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RESUMEN

La resistencia a antibioticos es una grave amenaza global, por lo que es urgente
desarrollar nuevos farmacos contra bacterias resistentes. Ademas de los
microorganismos terrestres, el entorno marino también alberga un potencial
desconocido para descubrir nuevos antibiéticos. En este estudio, examinamos 82
cepas bacterianas marinas del Golfo de México (GoM) como posibles fuentes de
nuevos antibiéticos. ldentificamos ocho cepas con actividad inhibitoria contra
bacterias patdgenas, incluyendo una nueva especie de Pseudomonas,
Pseudomonas sp. GOM7, que mostrd actividad antibacteriana contra bacterias
Gram-positivas y Gram-negativas, incluyendo cepas de Staphylococcus aureus
resistentes al antibiotico meticilina; S. aureus resistente a meticilina es uno de los
patdgenos prioritarios establecidos por la Organizacion Mundial de la Salud para el
desarrollo de nuevos antibiéticos. Determinamos que los compuestos anti-S. aureus
de Pseudomonas sp. GOM7 pueden extraerse con acetato de etilo. Para
complementar el estudio de Pseudomonas sp. GOM7, se realizé la secuenciacion
completa de su genoma; el analisis bioinformético del mismo revelo la presencia de
seis grupos de genes que codifican para posibles compuestos antimicrobianos.

Las 7 cepas marinas restantes que presentaron actividad antibacteriana fueron
identificadas como P. aeruginosa, la cual es una bacteria patdégena oportunista que
se encuentra en diversos nichos hospitalarios y ambientales. El analisis de las
propiedades de virulencia y la resistencia a antibidticos de los patégenos
ambientales es de gran interés desde la perspectiva de "Una Salud", este es un
concepto que resalta la interconexion entre la salud humana, animal y ambiental.
En nuestro estudio determinamos que la cepas marinas de P. aeruginosa aisladas
del GoM presentan propiedades de virulencia similares a las cepas clinicas, como
la expresién de varios factores involucrados en virulencia de esta bacteria y la
capacidad de matar a larvas de Galleria mellonella. En contraste, la cepas marinas
de P. aeruginosa aisladas del GoM mostraron mayor sensibilidad a antibiéticos que
las cepas clinicas. Adicionalmente, encontramos una mayor presencia de
integrones de clase 1 en las cepas clinicas que en las cepas marinas; la presencia
de estos integrones se utiliza como marcadores de impacto antropogénico.

Nuestros resultados muestran el potencial del Golfo de México, y en particular el de
la cepa Pseudomonas sp. GOM7, como una fuente con potencial para la
identificacion de nuevos antibioticos. Ademas, nuestros resultados indican que las
cepas de P. aeruginosa aisladas de este ambiente marino presentan propiedades
de virulencia similares a las de cepas clinicas de esta bacteria, pero su nivel de
resistencia a antibiéticos es bajo comparado con las cepas clinicas.



ABSTRACT

Antibiotic resistance is a serious global threat and there is an urgent need to develop
new drugs against resistant bacteria. In addition to terrestrial microorganisms, the
marine environment holds an unknown potential for the discovery of new antibiotics.
In this study, we screened the antibacterial activity of 82 bacterial strains isolated
from water samples collected in the Gulf of Mexico. We identified eight marine strains
showing growth inhibitory activity against pathogenic bacteria, one of these marine
strains is a new Pseudomonas species, Pseudomonas sp. GOM7, which was not
pathogenic in Galleria mellonella larvae, a widely used model to test bacterial
virulence. Pseudomonas sp. GOM showed antibacterial activity against Gram-
positive and Gram-negative bacteria, including strains of Staphylococcus aureus
resistant to the antibiotic methicillin; methicillin-resistant S. aureus is one of the
priority pathogens identified by the World Health Organization for the development
of new antibiotics. We found that the anti-S. aureus compounds produced by
Pseudomonas sp. GOM7 can be extracted with ethyl acetate. To complement the
characterization of Pseudomonas sp. GOM7, its complete genome was sequenced;
bioinformatic analysis of the genome revealed the presence of six clusters of genes
encoding for potential antimicrobial compounds.

The remaining seven marine strains with antibacterial activity were identified as P.
aeruginosa, an opportunistic pathogen found in both hospital and environmental
settings. Analyzing the virulence characteristics and antibiotic resistance of
environmental pathogens is important from a “One Health” perspective, which
underscores the interconnectedness of human, animal, and environmental health.
Our study revealed that P. aeruginosa strains from the Gulf of Mexico exhibited
similar virulence characteristics to clinical strains, including the expression of several
virulence factors and the ability to kill G. mellonella larvae. However, these marine-
isolated strains showed greater antibiotic sensitivity compared to clinical strains.
Furthermore, we observed a higher presence of class 1 integrons, markers of
anthropogenic impact, in clinical strains than in marine strains.

Our results demonstrate the potential of the Gulf of Mexico, and in particular that of
Pseudomonas sp. GOM7, as a potential source for the identification of new
antibiotics. Furthermore, our results indicate that P. aeruginosa strains isolated from
this marine environment have virulence properties similar to clinical strains of this
bacterium, but their level of antibiotic resistance is low compared to clinical strains.



1. INTRODUCCION

1.1.Crisis mundial de antibioticos
La resistencia a antibiéticos (RA) es un fendmeno en el cual los microrganismos
desarrollan la capacidad de resistir los efectos de los antibidticos. Esta resistencia
se debe a cambios genéticos en las bacterias que les permiten neutralizar, destruir
o evitar los efectos de los antibiéticos. La aparicion, diseminacion y persistencia de
bacterias resistentes a uno o varios antibidticos, las cuales se denominan multidrogo
resistentes (MDR), se ha convertido en un grave problema de salud publica a nivel
mundial. La RA reduce la efectividad de los tratamientos antimicrobianos y puede

llevar a infecciones mas dificiles de controlar y tratar [1].

La importancia de la RA es tal que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha
declarado que esta problemética es una de las 10 principales amenazas para la
salud publica a las que se enfrenta la humanidad. Para tratar de combatir esta
situacién, la OMS ha implementado un plan de accién mundial para el control de la
RA, cuyo objetivo principal es garantizar el tratamiento de enfermedades infecciosas
mediante el uso responsable de antibidticos y el desarrollo de nuevos

antimicrobianos [2,3].

Esta crisis tiene multiples dimensiones y los datos disponibles sobre esto son
alarmantes. Estudios recientes sugieren que, si no se realizan cambios significativos
en el uso de antibiéticos, para el afio 2050 podrian morir alrededor de 10 millones
de personas anualmente debido a infecciones causadas por bacterias resistentes a
multiples farmacos, con pérdidas econémicas estimadas en 100 trillones de ddlares
[4]. Ademas, en 2019 se estimé que la RA en bacterias estuvo relacionada con mas
de 4.5 millones de muertes, de las cuales alrededor de 1.2 millones fueron
directamente atribuidas a la RA [5]. Por lo tanto, resulta urgente la implementacion
de politicas que modifiguen los patrones actuales de uso de antibidticos y el
desarrollo de nuevas estrategias de busqueda para la identificacion y

descubrimiento de nuevas moléculas con actividad antibacteriana.

En 2017, la OMS publicé una lista de 12 bacterias de bacterias resistentes a

antibioticos denominadas patdgenos prioritarios, las cual incluye patdogenos que

1



representan un grave riesgo para la salud humana y para los cuales es necesario
promover la busqueda y desarrollo de nuevos antibidticos. Estos patégenos fueron
clasificados como de prioridad critica, alta y media, segun la necesidad del
desarrollo de nuevos antimicrobianos que las combatan, asi como por la alta
incidencia en infecciones y el grado de RA [6]. En esta lista se encuentran bacterias
como Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae y Salmonella spp., entre otras. Esta lista prioritaria de
patdogenos se considera como un indicador para la priorizacion de incentivos y
fondos para investigacion y desarrollo destinados al descubrimiento de nuevos

antibioticos.

1.2.Aparicion de la resistencia a antibiéticos
La RA es un aspecto particular de la evolucion natural de las bacterias que se ha
desarrollado a lo largo de millones de afios de evolucion, como parte de su
capacidad para adaptarse y sobrevivir en ambientes hostiles. A pesar de que este
fendomeno se relaciona principalmente con el uso clinico de los antibiéticos, multiples
estudios apuntan a que este tipo de moléculas pueden tener otro tipo de rol

ecologico mostrando efectos no letales en niveles de concentracion mas bajos [7,8].

La resistencia a los antibidticos no es un fendmeno reciente, cada vez mas estudios
apoyan que la exposicién ambiental a diferentes moléculas ha generado diversos
mecanismos de resistencia a éstos, incluso antes del uso clinico de los antibiéticos.
Por ejemplo, estudios han demostrado la presencia de bacterias resistentes a [3-
lactamicos, tetraciclinas y glicopéptidos en diferentes tipos de suelo, asi como en
una region aislada de una cueva con aproximadamente 4 millones de afios de
antigiiedad [9,10]. Ademas, mediante andlisis metagenémicos se han detectado
genes de resistencia en muestras de permafrost en Alaska con una antigiedad
aproximada de 30,000 afos [11]. Estos hallazgos respaldan la idea de que la
resistencia a los antibioticos es un fenémeno natural, antiguo y estrechamente

relacionado con la evolucién bacteriana.



Diversas investigaciones muestran la rapida progresion de la resistencia bacteriana
a los antibidticos alrededor del mundo [12]. Esta resistencia puede ser intrinseca,
provenir de mutaciones, o bien originarse por transferencia horizontal de genes. En
los siguientes puntos abundaremos un poco sobre los diferentes mecanismos de

resistencia antibioticos presentes en las bacterias.

1.3.Resistencia intrinseca y resistencia adquirida

La resistencia intrinseca en bacterias se refiere a las caracteristicas inherentes a
cada familia, especie o grupo bacteriano que generan un fenotipo de resistencia,
independientemente de la presencia de una presion de seleccion (Fig. 1). Esta
resistencia suele estar codificada en el genoma del organismo y no se adquiere por
factores externos como la transferencia horizontal de genes (HGT por sus siglas en
inglés) [13]. Las bacterias pueden tener varias formas de resistencia intrinseca, un
ejemplo es la membrana externa en bacterias Gram-negativas, que es impermeable
a ciertos antibiéticos y actia como barrera. Otro ejemplo es la presencia de bombas
de eflujo y porinas, que expulsan moléculas téxicas como antibiéticos, antisépticos
y metales pesados [14,15].
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Figura. 1. Mecanismos de resistencia a antibidticos. Se muestran diferentes mecanismos de
resistencia a antibitticos, incluyendo la expulsién de antibioticos mediante bombas de eflujo, la
modificacion enzimatica y degradacion de antibioticos, asi como la modificacion del sitio blanco.
Modificado de Aslam et al., 2018. Imagen Creada con Biorender.com.



Por otro lado, la resistencia adquirida abarca diversos mecanismos que permiten a
las bacterias sobrevivir ante la presencia de compuestos toxicos, especialmente
como respuesta a la exposicion constante a antibiéticos. Estos mecanismos pueden
surgir tanto en ambientes clinicos como en entornos naturales, debido a la presion
selectiva ejercida por la exposicion a los antibidticos y permite que las bacterias
sobrevivan a la actividad de los antibioticos mediante cambios genéticos especificos
como la generacién de mutaciones o la adquisicién de genes de resistencia de otras
bacterias mediante HGT [16,17].

Existen tres principales mecanismos utilizados para la HGT: la conjugacién, la
transformacién y la transduccién; la conjugacion implica contacto directo entre
bacterias, la transformacién involucra la internalizacion de material genético
exdgeno y la transduccion media la transferencia de genes a través de fagos [18].
En el contexto de la resistencia a los antibidticos, la HGT desempefia un papel
crucial en la diseminacion de genes de resistencia entre las bacterias. Permite que
una bacteria previamente susceptible adquiera resistencia al recibir genes de
resistencia de otra bacteria. Este proceso acelera la propagacion de la resistencia
a los antibidticos entre diversas poblaciones bacterianas, lo que representa un
desafio significativo en el control de las enfermedades infecciosas.

En el caso de la resistencia adquirida mediante mutaciones, uno de los mecanismos
mas extendidos implica la modificacion del sitio blanco de accion, mediante el cual
se altera el blanco molecular del antibiético, disminuyendo su afinidad por el mismo

y evitando su efecto [19].

1.4.Resistencia a antibiéticos en ambientes naturales
La RA es un fendmeno dinamico y en constante evolucidon. No se limita
exclusivamente a los entornos clinicos, donde el uso excesivo e indiscriminado de
antibioticos es una practica comun, sino que también se ha detectado en ambientes
naturales como suelos y cuerpos de agua. Aunque el uso excesivo e inadecuado de
antibioticos ha acelerado la aparicion y propagacion de la RA, existen otros factores
relacionados con el origen de este problema. Por ejemplo, la presencia de
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moléculas antimicrobianas en el ambiente, producidas por microorganismos 0 como
contaminantes liberados en el ambiente, proporciona una fuente adicional de

presion selectiva que podria favorecer la aparicion de RA [20].

Se ha demostrado que las moléculas antibidticas presentes en el ambiente pueden
cumplir diferentes funciones, como la activacion transcripcional de rutas de
respuesta a estrés o la modulacion de interacciones dentro de comunidades
bacterianas [21,22]. Ademas, la "hipotesis del productor” sugiere que los
microorganismos ambientales que producen antibidticos deben poseer genes de
resistencia para evitar la actividad inhibitoria de los compuestos antimicrobianos que
producen. Estos genes de resistencia podrian ser transferidos horizontalmente a

microorganismos de importancia clinica [23].

