con esta proteina (Grafico 15).

0.2
0.18
0.16
0.14
0.12
o1 4
0.08 - M Piocianina sin AiiM

p=0.001

0.06 - M Piccianina con 5 pg /mlL Aiik
0.04 A

0.02

D oAk o
@ A H @ ﬁ?‘ {?’ f55 AR Eﬁh w2 &
& E P P R R L

Grafico 15. Determinacién de piocianina en aislados clinicos de P. aeruginosa cony sin tratamiento

de AiiM.
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7.8.4 HCN.

Detectamos HCN en 7/30 aislados clinicos con niveles elevados, los cuales fueron
seleccionados para tratarlos con la proteina AiiM y observar el comportamiento en
la produccion de este factor de virulencia que es controlado por la comunicacién
bacteriana. No observamos cambios en el comportamiento de la enzima en
comparacion con los factores de virulencia previamente mencionados. De tal
manera gue la enzima era capaz de abatir la produccion de los factores de virulencia
probados y los cuales se encuentran bajo el control del sistema de percepciéon de
quérum. De igual forma, aunque no fue cuantificado ni mencionado, quedé como
experiencia observacional que la produccién de pioverdina, uno de los pigmentos
de P. aeruginosa y el cual se encuentra también bajo el control del sistema de
percepcion de quérum y es un elemento importante en el metabolismo de esta
bacteria debido a que es su sideréforo principal, desaparecia en las cepas que eran

tratadas con la proteina AiiM (dato no mostrado ni documentado).
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Gréfico 16. Determinacion de HCN con y sin tratamiento con AiiM 5 pg/mL.
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Con estos hallazgos evidenciamos la actividad hidrolitica que tiene AiiM sobre los
autoinductores de P. aeruginosa los cuales son necesarios para desencadenar la
respuesta génica en la producciéon de factores de virulencia que necesita la célula
bacteriana para asegurar su permanencia y existencia en determinados nichos
ecoldgicos, como en caso del humano, donde puede llegar a ocasionar procesos
infecciosos. Una vez determinado este papel fundamental de la proteina, nuestro
siguiente paso fue evaluar la dosis respuesta de la proteina AiiM (0.5, 1,25y 5
pg/mL) para ello seleccionamos la cepa P809, que como se puede ver en las

graficas 13 y 15, produce tanto elastasa como piocianina.
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Gréfico 17. Dosis respuesta de la cepa tipo P. aeruginosa PAO1 y el aislado clinico P809 con

diferentes concentraciones de AiiM.

Como se puede observar en el grafico 17, existe una respuesta concentracion
dependiente en la disminucion de los dos factores de virulencia probados. A partir

de la concentracion de 0.5 pg/mL para el caso de la PAO1 existe una disminucion
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estadisticamente significativa de ambos factores de virulencia, para el caso del
aislado clinico con la concentracion de 0.5 pg/mL existe una disminucion de mas
del 50% en piocianina, pero no para elastasa. Para el caso de elastasa, a partir de
2.5 pg/mL se observa la disminucién cercana al 50%, pero es con la concentracion
de 5 pg/mL donde se baja a un tercio aproximadamente. Asimismo, utilizando 0.5
pg/mL y agregando de formaexogena 30C12-HSL existe una reversion significativa

en los factores de virulencia probados.

7.9 Deteccion de moléculas acil homoserin lactonas de cadena larga y su
inactivacion mediante la proteina AiiM.

Una vez que determinamos los factores de virulencia en los aislados clinicos y
observamos la disminucion de los mismos una vez que eran tratados con la proteina
lactonasa AiiM y la degradacion de las moléculas HSL tratadas con AiiM observadas
por cambios en los tiempos de retencion mediante HPLC todo indicaba que el efecto
era debido a la accién de la proteina, sin embargo, para evaluar este punto y que
esta disminucion no estuviera siendo regulada por algun otro elemento no
considerado, determinamos primero la presencia de las moléculas autoinductoras
en los aislados clinicos. Dado que el sistema candnico se propone como un sistema
jerarquico donde 30C12-HSL es la que lleva la batuta, evaluamos la presencia de
este autoinductor mediante una cepa biosensora de Agrobacterium tumefaciens
NT1 pZLRA4.

Observamos que todos los aislados clinicos y la cepa tipo de P. aeruginosa PAO1
producian moléculas autoinductoras de cadena larga. En laimagen 40 se observan

los resultados de este ensayo.
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Imagen 40. Deteccién de moléculas autoinductoras (HSL) de cadenalarga e hidrélisis de dichas

moléculas con AiiM 5 pg/mL.

Obsérvese que, en la imagen de la izquierda, en la parte superior se observa, con
color verde el lugar donde los discos impregnados con moléculas puras de 30C10-
HSL fueron colocados. En contraste, en color beige en la parte de debajo de la
imagen de la izquierda donde se colocaron discos impregnados con 30C10-HSL
tratados con AiiM 5 pg/mL. La ausencia de color connota que la cepa biosensora no
es capaz de detectar la molécula autoinductora debido a la hidrélisis que sufre
derivado del uso de AiiM. En la imagen de la derecha se observa el mismo fendbmeno
con las cepas clinicas. De tal manera que la disminucién de los factores de virulencia

se debe a la hidrdlisis de los autoinductores ocasionada por el tratamiento con AiiM.

7.10 AiiM no inhibe el sistema de secrecion tipo Il de P. aeruginosa.

Otro de los factores de virulencia que evaluamos, y el cual juega un papel
fundamental en la fisiopatogenia de P. aeruginosa fue el sistema de secrecion tipo
Ill. Queriamos determinar si este factor se veia afectado en la produccion de sus
toxinas efectoras al ser tratado con la proteina lactonasa. Para ello probamos en
dos aislados clinicos (P729 y HO015). Se utilizaron como controles positivos las
cepas tipos de P. aeruginosa PAOL (produce ExoS) y la PA14 (produce ExoU) y
observamos que, de formaindistinta, ya sea con o sin tratamiento con AiiM las cepas
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producen las toxinas efectoras asociadas al sistema de secrecion tipo 1. Por lo que
este sistema pareciera no estar controlado por el sistema de comunicacion

bacteriana de una forma directa y positiva.

A) B)
PA14  H015 PAO1  P0729

- AiiM _— + - + AiM

Imagen 41. Identificacién por Western blot de las proteinas efectoras del sistema de secrecion tipo

ExoS

ExoS

.

Il de P. aeruginosa. A) Determinacion de ExoU, B) determinacion de ExoS. No se obseva
disminucién o desaparicion de la proteina al tratarse con AiiM.

7.11 AiiIM no degrada los antibidticos [-lactimicos con actividad
antipseudomonica.

Los antibidticos B-lactdmicos con actividad antipseudomonica son herramientas
importantes para los médicos para el tratamiento de infecciones ocasionadas por P.
aeruginosa. Por ello, era importante evaluar que AiM no degradara estos
antibidticos, dado que el anillo B-lactamico es un anillo de lactona de 4 atomos de
carbono. Por ello disefiamos un experimento con diversos antibidticos de
importancia clinica para el tratamiento de P. aeruginosa.

AiiM no degradd ningun antibiético probado. Se utilizo como control positivo de

hidrolisis NaOH 60 mM debido a que este reactivo induce un atague nucleofilico que

abre el anillo B-lactamico (grafico 18, imagen 42).
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Grafico 18. Inactivacion de antibidticos B-lactamicos utilizados para el tratamiento de infecciones
ocasionadas por P. aeruginosa. Obsérvese que el halo de los discos de los antibiéticos probados
con AiiM era similar a aquellos que fueron expuestos Uinicamente a solucién salina isotonica 0.8%.

El no observar la degradacion de estos antibiéticos supone un punto a favor ya que
de ser posible la utilizacién de esta estrategia en el ambito clinico no competiria con
el efecto de estos antibidticos.

133



Imagen 42. Método de inactivacion de 3-lactdmicos. A-D: R-lactdmicos sin tratamiento, 24 h de

incubacion con solucién salina isoténica Unicamente. A) ceftazidima, B) cefepime, C) imipenemy D)
meropenem. E-H: B-lactamicos tratados con 5 pg/mL de AiiM después de 24 h de incubacion. E)
ceftazidima, F) cefepime, G) imipenem, H) meropenem. I-L: R-lactdmicos tratados con NaOH 60 mM
para induccion de hidrélisis quimica. I) ceftazidima, J) cefepime, K) imipenemy L) meropenem.
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8. Discusion

La multidrogorresistencia es uno de los problemas actuales de gran impacto en la
salud publica mundial. Ha sido definida de diversas maneras con la finalidad de
llamar la atencion y generar estrategias que propongan frenarla, la era post

antibiéticos o el sunami silencioso frente a la medicina moderna (Exner et al., 2017).