Esto sugiere que los ambientes naturales actian como un reservorio de genes de
resistencia. Ademas, cada vez hay mas evidencia que respalda la idea de que la
resistencia a antibiéticos tiene su origen en las bacterias ambientales [24,25]. Por lo
tanto, comprender mejor el papel ecolégico de los antibibticos y la resistencia a
antibiodticos en entornos naturales puede ser clave para predecir y combatir la

aparicion y evolucion de la resistencia a antibiéticos en las bacterias patdgenas.

1.5.Causas de la crisis y RA en la actualidad

Desde el descubrimiento de la penicilina en 1929 y la posterior introduccion de los
antibiéticos en la préactica clinica en la década de 1940, estos medicamentos han
sido fundamentales para salvar millones de vidas. Sin embargo, su uso excesivo e
innecesario ha contribuido significativamente a la evolucion de la resistencia a los
antibioticos. Por ejemplo, estudios han reportado que el consumo mundial de estos
compuestos ha aumentado aproximadamente un 46% entre los afios 2000 y 2018,
de acuerdo al Centro para el control y prevencion de enfermedades (CDC), en
Estados Unidos la RA incrementé un 15% entre 2019 y 2020 [26,27].

Ademas de su uso en el ambito clinico, los antibidticos también se emplean

ampliamente como promotores de crecimiento en animales de granja a nivel global



[28,29]. Segun el Departamento de Agricultura de Estados Unidos, en el afio 2011
un 73% de los ganaderos administraron al menos un antibiotico al ganado con el fin
de estimular su crecimiento o como medida profilactica. Ademas, se estima que mas
de 14,788 toneladas de antibioticos fueron vendidos para su uso en animales entre
los afios 2009 y 2013, el total de antibidticos clinicamente importantes vendidos o
distribuidos para su uso en animales destinados a la produccion de alimentos
aumento un 20% en ese periodo [30].

Otra de las causas que podria explicar la crisis de la resistencia a los antibioticos en
los ultimos afios es el desinterés de la industria farmacéutica en el desarrollo de
nuevos compuestos. En 1998 se introdujeron en el mercado mundial 20 nuevos
antibioticos, pero para el afio 2011 este nimero se redujo significativamente a solo
4. En la actualidad, se encuentran en desarrollo clinico 42 antibiéticos, de los cuales
solo 11 tienen el potencial para tratar infecciones causadas por patdégenos
prioritarios listados por la OMS [31,32]. Varias compaiiias farmacéuticas, como
Abbot, Merck y Roche, han abandonado el campo del desarrollo de nuevos
antibioticos, dejando solamente 5 laboratorios (Astra-Seneca, Glaxo-Smith Kline,
Novartis, Sanofi-Aventis y Schering-Plow) trabajando en la investigacion y
desarrollo de nuevos antibioticos [33]. La principal razén detras de este desinterés
en la industria farmacéutica es la baja rentabilidad de la inversion en el desarrollo
de nuevas moléculas antimicrobianas. El proceso para crear nuevos antibioticos es
complejo y costoso, con un porcentaje de éxito de aproximadamente el 5%.
Ademas, el tiempo que transcurre desde la aparicion de un nuevo antibittico hasta
qgue las bacterias desarrollan resistencia a él puede ser de menos de dos afios
[31,34].

Como resultado de la falta de desarrollo de nuevos antibiéticos, sumado a las
practicas inadecuadas y el uso extensivo de estos compuestos en el &mbito clinico
y la produccion animal, nos enfrentamos a un problema urgente de salud publica,
con la disminucion de opciones de tratamiento efectivas para las infecciones

bacterianas resistentes a los antibioticos.



Para abordar la problematica de la RA, la OMS desarrollé un plan de accién que fue
ratificado internacionalmente durante la Asamblea Mundial de la Salud en 2015. El
plan de la OMS busca promover la conciencia y la responsabilidad en el uso de
antibioticos, garantizando su uso solo cuando sea necesario y bajo prescripcion
meédica adecuada. Ademas, enfatiza en la importancia de mejorar la vigilancia y
recopilacion de datos y destaca la necesidad de invertir en investigacion y desarrollo
para encontrar nuevas alternativas terapéuticas y métodos de diagndstico mas
efectivos. En general, este plan de accion global de la OMS es un esfuerzo integral
para combatir la resistencia a los antibioticos y preservar la eficacia de estos

medicamentos para el futuro [2,35].

Dada la complejidad de la RA, se ha propuesto un enfoque colaborativo para
abordar esta problematica desde dos perspectivas principales: "Una Salud" (One
Health) y "Salud Mundial" (Global Health) [36,37]. La primera enfatiza en las
interacciones que existen entre seres humanos, animales y ecosistemas para
alcanzar un bienestar maximo. En el contexto de la RA, cada uno de estos tres
componentes estd vinculado debido al uso irresponsable y excesivo de
antimicrobianos en diferentes sectores como la agricultura, ganaderia y la medicina
humana. Bajo esta perspectiva, agentes infecciosos como bacterias, virus o
pardsitos adquieren relevancia al cruzar con facilidad barreras inter-especie. El
ambiente también juega un papel crucial, ya que los cambios en los ecosistemas
debido al impacto antropogénico pueden condicionar y modificar las diferentes
poblaciones de microorganismos que habitan dichos ecosistemas. Por lo tanto,
analizar a los patdgenos, incluyendo las bacterias ambientales, desde este punto
de vista proporciona un mejor entendimiento de su origen, transmision y amenaza

potencial para la salud [38].

Por otro lado, la perspectiva de "Salud Mundial" se enfoca en las condiciones que
facilitan la diseminacion global de la resistencia a los antibiéticos y en las acciones
necesarias para controlarla a nivel mundial. Esto incluye el desarrollo y la

implementacion de politicas y estrategias coordinadas a nivel internacional, la



vigilancia y el seguimiento de la resistencia en diferentes regiones del mundo.
Ambos enfoques son complementarios y se refuerzan mutuamente para abordar la

RA de manera integral y efectiva [39].

En nuestro pais, la evaluacion de la RA sigue siendo irregular y no existe una red
organizada de laboratorios que proporcione una vision integral de la situacion.
Aungue en 2018 se publico en el Diario Oficial de la Federacion el "Acuerdo por el
que se declara la obligatoriedad de la Estrategia Nacional de Accion contra la
Resistencia a los Antimicrobianos”, alin no se cuenta con datos que reflejen el
impacto directo de las bacterias resistentes a antibioticos en las tasas de mortalidad
0 en la economia. No obstante, se han realizado estudios que revelan una alta
prevalencia de estas bacterias en el pais [40]. Por ejemplo, se ha reportado que
cepas de A. baumannii aisladas de pacientes en diferentes hospitales del pais
presentan resistencia a la mayoria de los antibiéticos evaluados, incluyendo los
carbapenémicos. De manera similar, se ha observado un incremento en la
resistencia a aztreonam en cepas de P. aeruginosa [41]. Ademas, se ha detectado
la presencia de 7 de los 12 patdégenos prioritarios enlistados por la OMS en 47
centros hospitalarios mexicanos, y se ha observado un aumento en el porcentaje de

aislados resistentes a los principales antibioticos utilizados entre 2010 y 2020 [42].

Sin embargo, debido a la falta de procedimientos claros, los datos sobre resistencia
a los antibiéticos en México son poco confiables. Ante esta situacion, la UNAM ha
propuesto, a través del Programa Universitario de Investigacion en Salud, un plan
de accion para controlar la resistencia a los antimicrobianos en el pais (PUCRA)
[43]. Estos esfuerzos se alinean con los principales puntos abarcados en el plan
mundial de la OMS. A pesar de esto, hasta la fecha, ninguna de las acciones
sugeridas en el acuerdo nacional ha visto avances significativos, y la crisis
provocada por la pandemia de COVID-19 ha generado aun mas problemas en el
sistema de salud mexicano. Esta situacion muestra la gravedad del problema de la
RA en el pais y resalta la necesidad de abordar esta problematica de manera
urgente y efectiva.



1.6.COVID-19y RA
La pandemia de COVID-19, causada por el SARS-CoV-2, ha impactado
globalmente desde su aparicion a finales de 2019. Para diciembre de 2020, habia
infectado a mas de 97 millones de personas y causado mas de 2 millones de
muertes, afectando todos los aspectos de la sociedad y evidenciando las

deficiencias en los sistemas de salud a nivel mundial [44].

En medio de esta crisis, la RA, otro de los problemas mas alarmantes y urgentes a
nivel mundial, ha quedado eclipsada. La ausencia de un tratamiento efectivo en las
etapas iniciales de la pandemia condujo al uso excesivo e inadecuado de
antibiéticos en su tratamiento [45]. Ademas, la aparicion de infecciones bacterianas
en pacientes con COVID-19, el incremento de hospitalizaciones, incluyendo la
necesidad de ventilacion mecanica y la prolongacion de la estancia hospitalaria,
crearon un entorno que propicié el aumento del consumo de antibidticos en los
hospitales y elevo el riesgo de adquisicion de infecciones nosocomiales causadas
por bacterias MDR [46].

Varios estudios revelaron que alrededor del 71.9% de los pacientes con COVID-19
recibieron antibiéticos [47,48]. Ademas, durante la crisis de COVID-19, se observé
un aumento en el uso de productos desinfectantes, bactericidas, fungicidas y
antivirales, asi como detergentes, especialmente en los hospitales [49]. El uso
excesivo de estos productos genera una presion de seleccion adicional en las
bacterias expuestas a ellos. Ademas, puede resultar en la liberacion involuntaria de
moléculas con actividad antimicrobiana en el ambiente, lo que favorece el desarrollo
de la RA. [50]. Sumado a esto, la investigacion en areas no relacionadas con la
COVID-19, incluida la resistencia a los antibiéticos, ha sido pospuesta, retrasada o
cancelada. Los recursos econémicos destinados a este tipo de proyectos se han
reducido y el efecto a largo plazo en la investigacion sobre la resistencia a los

antibiéticos aln es incierto.

La pandemia de COVID-19 ha tenido un impacto aun incierto en la lucha contra la
RA. No obstante, la apariciéon de bacterias MDR no se detiene. La suma de estos

factores, junto con los problemas preexistentes, podria propiciar la emergencia de



nuevas y mas peligrosas “super bacterias”. Esto podria tener consecuencias a largo

plazo en la lucha contra la RA [51].

1.7.Busqueda de nuevos compuestos antimicrobianos
Los microorganismos producen una amplia variedad de moléculas con diferentes
actividades bioldgicas [52]. Alrededor del 70% de todos los antibidticos disponibles
son compuestos provenientes del metabolismo secundario de microorganismos del
suelo, mientras que los Ultimos antibiéticos que han salido al mercado han sido
obtenidos principalmente mediante modificacidbn quimica de antibiéticos naturales
[53]. Con el surgimiento de la problemética ocasionada por la RA ha resurgido el
interés de la comunidad cientifica por identificar nuevos antibioticos, principalmente
productos naturales obtenidos de plantas, animales o microorganismos. Los
productos naturales exhiben un amplio rango de farmacoforos con un alto grado de
estereoquimica, esta caracteristica contribuye con la capacidad de las moléculas de
interactuar con diferentes blancos moleculares, presentando una ventaja contra los

compuestos sintéticos [54].

En la era dorada del descubrimiento de antibiéticos nuevas clases de antibioticos
eran descubiertas regularmente, principalmente de bacterias del suelo; antibiéticos
como la actinomicina, estreptomicina, tetraciclinas, entre otros, fueron identificados
principalmente de bacterias pertenecientes al género Streptomyces [53]. Sin
embargo, actualmente es claro que debido a la explotacion de este ambiente, la
identificacion de nuevos compuestos antibacterianos en este nicho es mas
compleja, a pesar de que solo una pequefia parte del suelo terrestre ha sido
muestreado en la busqueda de microorganismos productores de antibiéticos. Por
ese motivo, en los Ultimos afios se ha empezado a realizar la busqueda de este tipo
de productores en una amplia variedad de nichos ecolégicos, con la idea de que en
nichos ecologicos poco explorados pueden habitar microorganismos raros con
caracteristicas metabdlicas Unicas que puedan producir compuestos naturales
novedosos; por ejemplo, geiseres o ambientes marinos, antarticos, desérticos, entre

otros [55,56]. Mas aun, la exploracion de ambientes previamente inaccesibles o
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inexplorados, junto con el uso de nuevas tecnologias para el aislamiento y la
bdsqueda de compuestos bioactivos, proporcionan una nueva y multidisciplinaria
perspectiva para descubrir nuevos antibioticos. Este enfoque es crucial para
explotar la diversidad de compuestos naturales producidos por bacterias en estos

ambientes [57].

1.8.Estrategias de busqueda de nuevos antibioticos
El descubrimiento de antibiéticos esenciales como los B-lactamicos, tetraciclinas y
macrolidos marcé una era dorada, que ahora parece agotada. Este logro se baso
principalmente en la utilizacion de la plataforma Waksman, un método que implica
cultivar microorganismos ambientales para identificar posibles agentes
antimicrobianos [58]. Sin embargo, su eficacia para descubrir nuevos antibiéticos es
limitada. Las técnicas microbiolégicas convencionales, que se apoyan en la
fisiologia, bioquimica y genética bacterianas, enfrentan desafios para identificar
compuestos significativos, lo que a menudo resulta en descubrimientos redundantes
o fracasos en la aplicacion clinica de estas moléculas. Sin embargo, los avances en
técnicas de cultivo, mineria metagendmica y metabolémica, asi como la
identificacion de reservorios microbianos no explotados, han revelado nuevas vias

para expandir la busqueda de nuevos y mejores antibioticos [59].

Algunas de estas nuevas estrategias para la busqueda de antibiéticos incluyen el
cultivo de microorganismos “incultivables”, que son prevalentes en la naturaleza
pero no crecen en condiciones de laboratorio convencionales. El cultivo in situ, que
imita los entornos naturales, ha permitido el crecimiento de estas bacterias,
conocidas como “materia oscura bacteriana”. Un ejemplo de éxito es la teixobactina,
un antibidtico derivado de Eleftheria terrae, una bacteria Gram-negativa. El
aislamiento de E. terrae se logré mediante la tecnologia de “chip de aislamiento”
(iIChip), que utiliza compuestos naturales para promover el crecimiento en camaras
aisladas, similares a unidades de contencidén enterradas [60,61]. Esto facilita el
crecimiento y aislamiento de nuevas especies en cultivos puros a través de una

membrana semipermeable para la transferencia de nutrientes. Otra estrategia para
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el descubrimiento de antibioticos implica el cultivo conjunto de microorganismos
interrelacionados. Se utilizan cepas “auxiliares” para estimular el crecimiento

mediante moléculas bioactivas, lo que activa las vias biosintéticas [62].

Otro enfoque para evitar la redundancia en el descubrimiento de antibiéticos es el
uso de métodos in silico para evaluar productores potenciales. La gran cantidad de
genomas secuenciados en bases de datos publicas ha revelado numerosos grupos
de genes biosintéticos (BGC) de metabolitos secundarios aun no caracterizados
[63]. La mineria gendmica examina los genomas microbianos para identificar
nuevos conjuntos de genes productores de antibidticos, utilizando herramientas
como la espectrometria de masas y la informética para refinar las predicciones de
programas de amplio espectro como antiSMASH. Adicionalmente, los analisis
metagendmicos permiten analizar todos los microorganismos de un ambiente
determinado, incluidos los no cultivables, lo que acelera el descubrimiento de
nuevas moléculas bioactivas y vias biosintéticas en comparacion con los métodos

tradicionales [64].

El estudio con estas tecnologias innovadoras de habitats no explorados podria
revelar nuevas moléculas antimicrobianas de organismos desconocidos. Ademas,
en sintonia con cambios regulatorios, iniciativas gubernamentales y modelos de
innovacion abierta, podrian acelerar el desarrollo de antimicrobianos novedosos

para combatir el fendbmeno de RA.

1.9.Ambiente marino como una fuente de nuevos compuestos con
actividad biolégica

La tecnologia moderna amplia el acceso de los investigadores a los recursos
naturales del planeta, revelando nuevos reservorios de microorganismos y sus
singulares capacidades biosintéticas. Los microorganismos marinos representan
una fuente amplia para la busqueda de compuestos con diferentes actividades
bioldgicas, entre ellos, antibiéticos. El ambiente marino contiene aproximadamente
la mitad de la biodiversidad del planeta, por lo cual representa una prometedora

fuente para la busqueda de nuevos compuestos antibacterianos [65]. Las bacterias
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marinas estan expuestas a variaciones en las condiciones ambientales, como la
temperatura, la presion, la luz y la salinidad, algunos reportes demuestran que la
produccion de moléculas antibacterianas se favorece por la competencia de espacio
y nutrientes favoreciendo la produccion de compuestos Unicos [66—68]. Se han
identificado microorganismos marinos que producen compuestos con propiedades
antimicrobianas, citotdxicas y anticancerigenas, entre otras [69,70]. No obstante, el
microbioma marino es uno de los ambientes menos estudiados y se estima que
alrededor del 91% de las especies bacterianas que habitan el océano se
desconocen [71]. Las bacterias marinas, adaptadas a diferentes entornos y
condiciones extremas, han desarrollado diversas rutas metabdlicas que producen
compuestos secundarios, como alcaloides, esteroides, terpenoides, péptidos y
policétidos, que son poco comunes en el ambiente terrestre [72]. Estos compuestos
pueden tener un gran potencial para el desarrollo de nuevos medicamentos

antibacterianos.

En los ultimos afios se ha incrementado el descubrimiento de compuestos naturales
con potencial antimicrobiano producidos por bacterias marinas [73,74]. Algunos
ejemplos incluyen la desotamida y la desotamida B, ciclohexapeptidos con actividad
contra bacterias Gram-positivas; la antramicina, un compuesto con efecto
antibacteriano contra B. anthracis [75]; la bacicyclina, un péptido ciclico activo contra
E. faecalis y S. aureus; las agabamycinas, producidas por Vibrio sp., que muestran
actividad contra varias cepas bacterianas; y el 1-acetil-beta-carbonil producido por
una cepa de Pseudomonas, con actividad contra S. aureus resistente a meticilina
(MRSA) [76,77]. Estos hallazgos muestran el potencial de los compuestos

antimicrobianos aislados del ambiente marino.

1.10. El Golfo de México como fuente de biodiversidad
El Golfo de México (GoM) es un ecosistema marino de gran importancia, abarcando
1.5 millones de km? con profundidades promedio de 1615 m y maximas de 4400 m
[78]. En el norte predominan aguas poco profundas, con habitats como arrecifes de

ostras y marismas, asi como estuarios y lechos de pastos marinos en bahias [79].
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En el sur se encuentran manglares, pantanos, bahias y lagunas con arrecifes de
ostras [80].

El campo de la diversidad bacteriana en el GoM es un area marginalmente
explorada que tiene un gran potencial para la busqueda de microorganismos
capaces de producir moléculas bioactivas, mas potentes y con mecanismos de

accion inusuales debido a las caracteristicas propias de este ambiente marino [81].

Se han publicado diversos estudios sobre la diversidad bacteriana del GoM
principalmente en relacion con la degradacion de hidrocarburos [82—84]. Entre los
géneros bacterianos mas abundantes en el GoM se encuentra Pseudomonas,
cuyas especies se han descrito en diferentes entornos, como agua, suelo, animales
y plantas [85]. Sin embargo, hasta el momento no se ha abordado la busqueda de

bacterias en el GoM que produzcan nuevos compuestos antimicrobianos.

1.11. Género Pseudomonas
Pseudomonas es uno de los géneros bacterianos mas complejos, con un total de
259 especies descritas hasta la fecha. Sin embargo, este nimero esta en constante
evolucion, con alrededor de 30 nuevas especies de Pseudomonas descritas entre
los afios 2020 y 2021 [86]. Las bacterias del género Pseudomonas son bacilos
Gram-negativos, moviles, no formadores de esporas. Estas bacterias tienen una
distribucion amplia, siendo capaces de colonizar diferentes ambientes, incluidos el
suelo, agua, plantas y animales. Ademas, tienen una capacidad metabdlica versatil,
pudiendo utilizar una variedad de compuestos inorganicos como fuente de energia,
aunado a esto, presentan una alta resistencia intrinseca a diferentes compuestos
antimicrobianos de importancia clinica, veterinaria y agricola. Son capaces de
producir una gran cantidad de metabolitos secundarios con actividades biologicas
diversas y algunas especies son patdgenos oportunistas de plantas, hongos,

insectos y animales [87,88].

Toda esta gama de caracteristicas se ven reflejadas en la estructura del genoma de

Pseudomonas. Las especies de Pseudomonas presentan una gran variabilidad
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genética y metabdlica, con la mayor parte de sus genes siendo especificos para
cada especie o compartidos Unicamente entre un subconjunto de ellas [89]. En los
ultimos afios se ha propuesto la presencia de un conjunto de genes conservados
(“core genome”) y un genoma accesorio, el cual es transmitido de manera horizontal
y que contiene genes que le permiten la adaptacion a nichos o condiciones

ambientales especificas [90].

1.12. P. aeruginosa
Dentro del género Pseudomonas se encuentran algunas especies como P.
fluorescens, P. putida, P. syringae, P. alcaligenes y P. aeruginosa. Dentro de estas,
P. aeruginosa es el patdgeno oportunista de origen ambiental mas prevalente y una
de las principales causas de infecciones nosocomiales, siendo clasificada dentro de
la categoria “critica” en la lista de patégenos prioritarios de la OMS, para los que se
necesita investigacion y desarrollo de nuevos antibiéticos [6]. P. aeruginosa es
capaz de generar infecciones agudas y cronicas debido a la amplia gama de
factores de virulencia, lo que le confiere una notable flexibilidad y la capacidad de
adaptarse a diferentes condiciones. Ademas, la efectividad de P. aeruginosa como
patégeno se debe a su alta resistencia intrinseca y adquirida a los antibiéticos. Esta
Gltima puede generarse tanto por la acumulaciéon de mutaciones, particularmente

durante infecciones crénicas, como por la adquisicion de genes de resistencia [91].

Uno de los principales factores que contribuyen a la patogenicidad de P. aeruginosa
es la presencia del sistema de secrecion tipo 3 (SST3). Este sistema, codificado en
el genoma, facilita la secrecibn de proteinas efectoras desde el citoplasma
bacteriano hacia el citoplasma de la célula huésped, provocando una serie de
cambios en esta ultima. En términos generales, el SST3 es una maquinaria proteica
compleja que se asemeja a una jeringa molecular y consta de cinco elementos
principales: una estructura en forma de aguja, un dispositivo de translocacion, un
sistema de regulacion, chaperonas y proteinas efectoras [92]. P. aeruginosa secreta

diferentes proteinas efectoras a través de su SST3. Estas proteinas pueden
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interferir con la sefalizacion celular, la respuesta inmunitaria y otros procesos

celulares para favorecer la supervivencia de la bacteria [93].

Las proteinas efectoras de P. aeruginosa incluyen las toxinas ExoS, ExoT, ExoU y
ExoY. Una vez translocadas al interior del citoplasma de la célula huésped, estas
proteinas efectoras interactian con los cofactores eucarioticos asociados. Los
efectores ExoS y ExoT, los primeros en ser identificados en P. aeruginosa, son
enzimas de doble funcién con actividad de GTPasas y ADP-ribosiltransferasa,
desencadenando reorganizaciones en el citoesqueleto de la célula huésped. La
actividad de estas proteinas genera citotoxicidad y favorece la reorganizacion de
citoesqueleto limitando la fagocitosis [94]. ExoY es una proteina con actividad de
nucleotidilil ciclasa de amplio espectro, la cual actia rompiendo las uniones entre
células endoteliales [95]. Por otro lado, ExoU es enzima potente con actividad de
fosfolipasa, que tiene la capacidad de provocar una muerte celular rapida en células
eucariotas [93]. Se ha vinculado a la toxina ExoU de P. aeruginosa con
consecuencias graves en modelos de infeccion animal e infecciones humanas [96].
Interesantemente, las variantes clinicas y ambientales de P. aeruginosa muestran
diferencia en los efectores del SST3 codificados en su genoma, lo cual define la
fisiopatologia de cada cepa o aislado especifico. Se ha reportado que en los casos
de infecciones agudas, el gen exoS esta presente en aproximadamente un 65% de
los aislados de P. aeruginosa evaluados, mientras que el gen exoU aparece en
alrededor del 35%, exoY en aproximadamente el 90%, y exoT en el 100%. Por
motivos que aun no se comprenden completamente, la mayoria de las cepas

poseen o el gen exoS o el gen exoU, pero no ambos [93,97].

Adicionalmente, P. aeruginosa tiene la capacidad de formar biopeliculas en tejidos
Vivos y superficies inertes, incluyendo catéteres y valvulas cardiacas. La biopelicula
representa la principal forma de vida de las bacterias en el ambiente, donde estan
envueltas por una matriz de sustancias poliméricas extracelulares (EPS). Esta
matriz puede proporcionar a las bacterias patbgenas una estrategia para sobrevivir

a condiciones adversas, como cambios de temperatura, escasez de nutrientes y la
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accion de antibidticos, mientras que aumenta la capacidad de las bacterias para
persistir en superficies tanto bidticas como abidticas [98]. La habilidad de formar
biopeliculas es uno de los rasgos primordiales de P. aeruginosa, siendo
comunmente observadas en individuos con infecciones cronicas. En P. aeruginosa
y otras muchas bacterias, la formacion de biopeliculas es un importante factor tanto

de virulencia como de resistencia a antibioticos [99,100].

Otros de los factores relacionados a la virulencia en P. aeruginosa son la
produccion de sideroforos y pigmentos como la piocianina. La piocianina es un
compuesto nitrogenado aromatico que pertenece a la categoria de las fenazinas
triciclicas. Presenta una tonalidad azul verdosa a pH neutro y alcalino, la cual
cambia a un tono rosado rojizo en condiciones acidas. La piocianina tiene la
capacidad de aceptar electrones de agentes reductores, como NADH o glutation
reducido, y transferirlos a aceptores de electrones como el oxigeno [101]. Hasta la
fecha, diversos estudios han evidenciado la importancia de la piocianina en la
virulencia y patogenicidad de las infecciones causadas por P. aeruginosa, asi como
sus posibles efectos toxicos. Se ha demostrado que esta molécula ejerce multiples
efectos adversos en el huésped, tanto en entornos in vivo como in vitro, incluyendo
actividades pro inflamatorias y generacion de radicales libres que provocan dafio y
muerte celular [102]. Sumado a esto, la produccion de proteasas, particularmente la
elastasa B (LasB), es otro factor relacionado a virulencia en P. aeruginosa. Esta
proteasa, también llamada pseudolisina, es una metaloproteasa neutra (con
cofactores Zn?*/Ca?*), la cual posee una marcada toxicidad que desencadena dafio
en los tejidos e infiltracion y favorece la formacion de biopeliculas. Los efectos de
LasB adquieren una relevancia considerable en el desarrollo de infecciones

persistentes por P. aeruginosa [98,103].