En los dltimos afos, los microorganismos multidrogorresistentes se han convertido
en endémicos en diversos hospitales lo que termina ocasionando brotes y las

posibilidades de tratamiento se ven reducidas (Muntean et al., 2018).

P. aeruginosa es capaz de causar infecciones severas, particularmente las
relacionadas al cuidado a la salud de pacientes inmunocomprometidos, pacientes

con cancer y quemados (de la Cruz-Hernandez et al., 2020; Horcajada et al., 2019),

ademas, forma parte del grupo ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Klebsiella spp., Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y
Enterobacter spp.) los cuales, a su vez, se encuentran enlistados por la organizacion
de la salud de acuerdo a la prioridad para la generacion de estrategias y disefios de
nuevos antibioticos para poder combatir la multidrogorresistencia asociada a estos

microorganismos (de la Cruz-Hernandez et al., 2020; Tacconelli, 2017).

P. aeruginosa ademdas de tener la capacidad de adquirir diversos mecanismos de
resistencia, posee un amplio arsenal de mecanismos denominados intrinsecos, por
lo que, de forma natural, en esta bacteria se descartan algunos antibiéticos que
tienen actividad en otras bacterias, por ejemplo sulfametoxazol/trimetoprim,
tigeciclina y ertapenem (por mencionar algunos) (Bonomo & Szabo, 2006; Dreier &
Ruggerone, 2015) (Horcajada et al., 2019).

Los pacientes con quemaduras presentan las manifestaciones mas devastadoras
de trauma. Este grupo de pacientes, per se, son susceptibles de sufrir procesos
infecciosos debido a la pérdida de la continuidad de las barreras primarias (piel) y
tiene una asociacion de morbi-mortalidad elevada (Church et al., 2006). P.
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aeruginosa junto con A. baumannii son las bacterias con la mayor prevalencia de
infeccion en pacientes con quemaduras (L. Li et al., 2018). Este dato se ha podido

constatar en un estudio realizado por nuestro grupo de trabajo donde encontramos
gue las bacterias previamente mencionadas, son las principales causas de
procesos infecciosos en pacientes con quemaduras eléctricas atendidas en nuestra
institucion. Asimismo, las tasas de resistencia de estos aislados son consistentes
con lo reportado mundialmente, donde podemos observar aislados clinicos con

patrones de resistencia elevados y extendidos (L. E. Lopez-Jacome et al., 2019).

En un intento de responder cudl es la distribucién de la susceptibilidad en el ambito
mexicano, derivado de la ausencia de informacion por parte de las instancias
mexicanas, dos grupos han tomado la batuta y han comenzado a reportar el
comportamiento y distribucion de la resistencia en diversos hospitales mexicanos,
tanto publicos como privados, por un lado, el grupo dirigido por la Dra. Elvira Garza,
en el norte del pais, y por otro lado el grupo del Dr. Ponce de Ledn de la Universidad

Nacional Auténoma de México (Rosales, 2019). En el trabajo de la Dra. Garza se

encontrg la presencia de carbapenemasas en el 27% de los aislados clinicos de P.
aeruginosa pertenecientes a 47 instituciones de salud que abarcaron 20 entidades
federativas, ademas, 175/1995 aislados clinicos fueron multidrogorresistentes, 165
fueron extremadamente resistentes y 87 pan resistentes (Garza-Gonzalez et al.,
2019).

En el presente trabajo encontramos que la tasa de resistencia global es mayor al
50% a los antibiéticos probados. La mayor tasa de resistencia, el 80%, se encontré
en ciprofloxacino. Para cefalosporinas > 60% y para carbapenémicos del 70%. Una
cepa clinica presentd resistencia a colistina, lo cual llama la atencién y preocupa

debido a que es el Ultimo antibiético de rescate.