Junto con los factores previamente citados, los ramnolipidos (RLs) también
desempeiian un papel en la virulencia de P. aeruginosa. Los RLs son glicolipidos
tensoactivos. Si bien durante mucho tiempo se considero que P. aeruginosa era el

principal productor de RLs, en afos recientes se ha documentado que numerosas

17



especies bacterianas también los generan. Investigaciones indican que estas
moléculas pueden tener diversas funciones derivadas de las propiedades
fisicoquimicas conocidas de los RLs, como capacidad de humedecer, capacidad de
actuar como detergente y otras cualidades relacionadas con su nhaturaleza
anfipatica [104]. Se ha comprobado que los RLs provocan la quimiotaxis directa de
los neutrofilos, muestran efectos citotoxicos en los macréfagos humanos y en
concentraciones mas bajas pueden inhibir la respuesta fagocitica de los
macrofagos. Los RL también intervienen en el desarrollo de biopeliculas, induciendo
la liberacion de lipopolisacéaridos, por tanto, aumentan la hidrofobicidad de la
superficie celular, lo que puede favorecer la adhesién primaria de células
plancténicas [105].

1.13. S. aureus resistente a meticilina

Dentro de la lista de bacterias resistentes a antibiéticos catalogadas como
patégenos prioritarios por la OMS, se encuentra S. aureus, particularmente las
cepas resistentes al antibidtico meticilina, conocidas como MRSA [106]. S. aureus
es un importante patdégeno oportunista capaz de producir una diversidad
impresionante de factores de virulencia. Estos incluyen una amplia gama de toxinas
y mecanismos para evadir la respuesta inmunitaria, asi como diversos factores
proteicos y no proteicos que facilitan la colonizacién del huésped. Como resultado,
puede provocar una variedad de infecciones, desde leves, como infecciones
cutaneas, hasta graves, como bacteriemia, endocarditis, neumonia e infecciones
quirargicas [107,108].

El éxito de S. aureus como patdogeno humano también se debe a su notable
capacidad de adaptacion a la presion selectiva ejercida por los antibiéticos. A lo
largo del tiempo, ha desarrollado resistencia a casi todos los antibioticos utilizados
para tratarlo. Especificamente, la resistencia a meticilina, identificada en 1981, se
basa en la expresion de la transpeptidasa PBP2a con afinidad reducida hacia los -
lactdmicos, incluidas las penicilinas. La transpeptidasa PBP2a esta codificada por

el gen mecA en el cromosoma. Estas cepas MRSA son responsables de infecciones
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hospitalarias graves y se asocian con altas tasas de morbilidad y mortalidad
[109,110].

Las tasas de resistencia a la meticilina entre los aislados clinicos de S. aureus varian
considerablemente de un pais a otro. Por ejemplo, en EE. UU., China y América
Latina, las tasas de MRSA superan el 50%. Aunque en general la hospitalizacion
asociada a MRSA estad disminuyendo, en paises en vias de desarrollo sigue
aumentando. Incluso en EE. UU., la mortalidad causada por MRSA sigue siendo la
mas alta entre todas las enfermedades ocasionadas por bacterias resistentes a los
antibioticos. Segun el CDC, en 2018 hubo alrededor de 20,000 muertes
relacionadas con infecciones ocasionadas por MRSA [111].

1.14. Galleria mellonella

Galleria mellonella, un insecto del orden Lepidoptera y de la familia Pyralidae, ha
ganado relevancia como modelo experimental para evaluar la virulencia microbiana,
la toxicidad de los compuestos y evaluar la efectividad de compuestos
antimicrobianos [112]. La utilizacién de este modelo no requiere equipo especial de

laboratorio y no necesita aprobacion de comités de bioética [113].

Las caracteristicas fisiol6gicas e inmunoldgicas de la larva son fundamentales para
el éxito de este modelo. Las larvas pueden ser mantenidas a 37 °C, temperatura
promedio de huéspedes mamiferos. El sistema inmune de G. mellonella tiene
similitudes con la respuesta inmune innata de los mamiferos, lo que permite evaluar
la virulencia de patdgenos, generando resultados comparables con los de modelos

animales [114].

1.15. Antecedentes
El Consorcio de Investigacion del Golfo de México (CIGoM) se especializa en
proyectos multidisciplinarios relacionados a posibles impactos ambientales de la
industria del gas y petr6leo en los ecosistemas marinos del Golfo de México.
Estudios recientes del CIGoM han mostrado la presencia de gran diversidad de

microorganismos en los sedimentos de aguas profundas del GoM. Ademas, han
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proporcionado indicios sobre la adaptaciéon de los mismos al ambiente con alto

contenido de hidrocarburos [83].

En 2018 se publicé un estudio metagendmico de la diversidad bacteriana en el GoM.
Sorprendentemente, este estudio permitié la identificacion de diversos géneros de
bacterias presuntivamente patégenas en el GoM, como: Acinetobacter,
Burkholderia, Enterobacter, Escherichia, Haemophilus, Halomonas, Klebsiella,
Listeria, Micrococcus, Proteus, Pseudomonas, Salmonella, Serratia, Shewanella,
Vibrio y Yersinia, en muestras de agua y sedimentos marinos [85]. Los resultados
obtenidos revelan que factores naturales, antropogénicos y ecoldgicos influyen en
la diversidad bacteriana del GoM. Algunos bacterias identificadas estan en la lista
de patdgenos prioritarios de la OMS, lo que sugiere una posible relacién con la RA

o produccién de compuestos antimicrobianos.

En nuestro grupo, en colaboracién con el equipo de la Dra. Liliana Pardo Lo6pez,
miembro del CIGoM, estamos estudiando una coleccion de bacterias aisladas del
GoM como posible fuente de nuevos compuestos antibacterianos. Asimismo, nos
interesa conocer si cepas de P. aeruginosa presentes en el GoM tienen el mismo

potencial patogénico y de RA que las cepas clinicas de esta bacteria.
Asi, en el presente proyecto se plantean dos enfoques principales:

1. Identificacién de bacterias del GoM productoras de compuestos con actividad
antibacteriana, particularmente contra cepas MDR.

2. Caracterizacion de perfiles de resistencia a antibiéticos y de propiedades de
virulencia de cepas de P. aeruginosa aisladas del GoM.
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2. HIPOTESIS

El ambiente acuatico del Golfo de México alberga bacterias que sintetizan nuevos
compuestos antibacterianos contra bacterias patdégenas como S. aureus, estas
bacterias marinas pueden presentar resistencia a antibioticos y/o rasgos de

virulencia.

21



3. OBJETIVOS

Objetivo general

Identificar bacterias aisladas del GoM que produzcan compuestos antimicrobianos
y determinar si cepas de P. aeruginosa aisladas del GoM presentan resistencia a

antibiéticos y si son potencialmente patégenas.

Objetivos especificos:

Identificar bacterias del GoM que inhiban el crecimiento de patégenos

prioritarios.

= Determinar la especie y caracterizar fenotipicamente a las bacterias
de mayor interés que muestren actividad antibacteriana.

» Caracterizar parcialmente él o los compuestos con actividad
antibacteriana.

= Determinar si las cepas de P. aeruginosa aisladas del GoM presentan

propiedades de virulencia y de RA similares a las de las cepas clinicas

de esta bacteria.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1.Diagrama general de trabajo

[ Identificacion de compuestos con actividad ]
antimicrobiana

l

Blsqueda de cepas con actividad antibacteriana

. . .| Caracterizacion parcial del izacio
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aeruginosa aisladas

L del GoM
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A
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Identificacién de genes virulencia, de los perfiles
relacionados a la biosintesis de movilidad y de resistencia a
antimicrobianos formacion de antibioticos

biopelicula

Figura. 2. Diagrama general de trabajo. Se muestra el diagrama general de trabajo de este
proyecto.

4.2.Cepas bacterianas utilizadas
Las cepas marinas utilizadas en este estudio fueron proporcionadas por la Dra.
Liliana Pardo Lopez. Se analizaron ochenta y dos bacterias marinas aisladas
previamente de sedimentos y muestras de agua del Golfo de México [82]. Entre
ellas, Pseudomonas sp. GOM7 se obtuvo de una muestra de agua de mar obtenida
a 55 m de profundidad (25° 38,199' N; 95°1,283' O) [82,83,115]. Las cepas
bacterianas no marinas utilizadas en el estudio se describen en la Tabla 1. Los
aislados resistentes a antibioticos de S. aureus provinieron de adultos jévenes
sanos (18-21 afios), recolectados de exudados nasales o faringeos en el periodo de
2019 a 2021, e identificados fenotipicamente mediante el sistema API®Staph
(BioMérieux, Marcy I'Etoile, Francia). Los aislados clinicos de P. aeruginosa (P1165,
P1483, P1503, P1546 y P1547) fueron obtenidos de diferentes pacientes durante
su tratamiento en el Instituto Nacional de Rehabilitacion Luis Guillermo Ibarra Ibarra
(INR), en la Ciudad de México, y fueron identificados en el laboratorio del hospital

siguiendo los protocolos de rutina. Ademas, se utilizaron los aislados P6103 y P3536
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previamente reportados [116,117]. Las cepas de referencia se obtuvieron de la

American Type Culture Collection (ATCC; Manassas, VA).

Tabla. 1. Cepas bacterianas no marinas utilizadas en este proyecto.

Bacteria Caracteristicas relevantes
Escherichia coli ATCC 25922 Cepa de referencia
Escherichia coli DH10B Cepa de referencia
Escherichia coli DH5a Cepa de referencia
Salmonella enterica serotype Typhimurium
SL1344 Cepa de referencia
Klebsiella quasipneumoniae ATCC 700603 Cepa de referencia
Acinetobacter baumannii ATCC 17978 Cepa de referencia
Bacillus subtilis 168 Cepa de referencia
Pseudomonas aeruginosa PAOl1 (ATCC
15692) Cepa de referencia
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Cepa de referencia
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 Cepa de referencia
Pseudomonas aeruginosa PA14 Cepa de referencia
Enterococcus faecium ATCC 19434 Cepa de referencia
Staphylococcus aureus ATCC 29213 Cepa de referencia
S. aureus ATCC 43300 Cepa de referencia, MRSA.

Obtenido de exudado nasal,
S. aureus 8N2* MRSA.

Obtenido de exudado nasal,
S. aureus 4N34* MRSA.

Obtenido de exudado faringeo,
S. aureus 14F4A* MRSA.

Obtenido de exudado faringeo,
S. aureus 25F4* MRSA.

Obtenido de exudado nasal,
S. aureus 15N4* MRSA.

Obtenido de exudado nasal,
S. aureus 1N3* MRSA.

Obtenido de exudado faringeo,
S. aureus 13F3* MRSA.

Obtenido de exudado faringeo,
S. aureus 21F3* MRSA.

Obtenido de exudado nasal,
S. aureus 6N3* MDR.

24



Obtenido de exudado faringeo,
S. aureus 18F1* MDR.

Obtenido de exudado nasal,
S. aureus 24N2* MDR.

Obtenido de exudado faringeo,
S. aureus 25F2* MDR.

Obtenido de exudado faringeo,
S. aureus 17F3* MDR.

Obtenido de exudado nasal,
S. aureus 17N3* MDR.

Obtenido de muestra del
P. aeruginosa P6103? CMSXXI [116].

Obtenido de muestra ambiental
P. aeruginosa P35362 hospitalaria [117].
P. aeruginosa P1165° Obtenido de hemocultivo.

Obtenido de aspirado
P. aeruginosa P1483P endotraqueal.
P. aeruginosa P1503P Obtenido de muestra de tendon.
P. aeruginosa P1546P Obtenido de herida infectada.
P. aeruginosa P1547° Obtenido de urocultivo.

*Cepas proporcionadas por el Dr. Jaime Bustos Martinez; aCepas proporcionadas por el Dr. Jes(s
Ulises Garza Ramos; PCepas proporcionadas por el Dr. Rafael Franco Cendejas.

4.3.Declaracion de ética
El protocolo de muestreo para el aislamiento de S. aureus fue aprobado por el
Comité de Etica de la Division de Ciencias Bioldgicas y de la Salud de la UAM-
Xochimilco (Documento: DCBS.CD.056.18). Todos los participantes dieron su
consentimiento informado por escrito para participar como voluntarios. No se

ofrecieron incentivos.

4.4.Medios de cultivo utilizados
Los cultivos bacterianos se crecieron en medio de lisogenia (LB), compuesto por
1% de triptona, 0.5% de extracto de levadura y 1% de NaCl, ajustado a un pH de

7.5. La produccion cualitativa de piocianina se evalu6 en el medio selectivo cetrimida
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(Merck Millipore™), disefiado para favorecer el crecimiento de especies de
Pseudomonas y estimular la produccion de pigmentos como piocianina, pioverdina,
piomelanina y fluoresceina. Este medio contiene 20 g de peptona de gelatina, 1.4 g
de MgClz, 10 g de K2SO4 y 0.3 g de cetrimida por litro.

Para evaluar la actividad antibacteriana del sobrenadante liofilizado se utiliz6 el
medio Mueller-Hinton (MH), que contiene 2% de extracto de carne, 1.75% de
hidrolizado de caseinay 0.1% de almidon, ajustado a un pH de 7.5. Para determinar
la susceptibilidad a antibiéticos se adicionaron cationes Mg** y Ca** al medio MH.
Se prepararon soluciones stock de CaClz y MgClz a una concentracion de 10 mg
mL1 y se afiadieron 2.07 mL y 0.87 mL por litro de medio MH, respectivamente. El
medio MH al que se le afiadieron los cationes se conoce como medio MH ajustado
con cationes (CAMHB).

4.5.Susceptibilidad a antibiéticos de las cepas de S. aureus

Se determiné la sensibilidad a diferentes antibidticos de los aislados de S. aureus
mediante el método de difusibn en disco de Kirby-Bauer, siguiendo las
recomendaciones del CLSI [118]. Los antibidticos analizados fueron ciprofloxacino
(CIP), fosfomicina (FOS), trimetoprim/sulfametoxazol (TRS), penicilina (P),
vancomicina (VAN), tetraciclina (TET), eritromicina (ERY), clindamicina (CLI),
gentamicina (GEN) y cefalotina (CEF), adquiridos de Sigma-Aldrich. La resistencia
a la meticilina se determiné mediante la medicion de la concentracion minima
inhibitoria (MIC) de oxacilina (OXA) [119]. Los perfiles de susceptibilidad a los
antibiéticos se muestran en la Tabla 2.

Tabla. 2. Perfiles de susceptibilidad a antibiéticos de las cepas de S. aureus.

Cepas OXA
de S.|CIP|FOS|TRS| P |VAN|TET |ERY | CLI |GEN|CEF CRA
aureus (MIC)

8N2 S S S R S R R R R S 8 |MRSA

4N3A S S S R S S S R S S 8 |MRSA
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14F4AA | S S S R S S R S S S 4  IMRSA

25F4 S S S R S S S S S S 4  IMRSA

15N4 S S S R S S R R S S 32 [MRSA

IN3 S S S R S S S S S S 4  IMRSA

13F3 S S S R S S S S S S 4  IMRSA

21F3 S S S R S S S S S S 4  IMRSA

6N3 S S S R S R R S S S 2 |MDR

18F1 S S S R S S R R S S 2 |MDR

24N2 S S S R S R R R R S 2 |MDR

25F2 S S S R S R R R S S <2 |MDR

17F3 S S S R S S R R S S <2 |MDR

17N3 S S S R S S R R S S <2 |MDR

CIP= ciprofloxacino; FOS= fosfomcina; TRS= trimetroprim/sulfametoxazol; P= penicilina; VAN=
vancomicina; TET= tetraciclina; ERY= eritromicina; CLI= clindamicina; GEN= gentamicina; CEF=
cefalotina; La determinacion de resistencia o sensibilidad a los antibioticos evaluados se indica con
la letra R en color rojo o la letra S en color negro, respectivamente. CRA=Clasificacién de resistencia
a antibioticos; MRSA= Staphylococcus aureus resistente a meticilina. MDR= Multidrogo resistente.
MIC (ug mL?) para oxacilina (OXA).

4.6. Busqueda de actividad antibacteriana en las cepas aisladas del GoM
La capacidad de inhibir el crecimiento bacteriano se evalué mediante el método de
colonia [59]. Las cepas indicadoras (no marinas) se cultivaron en LB a 37 °C hasta
alcanzar una densidad 6ptica a 600 nm (DOsoo) de 0.6 (aproximadamente 1 x 108
UFC mL™). Luego, se inocularon placas de agar LB con 5 mL de cada cultivo de
cepa indicadora, posteriormente se retird el cultivo y las placas se dejaron secar en
esterilidad durante 5 min. Las bacterias productoras (marinas) se cultivaron durante
la noche en LB a 37 °C. Posteriormente, se concentraron 3 mL de estos cultivos por
centrifugacion y se resuspendieron en 50 uL de LB estéril. Se aplico una gota de 10
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ML de las suspensiones de bacterias productoras en puntos equidistantes en las
placas de agar LB previamente inoculadas con las cepas indicadoras. Las placas
se incubaron durante 24 h a 37 °C. La cepa E. coli DH10pB se utiliz6 como control
negativo de bacterias productoras. Como control positivo de inhibicion se utilizé la
cepa de P. aeruginosa PAO1, la cual produce el compuesto antibacteriano
piocianina. La presencia de un halo de inhibicién alrededor de la cepa productora
indicé la presencia de actividad antibacteriana. Todas las cepas con actividad
antibacteriana fueron seleccionadas como posibles candidatas para la identificacion

del compuesto antibacteriano.

4.7.Extraccion organica del sobrenadante de cultivo
Los extractos organicos crudos de los sobrenadantes de cultivo se obtuvieron
mediante la separacién con solventes de diferentes polaridades, incluyendo n-
hexano, cloroformo y acetato de etilo. Para ello, las cepas de Pseudomonas sp.
GOMTY7 o E. coli DH10p fueron cultivadas en 200 mL de LB diluido (1:4) durante 48
h a 30°C con aireacion. Las células bacterianas fueron eliminadas por centrifugacion
a 14,000 g durante 30 min a 4°C. Luego, se extrajeron 100 mL del sobrenadante
con el solvente adecuado en una proporcion de 5:1. La mezcla fue agitada
enérgicamente durante 10 min y se dejé reposar durante 5-10 min. Después se
obtuvo la fase organica y se repitid la extraccion dos veces afadiendo solvente
fresco a la fase acuosa. La fase organica se secO a temperatura ambiente en una
campana de extraccion y el polvo obtenido se almacend hasta su utilizacién.
Finalmente, los extractos organicos se disolvieron en una solucion estéril de
dimetilsulféxido (DMSO) al 10%, hasta alcanzar una concentracion final de ~0.6 g

mL-1.

4.8.Determinacion de la actividad antibacteriana
Para evaluar la actividad antibacteriana de los sobrenadantes de cultivo
bacterianos, se liofilizaron los sobrenadantes de Pseudomonas sp. GOM7 o E. coli

DH10B utilizando un sistema de liofilizacion de sobremesa FreeZone™ 2,5 de
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Labconco™. EIl polvo obtenido se rehidratdé con 5 mL de agua Milli-Q estéril,
concentrandolo 40 veces. La actividad antibacteriana se determiné mediante un
ensayo en placas de agar MH inoculadas con bacterias indicadoras, como se
menciono anteriormente. Se utilizaron puntas de micropipeta estériles de 1 mL para
crear pocillos en las placas de agar. Luego, se cargaron 100 pL del sobrenadante
liofilizado resuspendido en cada pocillo, y las placas se incubaron durante 24 h a
30°C. La presencia de un halo de inhibicion alrededor de los pocillos se considerd

positiva para la actividad antibacteriana en estos ensayos.

Para evaluar la viabilidad bacteriana en los extractos organicos se utilizaron
métodos previamente descritos, con algunas modificaciones [120,121]. Se cultivd
S. aureus ATCC 43300 en LB hasta alcanzar una DOeoo de 0.6 (aproximadamente
1 x 108 UFC mL™), luego se inocularon 10 pL de este cultivo en 1 mL del extracto
organico solubilizado y las muestras se incubaron a 37 °C durante 5 h. Se
cuantificaron las unidades formadoras de colonias (UFC) a los 0, 30, 60, 120, 180y
300 min después de la inoculacion, mediante cuentas viables en placas de agar LB.
Los extractos organicos de la cepa E. coli DH10pB y el crecimiento en medio LB se

utilizaron como control negativo en estos ensayos.

4.9.Cromatografia en capa fina
El andlisis de los compuestos presentes en las fracciones organicas se realizd
mediante cromatografia en capa fina (TLC). De manera breve, se utilizé una placa
cromatografica TLC Silica gel 60 F2s4 (Supelco®) de 4cm x 8 cm. Las muestras a
evaluar se prepararon disolviendo 3 mg de los extractos organicos obtenidos en 1
mL de metanol. Las muestras se aplicaron en la placa mediante un capilar de vidrio
(1.15 mm de diametro) a una distancia de 0.5 cm del borde inferior de la placa. Se
aplicaron 15 gotas de cada uno de los extractos evaluados, dejando secar entre
cada gota. Una vez aplicada la muestra se procedid a hacer la separacion
cromatografica, para esto, una camara cromatografica fue saturada con 10 mL de
la fase movil. Se utilizaron 2 fases moviles: 1) Butanol-Acido acético-Agua (BAW)

en una proporcion 4:1:5; o 2) Acetato de etilo-Acido formico-Acido acético-Agua
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(EFAW) en proporcion 50:5.5:5.5:13. La placa preparada anteriormente se coloco
dentro de la camara y la separacion de compuestos se desarroll6 durante
aproximadamente 15 min, de modo que la longitud de corrida de la fase mévil llegara
aproximadamente 1 cm antes del borde superior, distancia que permitio observar la
separacion de grupos de compuestos de acuerdo a la polaridad. Posteriormente se
dej6 secar la placa a temperatura ambiente en la campana de extraccion y se
observo bajo la luz de una lampara UV a 234 nm.

4.10. Cuantificacion de la produccion de piocianina
La produccion de piocianina se determind inicialmente cultivando las cepas
bacterianas en agar cetrimida (Merck Millipore™); las bacterias que formaron
colonias verdes-azules se consideraron productoras de piocianina. Posteriormente,
la cuantificacion de la piocianina en el sobrenadante de los cultivos se realizé como
se ha descrito con anterioridad [122]. Las cepas productoras de piocianina se
cultivaron en LB durante 24 h en agitacion, la extraccién del pigmento se realiz
mezclando vigorosamente 5 mL del sobrenadante de cultivo con 3 mL de
cloroformo, y dejando reposar durante 5 min hasta la separacion de las fases.
Luego, se recupero la fase organica (azul) y se transfirié a un tubo limpio donde se
le agreg6 1 mL de HCI 0.2 N. La solucién rosa-roja resultante se transfiri6 a una
celda y se cuantificé la absorbancia a 520 nm en un espectrofotometro
(BioSpectrometer Eppendorf™), utilizando HCI 0.2 N como blanco. La
concentracion de piocianina en pg mL* se calculé multiplicando la absorbancia por

el coeficiente de extincion molar especifico del pigmento (17.072).

4.11. Cuantificacion de la formacion de biopelicula
La cuantificacion de biopelicula se realiz6 en una microplaca de poliestireno con
fondo plano de 96 pozos (Costar® 3599; Corning Incorporated), mediante el método
descrito por Stepanovic, con algunas modificaciones [123]. A partir de un cultivo de
toda la noche en medio LB, se realizo una dilucion 1:100 con medio LB fresco. 200

pL de esta suspension bacteriana se inocularon en los pozos de la microplaca.
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Luego, las placas se incubaron a 37 °C durante 24 h. Después de la incubacion, se
removio el medio y los pozos se lavaron tres veces con 200 pL de PBS estéril. La
biopelicula adherida se fijé con metanol y se tifié con cristal violeta al 2% durante
10 min. Posteriormente, se retird el colorante de los pozos y se elimind el exceso
con lavados consecutivos con PBS estéril. Finalmente, la biopelicula adherida se
solubilizé con éacido acético al 33% y se cuantificd la densidad Optica a 570 nm
(DOs70) utilizando un lector de placas Epoch™ 2 (Biotek™). Los ensayos se

realizaron por triplicado.

Para la interpretacion de los resultados se establecié un valor de corte (DOc), el
cual se define como tres desviaciones estandar por arriba del valor promedio de la
DOs70 del control negativo: DOc = DOs7o promedio del control negativo + (3xSD del
control negativo). La densidad o6ptica final (DOr) para cada cepa evaluada se
establecié como el valor promedio de la DOs70 menos el valor de corte: DOr = DOs70
promedio — valor DOc. Las cepas evaluadas fueron clasificadas siguiendo los

siguientes criterios:

Tabla. 3. Criterio de clasificacion de formacion de biopelicula.

Criterio Clasificacion
ODs< ODc No productor de biopelicula
ODc < ODs= 2xODc Productor débil de biopelicula
2x0Dc < ODs< 4x0ODc Productor moderado de biopelicula
ODs>4x0Dc Productor fuerte de biopelicula

ODc= Valor de corte; ODs= Densidad 6ptica final.

4.12. Ensayos de proteasas
La actividad proteolitica de las cepas de fue detectada como zonas de hidrolisis en
placas de agar-leche descremada al 10% [124]. Las cepas a evaluadas fueron
inoculadas en placas de agar-leche descremada, las cuales fueron incubadas
durante 18 h a 37 °C.
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La actividad de elastasa se determind utilizando el ensayo de Elastasa-Rojo Congo,
como se ha descrito anteriormente [125]. Las cepas a evaluar se cultivaron en medio
LB a 37 °C hasta alcanzar una DOeoo de 0.6, luego, se recupero el sobrenadante de
cultivo y se almacend a -20°C hasta su uso. Para la reaccién, se pesaron 5 mg de
elastina rojo-congo (Sigma Aldrich™) y se colocaron en tubos de 1.5 mL limpios. A
estos tubos se les adicionaron 850 pL de PBS 10 mM pH 7.5 y 150 pL de los
sobrenadantes obtenidos con anterioridad. Como control negativo, se utilizé LB
fresco, el cual se afiadid a un tubo de reaccion. Los tubos se incubaron a 37 °C
durante 3 h y posteriormente se centrifugaron a 4 °C para obtener el sobrenadante.
La actividad elastolitica se calcul6 midiendo la densidad Optica del sobrenadante a
495nm utilizando un espectrofotometro (BioSpectrometer Eppendorf™). Se utilizd

el control negativo como blanco.

4.13. Ensayos de patogenicidad
Para evaluar la virulencia de las cepas bacterianas de P. aeruginosa se evalud la
patogenicidad en el modelo de larva del gusano de cera Galleria mellonella, el cual
se ha utilizado para evaluar infecciones producidas por bacterias [113]. El ensayo
con las larvas se realizé mediante la modificacion del protocolo indicado por Loh y
colaboradores en 2013 [126].