La proteina en estudio, AiiM, fue capaz de hidrolizar todas las moléculas HSL
probadas, tanto las de cadena corta como las de cadena larga, esto es consistente

con lo reportado por el grupo de Wang (W. Z. Wang et al., 2010).
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AiiM fue capaz de hidrolizar las moléculas HSL probadas en 5 minutos de exposicion
a concentracion baja (5 pg/mL). Si bien no se realiz6 un estudio cuantitativo, al
observar los tiempos de retencion en los cromatogramas HPLC no se observan
picos coincidentes con la molécula sin hidrolizar, por lo que inferimos, que AiiM

degradd de formatotal 1 mM de cada molécula probada.

Una de las principales razones para utilizar este tipo de estrategia es que no
modifica la cinética de crecimiento de P. aeruginosa por lo tanto, se espera que se
cumpla el supuesto de que, al no impedir la tasa de crecimiento normal no se
presente un fendbmeno de presion de seleccion que obligue alas bacterias a generar

algin mecanismos de respuesta ante dicho fenomeno (Defoirdt, 2018; Defoirdt,

Brackman, & Coenye, 2013). Referente a este rubro podemos decir que AiiM no

interfirid en la cinética de crecimiento y el patron de crecimiento fue el mismo con 'y

sin tratamiento con AiiM.

En comparacion con un estudio francés donde se prueba una enzima lactonasa con
modificaciébn en el centro catalitico para aumentar la eficiencia de hidrdlisis
(triptéfano a isoleucina en el residuo 263), AiiM mostr6 una actividad 100 veces
mayor que la enzima SsoPox, la cual fue utilizada a una concentracién de 0.5 mg/mL

(Guendouze et al., 2017). Ademas, algunos aislados clinicos presentaron cierta

resistencia al efecto de la enzima en la disminucion de los factores de virulencia
probados. En nuestro caso, AiiM disminuyd, con significancia estadistica, los
factores de virulencia asociados al sistema de percepcion de quérum probados
(elastasa, proteasa alcalina, piocianina y HCN). Existen reportes de la eficacia de
esta estrategia en modelos in vivo, como el modelo de neumonia en ratén, los
cuales fueron infectados con P. aeruginosa y tratados con AiiM en forma de aerosol.
Se encontré mejoria en los ratones que fueron tratados con AiiM. Esto es alentador
debido a que sigue resultando un excelente candidato para poder migrar a una

estrategia de uso clinico (Migiyama et al., 2013). Por otra parte, el grupo del Dr.

Toshinari Maeda, ha evidenciado que existe una disminucion en la produccion de
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metano en lodos residuales de plantas de tratamiento, tratados con AiiM (P. D. T.
Nguyen et al., 2019), por lo que la aplicacion de esta estrategia es diversa.”

Basandonos en la evidencia propuesta por Guendouze, que demuestra que SsoPox
tuvo mejores resultados que otros compuestos quimicos con actividad demostrada
en la inhibicion del sistema de percepcion de quérum como furanonas bromadas y

5-fluoracilo (Guendouze et al., 2017), podemos inferir que AiiM tiene un mejor

rendimiento que estos compuestos, sin la toxicidad asociada que poseen tanto las
furanonas como el 5-fluoracilo. Ademéas de que para estos compuestos se han
reportado mecanismos de resistencia a la inhibicion del quérum (Garcia-Contreras
et al., 2013; Garcia-Contreras et al., 2015).

A pesar de que AiiM disminuyé las actividades de elastasa, proteasa alcalina,
piocianina y HCN, no tuvo la capacidad de inhibir el sistema de secrecion tipo Ill,
esto debido, a que encontramos las toxinas efectoras asociadas a este sistema de
secrecion en las condiciones donde las cepas se trataron con AiiM como en aquellas
a las que no se les agrego la proteina. Esto es consistente con los estudios recientes
donde se vio que la cepa doble mutante AlasR/rhIR produce y secreta las toxinas
efectoras en los mismos niveles que lo hace la cepa silvestre PAO1, indicando que
este sistema no esta bajo un control directo positivo de percepcion de quérum (Soto-

Aceves et al., 2019). Esto, lejos de mostrar “un pero”, representa un area de

oportunidad para el disefio de una estrategia anti-virulencia con mayor robustez que
busque inhibir tanto al SSTIII como al sistema de percepcion de quérum, dado que
son bajas las concentraciones de SSTIII utilizadas por las bacterias para instalarse

en el hospedero (Garcia-Contreras, 2016).