Para criar las larvas, se utilizé una dieta artificial que consiste en 97.5 mL de miel
de abeja, 120 mL de glicerol estéril, 37.5 g de salvado de trigo estéril, 300 g de
cereal seco para lactantes de arroz Gerber® y 75 g de levadura amarga. Todos los
componentes de la dieta se mezclaron y distribuyeron en recipientes de
polipropileno de 1 L con tapa (Reyma®). Los huevecillos fueron colocados en la
dieta recién preparada para su eclosion en recipientes mantenidos a temperatura
ambiente. Luego de completar los estadios larvales y la formacién de pre-pupas y
pupas, se recolectaron los imagos (insectos adultos) y se trasladaron a nuevos

recipientes para la obtencion de nuevos huevos.

Para realizar los ensayos de infeccion se seleccionaron larvas de 2-3 cm de

longitud, con un peso aproximado de 180-250 mg, las cuales se mantuvieron sin
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alimento durante 24 h. Para la infeccion se utilizaron grupos de 10 larvas por cada

una de las cepas a evaluar.

Las cepas bacterianas a evaluar se cultivaron en medio LB a 37 °C hasta alcanzar
una DOsoo de 0.6 (equivalente a 1 x 108 UFC mL™1). A continuacién, las bacterias
fueron obtenidas mediante centrifugacién y se lavaron con PBS 1X estéril. Luego,
se resuspendieron en PBS estéril hasta obtener una DOsoo de 0.6. Para la
inoculacion de las larvas se realizaron diluciones en PBS 1X estéril, ajustando el
namero de UFCs requeridas. La cantidad de UFC en cada dilucion se comprobo

mediante cuentas viables en agar LB.

Los grupos de larvas fueron infectadas con un inoculo de 10 pL de los cultivos
ajustados a concentraciones que van de ~1 x 10?2 a =1x 108 UFC mL. La inoculacién
de las larvas se realiz6 en la ultima pro-pierna izquierda utilizando una jeringa de
insulina U-1000 (BD Ultra-fine 6mm™). Cada grupo de larvas inoculadas fue
incubado a 30 °C en cajas Petri estériles de 9 cm sin alimento y su supervivencia

fue evaluada durante 5 dias.

4.14. Produccién de ramnolipidos
Las cepas se cultivaron toda la noche en medio LB a 37 °C. A patrtir de este cultivo,
se inocularon matraces con medio PPGAS [127], a una DOsoo inicial de 0.1, y se
incubaron durante 24 h a 37 °C. Después de la incubaciébn se obtuvo el
sobrenadante mediante centrifugacién durante 10 min a 4 °C. Posteriormente, se
ajusto el pH del sobrenadante a 2.0 mediante la adicién de HCI concentrado. Luego,
se mezclaron 5 mL de este sobrenadante con 5 mL de una mezcla de cloroformo-
metanol (2:1) y se agitaron vigorosamente durante 15 min. Se recolect6 la fase
organica (inferior) en tubos de polipropileno y el solvente se dejo evaporar en la
campana de extraccion. Este proceso se repitid una vez mas. Una vez evaporado
todo el solvente, se adicionaron 100 uL de metanol para disolver el extracto. Los
ramnolipidos presentes en los extractos fueron detectados mediante cromatografia

en capa fina (TLC) siguiendo el método descrito por Matsuyama [128].
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4.15. Secrecion y deteccion de ExoS 'y ExoU
Las cepas se cultivaron toda la noche en medio LB a 37 °C. A partir de este cultivo,
se inocularon matraces de 125 mL con 15 mL de medio inductor (LB + 20 mM Mg2Cl
+ 5 mM EGTA) a una DOesoo inicial de 0.5. Los matraces se incubaron a 37 °C con
agitacion hasta alcanzar una DOsoo de 1.5. Luego, se tomaron alicuotas de 1 mL y
se centrifugaron a 14,000 g y 4°C, durante 2 min. La fraccién soluble se transfirié a
un tubo estéril y se centrifugd nuevamente. Posteriormente, se separaron 900 pL
de la fraccion soluble y se afiadieron 100 pL de &cido trifluoroacético (TCA) al 100%

y esta mezcla se incubd a 4 °C durante 16 h para precipitar las proteinas.

Las proteinas precipitadas se concentraron por centrifugacion durante 15 min a
14,000 g, se desechd el sobrenadante y las proteinas se disolvieron con buffer
Laemmli 1x normalizado con la DOsoo al momento de la toma. Después, las
muestras fueron desnaturalizadas a 95 °C durante 5 min. La separacion de
proteinas se realiz6 en un gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 12% siguiendo los

protocolos de Bio-rad.

Este gel se utilizo para detectar ExoS y ExoU mediante Western Blot, siguiendo el
protocolo previamente descrito [129]. Primero, las proteinas se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa de 0.2 um (Millipore) en una camara de transferencia
semi-seca (Bio-Rad) durante 2 h a 4°C. Las membranas con las proteinas
transferidas se bloquearon con leche descremada al 10% (Blotto Chem-Cruz, Santa
Cruz Biotechnology) a 4°C durante toda la noche. Los lavados posteriores se
realizaron con TBS-T (20 mM Tris-base, 1.5 M NaCl, pH = 7.4, 1% Tween 20).

Luego, las membranas se incubaron con los anticuerpos policlonales anti-ExoS o
anti-ExoU, ademas de anti-GroEL (Sigma), todos diluidos 1:10,000 en TBS-T, y se
incubaron a 4°C durante 1 hora con agitacién. Después de este tiempo, las
membranas se lavaron 3 veces con TBS-T con agitacion durante 10 min. Las
membranas se revelaron con el sustrato quimioluminiscente HRP luminol Super

Signal (Thermo Scientific).
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4.16. Determinacién de la susceptibilidad a antibiéticos
La susceptibilidad a antibiéticos de las cepas de P. aeruginosa fue evaluada
mediante la determinacion de la concentracibn minima inhibitoria (MIC, por sus
siglas en inglés) usando el método de micro dilucion en placa [130,131], de acuerdo

con las especificaciones indicadas en el manual del CLSI.

Para realizar los ensayos, a partir de un cultivo de toda la noche en LB a 37 °C, las
células de 3 mL de cultivo fueron concentradas mediante centrifugacion y lavadas
con PBS 1X estéril. La pastilla celular se resuspendié en PBS estéril y se ajusto a
una turbidez de 0.5 del nefelémetro de McFarland (1-2 x108 UFC mL%).
Inmediatamente después de la preparacion de la suspensiéon a 0.5 de McFarland,
se realizd una dilucién 1:20 en medio Muller-Hinton (MH), en un volumen final de 1
mL (50 ul de MH + 950 pl del cultivo a 0.5 de McFarland), para producir 5 x 108 UFC
mL-1, posteriormente estas diluciones se utilizaron para inocular las microplacas de

96 pozos.

Se seleccionaron los siguientes antibioticos: ceftazidima (CAZ), piperacilina (PIP),
meropenem (MER), norfloxacino (NOR), ciprofloxacino (CIP), gentamicina (GEN),
Imipenem (IPM) y amikacina (AMK). Estos antibi6ticos son recomendados para el
tratamiento de infecciones ocasionadas por P. aeruginosa [132]. Los antibi6ticos

seleccionados fueron adquiridos de Sigma-Aldrich.

Para preparar las soluciones de antibidticos, se pes6 0.00512 g del antibi6tico
seleccionado y se disolvio en 1 mL de diluyente apropiado, obteniendo una
concentracion de 5,120 pg mL*. Luego, las soluciones se esterilizaron por filtracion
con un filtro de 0.22 ym (MILLEX® GV, Millipore™) y se repartieron en alicuotas de
100 pL, las cuales se almacenaron en tubos estériles a una temperatura de -20°C.

Los antibidticos sensibles a la luz se guardaron en tubos estériles de color ambar.

Los ensayos de susceptibilidad se llevaron a cabo en placas de 96 pozos. Se
probaron diferentes concentraciones de cada antibidtico siguiendo las
recomendaciones del CLSI. Para ello, se realizaron diluciones de los antibioticos a
evaluar utilizando medio CAMHB como diluyente, obteniendo asi las

concentraciones deseadas. Luego, se agregaron 100 pL de los antibidticos
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ajustados a cada pozo, y se inocularon 10 pyL de las suspensiones bacterianas
preparadas previamente. Como control de esterilidad se inocularon los pozos con
medio CAMHB esteril. Las placas fueron incubadas durante 18 h a 37 °C.

Para la interpretacion de la prueba, se analizaron los controles de esterilidad y el
crecimiento de las cepas control (E. coli ATCC 25922 y P. aeruginosa ATCC 27853)
para validar que se encontraran dentro de los parametros establecidos por el CLSI.
Luego, para determinar la MIC se realiz6 un analisis visual del crecimiento de las
cepas experimentales y se midié la DOsoo. Las cepas se clasificaron como
susceptibles, con susceptibilidad intermedia o resistente a los antibiéticos
evaluados, segun los puntos de corte establecidos en el CLSI. Cada ensayo se

realiz por triplicado para cada uno de los antibiéticos evaluados.

4.17. Identificacion de asilados bacterianos mediante el analisis de la
secuencia del gen rRNA 16S

Para la identificacion de las cepas bacterianas, el DNA gendmico se purifico a partir

mediante el método descrito por Sambrook con algunas modificaciones [133]. Para

ello, se utilizaron 3 mL de cultivos bacterianos obtenidos después de una noche de

incubacién en medio LB a 37°C.

Para la secuenciacion del gen rRNA16S, se llevo a cabo una PCR utilizando el DNA
genomico purificado, los oligonucleotidos universales fD1 y rP2 (Tabla 4), y la DNA
polimerasa GoTaq Flexi (Promega, Wisconsin, Estados Unidos). Las condiciones
de PCR fueron las siguientes: 95 °C durante 10 min, seguido de 30 ciclos de 95 °C
durante 1 min, 55 °C durante 1 miny 72 °C durante 1 min 30 s, con una extensiéon
final a 72 °C durante 10 min. Los productos de PCR se purificaron utilizando el kit
DNA Clean & Concentrator de Zymo Research (Irvine, CA, Estados Unidos) y luego
se sometieron a secuenciacion por el método Sanger en la Unidad de Sintesis y
Secuenciacion del Instituto de Biotecnologia (IBt) / UNAM. Las secuencias
resultantes se procesaron utilizando Chromas v.2.6.6
(http://technelysium.com.au/wp/chromas/) para su limpieza, se ensamblaron

mediante CAP en BioEdit v7.1 [134] y se anotaron mediante una busqueda BLASTN
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en la base de datos del NCBI de secuencias de RNA ribosomal 16S para Bacterias
y Archaea, ademas de la base de datos EZBioCloud [135,136].

Tabla. 4. Oligonucleo6tidos utilizados para la identificacion de cepas
bacterianas.

Oligonucleétido Secuencia (5’-3’) Tm Fuente
16s-fD1 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 60 [137]
16s-rP2 CGGCTACCTTGTTACGACTT 64 [137]

4.18. Secuenciaciéon del genoma de la cepa de Pseudomonas sp. GOM7
Para la secuenciacion del genoma de Pseudomonas sp. GOM7, el DNA total se
purifico utilizando el Kit ZymoBiomics™ DNA Miniprep de Zymo Research (Irvine,
CA, Estados Unidos), segun lo descrito por el fabricante. Para ello se utilizaron
cultivos de 24 h en medio LB diluido 1:4 a 37 °C.

La secuenciacion del genoma se realizd mediante una combinacion de las
plataformas Illumina MiSeq (lllumina Inc., San Diego, CA, USA) y Oxford Nanopore
Technologies MinlON en la Unidad de Secuenciacién Masiva del IBt / UNAM. Para
la secuenciacion Illumina se utilizé el kit Nextera (lllumina, Inc.) y se generaron
fragmentos de un tamafio medio de 500 pb. Posteriormente, Se obtuvieron 556,352
lecturas paired-end con una longitud de 300 pb utilizando un kit de secuenciacion
de 600 ciclos. La calidad de las lecturas se evalué con FastQC v0.11.9 [138] y las
secuencias se filtraron con una calidad 2Q20 mediante Trimmomatic v0.39 [139].
Para la secuenciacion Nanopore, se prepararon bibliotecas utilizando el kit SQK-
LSK109 y se multiplexaron con el kit de cddigos de barras EXP-NBD104. Las
bibliotecas se cargaron en una celda de flujo R9.4.1. Para demultiplexar las lecturas
y asignar las bases se utilizd Guppy v4.4.1 [140]. Luego, se recortaron los
adaptadores y se separaron los cédigos de barras mediante Porechop v0.2.4
(https://github.com/rrwick/Porechop). La calidad de las lecturas se evalué con
NanoPlot v1.30.1 [141]. La secuenciacién, ensamblaje y anotacién del genoma de

Pseudomonas sp. GOM7, asi como los analisis bioinformaticos del genoma fueron
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realizados en colaboracion con el Dr. Jorge Rojas Vargas del grupo de trabajo de la

Dra. Liliana Pardo.

4.19. Ensamblaje, anotacién y andlisis del genoma de Pseudomonas sp.
GOM7

El ensamblaje del genoma de novo se realizé con el ensamblador Unicycler v0.4.8

utilizando los pardmetros predeterminados [142]. El andlisis de la calidad del

ensamblaje se realiz6 con QUAST v4.0 [143] y la integridad y contaminacion se

evaluaron con CheckM v1.1.3 [144]. El genoma completo de Pseudomonas sp.

GOM7 se carg6 en el servidor web BV-BRC (https://www.bv-brc.org/) para la

prediccién de genes y la anotacion funcional con RASTtk [145].

Este genoma también se examind en busca de grupos de genes biosintéticos de
metabolitos secundarios utilizando la herramienta en linea antiSMASH v6.1.1 con
parametros predeterminados [146] y la comparacion entre genes se realizd con el
programa Clinker [147].

Para el andlisis gendmico comparativo se examino el genoma de Pseudomonas sp.
GOMY7 junto con los genomas de Pseudomonas mas cercanos, seleccionados
mediante criterios filogendmicos descritos mas adelante. Se determiné el nUmero
de familias de genes compartidas por los genomas utilizando el software CMG
BioTools v2.2 [148]. Ademas, se llevaron a cabo analisis de sintenia de los genomas
mediante el software Sibelia v3.0.7 [149], utilizando un tamafio minimo de bloque
de 20,000 pb. Los bloques sinténicos resultantes fueron visualizados en Circos
[150].

4.20. ldentificacion taxondmica y filogenia de la cepa Pseudomonas sp.
GOM7

Para identificar los genomas mas cercanos a Pseudomonas sp. GOM7 se utilizd

GTDBtk v2.0.0106 con la base de datos de referencia GTDB R207 que contiene

317,542 genomas (al 9 de abril de 2022) y el comando de_novo_wf [151]. Se
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emplearon diversos criterios filogenomicos para la definicion de especies
bacterianas utilizando como comparacion los genomas mas cercanos predichos
por GTDBtk. Los criterios utilizados fueron los siguientes: 1) distancia del genoma
(Mash-D < 0.05) estimada por el programa Mash [152]; 2) promedio de identidad de
nucleotidos basado en MUMmer (ANIm > 95%) por JSpeciesWS [153]; 3) promedio
de identidad de aminoacidos (AAlI > 96%) con la herramienta CompareM
(https://github.com/dparks1134 /CompareM); 4) formula d4 de hibridacion digital
DNA-DNA (dDDH > 70%) y diferencia porcentual del contenido de G+C (< 1%),
ambos calculados por TYGS [154]. Se utilizé el genoma de Azotobacter vinelandii
cepa DSM 279 (GCA_900119555.1) como grupo externo, descargado del NCBI
(consultado el 13 de marzo de 2023).

4.21. ldentificacion de integrones clase 1

Se utilizé el DNA gendémico de cada aislado de P. aeruginosa como molde para
amplificar por PCR un fragmento del gen intll, utilizando los oligonucleétidos
HS463a y HS464 (Tabla 5) [155]. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo con la
enzima GoTaq Flexi DNA Polymerase (Promega, Wisconsin, Estados Unidos)
siguiendo las instrucciones del fabricante. El proceso de amplificacion consistio en
un clico a 95 °C durante 5 min, seguido de 35 ciclos de 95 °C durante 30 s, 95 °C
durante 1 min, 60 °C durante 30 sy 72 °C durante 90 s, con una extension final a
72 °C durante 5 min. Los productos de PCR fueron visualizados mediante
electroforesis en agarosa al 0.8%.

Tabla. 5. Oligonucleétidos utilizados para la identificacion de integrones clase
1.

Oligonucleétido Secuencia (5°-3’) m Fuente
HS463a CTGGATTTCGATCACGGCACG 59 [155]
HS464 ACATGCGTGTAAATCATCGTCG 57 [155]
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4.22. Anélisis estadistico
Los resultados se expresan como el promedio + desviacion estdndar. Los analisis
estadisticos se llevaron a cabo utilizando el software GraphPad Prism version 8.0.1
para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, EE. UU.). Se empleé el analisis
de varianza de una via (ANOVA), junto con la prueba de comparaciones mdltiples
de Dunnett o la prueba de Log-Rank, segun corresponda. Los valores de P < 0.05

se consideraron estadisticamente significativos.
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5. RESULTADOS

5.1.ldentificacion de bacterias productoras de antibacterianos
En un estudio previo, se aislé una coleccion de bacterias del GoM, la cual fue
analizada para evaluar su capacidad de degradar hidrocarburos [82]. En este trabajo
nos enfocamos en analizar esta misma coleccion de bacterias marinas en busca de
posibles fuentes de antibidticos. Evaluamos la actividad antibacteriana de un total
de 82 bacterias aisladas del GoM frente a las cepas de referencia A. baumannii
ATCC 17978, S. enterica serotipo Typhimurium (S. Typhimurium) SL1344, S. aureus
ATCC 29213y E. coli ATCC 25922, mediante el ensayo de colonia. Los resultados
revelaron halos de inhibicion del crecimiento alrededor de colonias de bacterias
marinas, en las placas de agar LB que contenian las cepas indicadoras, lo cual
indica la produccion de compuestos antimicrobianos (Fig. 3). El tamafio de los halos
de inhibicion producidos varié segun las cepas evaluadas (Fig. 3). Se considero
positiva la actividad inhibitoria independientemente del tamafio del halo. Como
control, en estos ensayos se utilizd la cepa E. coli DH1B0, ya que no genero

inhibicién contra ninguna de las cepas evaluadas.

S. aureus A. baumannii
ATCC29213 ATCC17978

Inhibicion Testigo negativo

Figura. 3. Identificacion de bacterias productoras de antibacterianos. Se muestran imagenes
representativas de los ensayos de inhibicion para la identificacion de cepas productoras de
antibacterianos. Las figuras muestran ensayos realizados sobre un césped de las cepas indicadoras
S. aureus ATCC29213 y A. baumannii ATCC17978. Los ensayos se realizaron en placas de agar LB
y fueron incubadas a 37 °C. Se muestra la actividad de las cepas marinas LP16, LP17, LP18, LP21
y LP34. La cepa E. coli DH10 fue utilizada como control negativo.
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En total, de la coleccion de 82 cepas del GoM, se identificaron 8 con la capacidad
de generar halos de inhibicion del crecimiento en las cepas patégenas evaluadas.
Estas cepas marinas fueron: LP16, LP17, LP18, LP21, LP34, LP35, LP36 y LP89
(Tabla 6). 4 (LP16, LP17, LP18, LP21) de estas 8 cepas fueron obtenidas a 55 m
de profundidad, 3 (LP34, LP35, LP36) fueron recolectadas de muestras extraidas a
1000 m de profundidad y la cepa LP89 fue obtenida a partir de una muestra
recolectada a 30 m de profundidad.

Tabla. 6. Espectro de actividad antibacteriana de cepas marinas contra cepas
de referencia de bacterias patégenas.

Profundidad . .
Cepas de AB | SA | KP | EC | STM Agt:'%‘;"fgd Agts"(’)"ﬂgd

aislamiento

(m)

LP16 55 + + + + + + T
LP17 55 + |+ + T T n n
LP18 55 - + - + + T T
LP21 55 + + + + + + T
LP34 1000 + + + + + + n
LP35 1000 + + + + + + +
LP36 1000 + + + + + n n
LP89 30 + + + " + T T

Cepas evaluadas: AB= A. baumannii; SA= S. aureus; KP= K. pneumoniae; EC= E. coli; STM= S.
Typhimurium; += inhibicién del crecimiento; -= sin inhibicién de crecimiento.

Se realizd una evaluacion de la inhibicion generada por las 8 cepas seleccionadas
a 37°C y 30°C, con el propésito de determinar si en alguna de estas temperaturas
se observaba mayor actividad. Los resultados obtenidos en ambas temperaturas
fueron consistentes y similares (Tabla 6). En conjunto, estos resultados demuestran
la actividad antibacteriana de estas 8 cepas contra cepas patdégenas e indican que
existen bacterias en el GoM que producen compuestos con actividad antibacteriana.

5.2.Identificacion taxondmica de las cepas marinas con actividad
antibacteriana mediante secuenciacion del gen rRNA 16S
El andlisis de la secuencia del gen rRNA ribosomal 16S es ampliamente empleado

para la identificacion de géneros bacterianos [137]. Para la identificacion de las
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cepas productoras de compuestos antibacterianos se realizé la secuenciacion y
andlisis del gen rRNA 16S. Cabe destacar que la cepa LP16 (GOM1) ya habia sido
previamente identificada y reportada como P. aeruginosa [82]. Nuestros analisis
permitieron determinar que siete de estas cepas corresponden a P. aeruginosa,
mientras que la cepa LP18 fue identificada como Pseudomonas sihuiensis. Los
detalles de la identificacion de cada cepa se presentan en la tabla 7.

Tabla. 7. Identificacion de las cepas productoras de antibacterianos mediante
la secuenciacion y andlisis del gen rRNA 16S.

Cepas idgﬁﬁﬁgﬁja Identidad (%) Cobertura (%)
GOM1* P. aeruginosa 99.93 n.d.
LP17 P. aeruginosa 100 100
LP18 Pseudomonas 98.94 100
sihuiensis
LP21 P. aeruginosa 100 100
LP34 P. aeruginosa 99.71 99
LP35 P. aeruginosa 99.76 99
LP36 P. aeruginosa 99.14 96
LP89 P. aeruginosa 99.66 99

El analisis de la secuencias se realizd utilizando la base de datos de EZBioCloud; n.d. no
determinado. * Cepa marina de P. aeruginosa reportada por Muriel-Millan et al., 2019 [82] .

5.3.Seleccion de la cepa LP18 como candidata para caracterizacion
Estudios previos han evidenciado que las cepas de P. aeruginosa tienen la
capacidad de producir piocianina, un pigmento derivado de las fenazinas con
propiedades antibacterianas [156]. Como parte de la caracterizacion inicial de los
ocho aislados marinos de Pseudomonas con actividad antibacteriana, se realiz6é una
evaluacion cualitativa de la produccion de piocianina en agar cetrimida. Los
resultados demostraron que las siete cepas identificadas como P. aeruginosa no
solo son capaces de crecer en este medio, sino también de sintetizar piocianina con
diferentes niveles de produccion (Fig. 4). En contraste, la cepa LP18 tuvo un
crecimiento limitado, en comparacion con las cepas de P. aeruginosa, sin

produccion de piocianina (Fig. 4).
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Figura. 4. Produccién de piocianina de las bacterias aisladas del GoM en agar cetrimida. Se
muestran el crecimiento de las cepas de Pseudomonas aisladas del GoM en agar cetrimida durante
18 h a 37 °C. A) Se observa un pigmento difusible azul-verdoso en el crecimiento de las cepas
relativo al pigmento piocianina caracteristico de las cepas de P. aeruginosa. B) Se observa la
produccién de pigmentos bajo luz UV para evidenciar la presencia de pigmentos como fluoresceina.

Asi, la cepa LP18 fue la unica en exhibir actividad antibacteriana no atribuida a la
produccion de piocianina. La ausencia de este pigmento sugiere, ademas, que esta
bacteria no corresponde a la especie P. aeruginosa. En virtud de esto, procedimos
a llevar a cabo la secuenciacion y anotacion del genoma de la cepa LP18. El analisis
gendmico posterior, revel6 que la cepa LP18 representa una nueva especie dentro
del género Pseudomonas, la cual denominamos Pseudomonas sp. GOM7 (GOM?7).

Estos hallazgos iniciales orientaron nuestro proyecto hacia dos enfoques
fundamentales: 1) la caracterizacion de la actividad antibacteriana de la cepa GOM7
y 2) el andlisis de las propiedades de virulencia y resistencia a antibiéticos de las
cepas de P. aeruginosa aisladas del GoM. Estas perspectivas se exploran

detalladamente en las secciones siguientes.

5.4.Pseudomonas sp. GOM7 muestra actividad inhibitoria contra cepas de

S. aureus resistentes a antibiogticos.
Se realiz6 una evaluacién de la actividad antibacteriana de Pseudomonas sp. GOM7
frente a diversas especies bacterianas con el fin de establecer su espectro de
accion. La seleccion de bacterias Gram-positivas incluyé aislados de S. aureus

resistentes a antibioticos, gentilmente proporcionados por el Dr. Jaime Amadeo
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Bustos de la Universidad Autbnoma Metropolitana. Asimismo, se incorporaron en el

estudio bacterias Gram-negativas como E. coliy S. Typhimurium.

Tanto la colonia como el sobrenadante de cultivo de Pseudomonas sp. GOM7
(concentrado mediante liofilizacién), mostraron actividad inhibitoria frente a todos

los aislados de S. aureus resistentes a antibiéticos evaluados (Tabla 8).

Tabla. 8. Espectro de actividad antibacteriana de Pseudomonas sp. GOM7.

Cepa evaluada Pseudomonas sp. GOM72
Colonia | Sobrenadante Extracto de
acetato de etilo

Gram-positivas

. aureus ATCC 29213

. aureus ATCC 43300 (MRSA)

. aureus 8N2 (MRSA)

. aureus 4N34 (MRSA)

. aureus 14F4A (MRSA)

. aureus 25F4 (MRSA)

. aureus 15N4 (MRSA)
.aureus 1N3 (MRSA)

. aureus 13F3 (MRSA)

.aureus 21F3 (MRSA)

. aureus 6N3 (MDR)

. aureus 18F1 (MDR)

. aureus 24N2 (MDR)

. aureus 25F2 (MDR)

.aureus 17F3 (MDR)

.aureus 17N3 (MDR)

. subtilis 168

Enterococcus faecium ATCC
19434

Gram-negativas

E. coli ATCC 25922 + - n.d.
S. Typhimurium SL1344 + - n.d.
Klebsiella guasipneumoniae - - n.d.
ATCC 700603
A. baumannii ATCC 17978 - - n.d.