Una de las posibles limitaciones de nuestro trabajo se centra en los aislados con
deficiencias en lasR/rhIR, las cuales por su naturaleza producen bajos niveles de
factores de virulencia, bajo este hecho, las cepas podrian ser tolerantes al efecto de
AiiM y cualquier otra estrategia de inhibicion del sistema de percepcién de quérum

(Morales, Gonzalez-Valdez, Servin-Gonzalez, & Soberon-Chavez, 2017).
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AiiM es un miembro de la super familia a/f hidrolasas con actividad de lactonasa y
tomando en cuenta que los antibiéticos B-lactamicos tienen un anillo de lactona (B-
lactona) podrian ser susceptibles de sufrir hidrélisis por esta enzima lo que
significaria un obstaculo para su utilizacion clinica, sin embargo, en los ensayos
realizados, AiiM no dafi6é la integridad de las moléculas antibidticas B-lactamicas
ensayadas, las cuales se comportaron igual que las moléculas que fueron tratadas
Unicamente con solucién salina isoténica 0.8%. Esto es relevante ya que los
antibidticos probados son de los mas utilizados para el tratamiento de infecciones

por P. aeruginosa por la capacidad bactericida que tienen sobre esta bacteria.

Aunque mas trabajos son necesarios para observar el posible uso de AiM en
guemaduras, por ejemplo en un modelo in vivo, nuestro trabajo sugiere que AiiM
podria ser un coadyuvante efectivo para el tratamiento de infecciones por P.
aeruginosa, asimismo, el trabajo de Guendouze demostré su utilidad en aislados

clinicos de P. aeruginosa en pie diabético (Guendouze et al., 2017), por otro lado,

se cuenta con evidencia de su uso en modelos in vivo como el de modelo de amiba

(Mion et al., 2019) y en modelo de neumonia en rata (Hraiech et al., 2014) en ambos

caso se probé la eficacia de esta proteina, que si bien es utilizando la cepa tipo P.
aeruginosa PAO1, sienta los precedentes para pensar que, la lactonasa AiiM es un

fuerte candidata para su posible utilizacion clinica.
Ante ello, las evidencias aqui manifestadas sugieren que AiiM podria tener una

utilizacion como coadyuvante en pacientes con quemaduras y procesos infecciosos

por P. aeruginosa.
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9. Conclusiones

En el presente trabajo concluimos que la proteina AiiM tiene un amplio rango de
accion hidrolitica, pues hidrolizé moléculas HSL de cadena corta como de cadena
larga: C4-HSL, 30C8-HSL, C10-HSL, 30C10-HSL y 30C12-HSL.

Esta proteina no interfiri6 con la cinética de crecimiento de P. aeruginosa. Por lo
gue, en principio, no generaria mecanismos de resistencia a la accion de la proteina

derivado de la presion de seleccién.

Disminuy6 drasticamente los factores de virulencia que estan involucrados con la
comunicacion bacteriana: elastasa, proteasa alcalina, piocianina y HCN en todas
las cepas clinicas de P. aeruginosa aisladas de pacientes con quemaduras
atendidos en el CENIAQ del Instituto Nacional de Rehabilitacién Luis Guillermo
Ibarra Ibarra. Sin embargo, no disminuyd la produccién de toxinas efectoras
asociadas al sistema de secrecion tipo lIl.

No se encontraron cepas tolerantes al efecto de la proteina AiiM y los factores de

virulencia probados.

10. Perspectivas

Uno de los rubros a cumplir en mediano plazo es sobrexpresar la proteina para
poder inmovilizarla en polimeros y determinar la actividad de la misma para moder
migrar la estrategia a dispositivos médicos de interés (apositos y puntas de catéter),

de esta forma estariamos pensando en una aplicaciéon clinica.
Realizacion de ensayos RNAseq para determinar los genes que se logran ver

afectados por el tratamiento de la enzima y poder predecir si se pudiera presentar

algin mecanismo evasivo.
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Realizacion de ensayos in vivo para ver modelos de infeccion y el uso de esta
proteina en diferentes escenarios. Se esta considerando inicialmente trabajar con

modelo de Galleria mellonella.
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