3l a actividad antibacteriana del sobrenadante de cultivo liofilizado o el extracto de acetato de etilo
se determind por la formacion (+) o no (-) de halos de inhibicién de las cepas evaluadas; n.d. no
determinado. S. aureus resistente a meticilina (MRSA), S. aureus multi-drogo resistente (MDR). La
cepa E. coli DH108, usada como control negativo, no presenté actividad antibacteriana, ni en colonia
ni su sobrenadante. Placas de agar LB o M-H fueron utilizadas para analizar la produccién de halos
de inhibicion en los ensayos de colonia o en los ensayos con el sobrenadante liofilizado o con los
extractos de acetato de etilo, respectivamente. Estas placas fueron incubadas a 37°C para los
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ensayos de colonia y a 30°C para los ensayos con el sobrenadante liofilizado y los extractos de
acetato de etilo. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

En contraste, solamente las colonias de Pseudomonas sp. GOM7 exhibieron halos
de inhibicion frente a Bacillus subtilis 168, S. Typhimurium SL1344 y E. coli ATCC
25922. Ni las colonias ni los sobrenadantes de cultivo de Pseudomonas sp. GOM7
generaron halos de inhibicidn frente a E. faecium ATCC 19434, K. quasipneumoniae
ATCC 700603 y A. baumannii ATCC 17978 (Tabla 8 y Fig. 5). Conforme a lo
esperado, tanto las colonias bacterianas como los sobrenadantes de cultivo de la
cepa E. coli DH10B, empleada como control negativo, no mostraron formacién de
halos de inhibicién frente a las bacterias evaluadas (Fig. 5). Estos resultados
muestran que Pseudomonas sp. GOM7 tiene actividad antibacteriana,

principalmente anti-S. aureus.
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Colonia Sobrenadante
DH10B GOM7 DH10B GOM7

s

S. aureus
ATCC 43300

S. aureus
8N2

S.
Typhimurium
SL1344

B. subtilis
168

K.
quasipneumoniae
ATCC 700603

E. faecium
ATCC 19434

Figura. 5. Actividad antibacteriana de la cepa Pseudomonas sp. GOM7. Se muestran imagenes
representativas de la formacion de halos de inhibicién del crecimiento producidos por la colonia o
por el sobrenadante de cultivo concentrado de Pseudomonas sp. GOM7 contra diferentes bacterias.
La cepa E. coli DH10p fue utilizada como control negativo. La cepa de S. aureus ATCC 43300 y el
aislado S. aureus 8N2 son MRSA.

Para obtener informacién sobre la solubilidad de los compuestos antibacterianos
producidos por Pseudomonas sp. GOM7, se evalud la capacidad inhibitoria de
extractos del sobrenadante de cultivo obtenidos con diferentes solventes organicos
(n-hexano, cloroformo y acetato de etilo, de menor a mayor polaridad,
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respectivamente). Como control negativo se probaron extractos del sobrenadante
de cultivo de E. coli DH10B obtenidos con los mismos solventes. Solo el extracto
obtenido con acetato de etilo de Pseudomonas sp. GOM7 formé halos de inhibicidon
contra S. aureus, incluidas cepas MRSA (Tabla 8). Adicionalmente, analizamos la
supervivencia de la cepa MRSA S. aureus ATCC 43300 expuesta a los extractos de
Pseudomonas sp. GOM7 o de E. coli DH10B obtenidos con n-hexano, cloroformo o
acetato de etilo. De manera importante, el extracto de acetato de etilo de
Pseudomonas sp. GOM7 redujo ~60% la supervivencia de S. aureus después de 5
h de exposicion, mientras que las bacterias inclusive se replicaron en los extractos
de n-hexano y cloroformo (Fig. 6). Como era de esperarse, no se observo ningun

efecto inhibitorio con los extractos de solventes de E. coli DH10p.
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Figura. 6. El extracto de acetato de etilo de Pseudomonas sp. GOM7 reduce la supervivencia
de S. aureus. Aproximadamente 1 x 106 UFC mL1 de S. aureus ATCC 43300 se incubaron en medio
LB (negro) o en los extractos del sobrenadante de cultivo de Pseudomonas sp. GOM7 (A) o de E.
coli DH10B (B) obtenidos con n-hexano (verde), cloroformo (azul) o acetato de etilo (rojo). En los
tiempos indicados se determinaron las UFC mL! mediante cuenta viable en agar LB y se determiné
el porcentaje de supervivencia. El valor de P fue calculado utilizando el analisis de ANOVA de una
via combinado con la prueba de Dunnett. * P <0.05, ** P <0.01, *** P <0.001. Los datos representan
el promedio = S.D. de tres experimentos diferentes.

En conclusién, Pseudomonas sp. GOM7 produce uno 0 mas compuestos
antibacterianos solubles en acetato de etilo que afectan la viabilidad de S. aureus,

incluidas cepas MRSA.
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5.5.Secuenciaciéon y anotacion del genoma de Pseudomonas sp. GOM7
Para determinar las caracteristicas genéticas de Pseudomonas sp. GOM7 se realizo
la secuenciacion, ensamble y anotacién de su genoma completo. Estos andlisis, en
conjunto con la clasificacion filogendmica y la prediccion de posibles genes
relacionados a la produccion de compuestos antibacterianos se realizaron en

colaboracion con el Dr. Jorge Vargas Rojas del CIGoM.

El cromosoma circular completo de Pseudomonas sp. GOM7 tiene un tamafio de
5.424.934 pares de bases en una Unica secuencia continua, mostrando un
contenido de G+C del 63,35% (Fig. 7). Mediante el uso de la anotacion RASTtk, se
logro la identificacion de un total de 4.774 secuencias codificantes. En este genoma
se destacan 64 genes que codifican RNAt y 12 genes que codificantes de RNAr,
ademas de incluir 63 repeticiones CRISPR. También se observa la presencia de
cuatro copias del gen rRNA16S, cada una con una longitud de 1.532 pares de

bases.
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Figura. 7. Representacion circular del genoma de Pseudomonas sp. GOM7. Los anillos
representados se disponen desde el mas externo hacia el centro de la siguiente manera: (®) CDS
forward y CDS reverse, (l) contenido de GC, (Il l) GC skew, y tamafio del genoma. Algunos genes
anotados codificantes de factores de virulencia, resistencia antimicrobiana y posibles resistencias a
otros compuestos, estan sefialados en color azul. Las areas que comprenden los grupos de genes
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biosintéticos (BGC) que han sido identificados por antiSMASH como posibles codificadores de
compuestos antimicrobianos se destacan en rojo (). La figura fue realizada utilizando el servidor
CGView.

Los datos de secuenciacién del genoma completo y las secuencias sin procesar
correspondientes a Pseudomonas sp. GOM7 se encuentran disponibles en el NCBI
con el niumero de acceso CP113519. Ademas, el proyecto asociado a estas
secuencias tiene asignado el numero de acceso BioProject PRINA905872. Los
archivos de lectura de secuencias (SRA) relacionados son SRX18440904 (datos de
secuenciacion sin procesar obtenidos con Illumina) y SRX18440905 (datos de

secuenciacion sin procesar obtenidos con MinlON).

5.6.Pseudomonas sp. GOM7 es una nueva especie de Pseudomonas
El andlisis de genomas completos, como la identidad media de nucle6tidos (ANI) y
la hibridacion digital del DNA-DNA (dDDH), han emergido como enfoques solidos
en los estudios filogendmicos y la delimitacién de especies [157,158]. Dentro del
género Pseudomonas, el analisis multilocus de secuencias (MLSA) ha demostrado
ser un enfoque efectivo para determinar relaciones filogenéticas, empleando genes
como el rRNA 16S, gyrB, rpoB y rpoD [159,160]. Para lograr una identificacion mas
precisa de Pseudomonas sp. GOM?7, inicialmente llevamos a cabo un analisis
exhaustivo utilizando GTDB-TK, el cual emplea una alineacion concatenada de 120
genes bacterianos, incluyendo genes como rRNA16S, gyrB y rpoB, derivados tanto
del genoma de Pseudomonas sp. GOM7 como de los genomas presentes en la
base de datos de GTDB-Tk. Este analisis reveld 25 especies de Pseudomonas,

como las especies mas cercanas a Pseudomonas sp. GOM7 (Fig. 8).
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Figura. 8. Especies de Pseudomonas filogenéticamente mas cercanas a Pseudomonas sp.
GOM?7. A) Posicion del genoma de Pseudomonas sp.GOM?7 (flecha roja) en el arbol de referencias
inferido por GTDB-Tk con FastTree v2.1.10 bajo el modelo WAG a partir del alineamiento
concatenado de 120 genes bacterianos ubicuos. B) Clado del arbol de referencia en el que el
genoma de Pseudomonas sp.GOM?7 (rojo) se asigné junto con los genomas de otras especies de
Pseudomonas. El genoma con el nimero de acceso en azul ha sido eliminado del NCBI.

Posteriormente se utilizaron cinco criterios filogendmicos para clasificar a
Pseudomonas sp. GOM7, utilizando su genoma completo para compararlo contra
el genoma de las especies de Pseudomonas mas préximas seleccionadas
anteriormente, y al genoma de Azotobacter vinelandii DSM 279 como grupo externo
(Tabla 9). En esta evaluacion, la asignacién a una especie especifica exige que el
genoma analizado cumpla con los criterios filogendmicos calculados en relacion a
los genomas de referencia, (ADDH >70%, ANI% >96%, AAl >96%, Mash D <0,05y
diferencias en el contenido de G+C <1%) [152,154,161]. Sin embargo, nuestros
resultados mostraron que ninguno de los genomas de Pseudomonas analizados
(filogenéticamente mas cercanos) se ajusté completamente a estos parametros;
solo unos pocos genomas manifestaron diferencias en el contenido de G+C
inferiores al 1% (Tabla 9). En consecuencia, Pseudomonas sp. GOM7 no pudo ser

clasificada como una especie ya conocida dentro del género Pseudomonas.
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Tabla. 9. Criterios filogendmicos para identificar taxon6micamente la especie

de Pseudomonas sp. GOMY7.

Diferencia del

(GCA_902506535.1)

Genoma comparado dDDH | ANIm | AAl ) Mash contenido
(d4, %) | (%) (%) D G+C (%)

P.guguanensis JCM 18416 | 31.3 88.30 | 88.19 | 0.11 0.86

(GCA_900104265.1)

P. composti Lyl1| 31.2 88.25 | 88.59 | 0.12 0.36

(GCA_001567565.1)

Pseudomonas sp. P818 | 30.9 88.17 | 88.24 | 0.12 0.07

(GCA_000418555.1)

P. indoloxydans JCM | 30.8 88.00 | 87.94 | 0.11 1.10

14246 (GCA_003052605.1)2

P. mendocina EF27 | 30.8 87.96 | 87.71 | 0.12 1.56

(GCA_008041835.1)

P. oleovorans subsp.| 30.7 87.90 | 88.26 | 0.11 1.29

oleovorans

(GCA 002197815.1)2

P. alcaliphila JAB1| 30.6 87.97 | 87.49 | 0.12 0.81

(GCA_001941865.1)

P. mendocina PSB00032 | 30.5 87.87 | 87.55 | 0.12 0.24

(GCA_016008875.1)

Pseudomonas sp. MY50| 30.4 88.09 | 87.79 | 0.12 0.53

(GCA_009932725.1)

P. sihuiensis KCTC 32246T | 30.3 87.96 | 87.54 | 0.11 0.82

(GCA_900106015.1)

P. chengduensis DSM | 30.3 87.93 | 87.95 | 0.12 1.03

26382 (GCA_900102635.1)2

P. chengduensis 402 | 30.2 87.89 | 87.65 | 0.12 0.72

(GCA_015712065.1)

P. mendocina NCTC10897 | 30.1 87.88 | 88.00 | 0.11 0.59

(GCA_900636545.1)2

Pseudomonas sp. ZH-FAD | 30.1 87.85 | 87.40 | 0.12 1.13

(GCA_002803095.1)

P. alcaliphila JCM 10630 | 30.1 87.77 | 87.87 | 0.11 0.47

(GCA _900101755.1)

P. toyotomiensis JCM | 30.0 87.84 | 87.79 | 0.12 0.74

15604 (GCA_900115695.1)2

P. khazarica TBZ2T | 30.0 87.65 | 87.33 | 0.11 1.61

(GCA _004521985.1)2

Pseudomonas sp. AOB-7| 30.0 87.66 | 86.01 | 0.12 3.27

(GCA_003696305.1)

Pseudomonas sp. 8Z| 30.0 87.57 | 88.81 | 0.12 2.49
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P. mendocina  FFL34 | 29.9 87.67 | 87.68 | 0.12 1.37
(GCA _007049795.1)

P. composti CCUG 59231 | 29.8 87.66 | 87.97 | 0.12 0.94
(GCA 900115475.1)2

Pseudomonas sp. 80| 29.7 87.57 | 87.50 | 0.12 0.88
(GCA 902506495.1)

P. sediminis PI11| 294 87.57 | 87.72 | 0.12 0.87
(GCA _002741105.1)2

Pseudomonas sp. MSPm1 | 29.3 87.31 | 87.10 | 0.12 0.94
(GCA 014109765.1)

P. mendocina NEB698 | 29.2 87.34 | 87.00 | 0.12 0.92
(GCA _003008615.1)

Azotobacter vinelandii | 22.4 84.43 | 72.67 | 0.19 2.13
DSM 279

(GCA_900119555.1)°

aCepa tipo de acuerdo con la base de datos de NCBI consultada el 6 de Noviembre de 2022.
bGenoma seleccionado como grupo externo.

El genoma de P. guguanensis JCM 18416 mostré los valores mas altos de dDDH
(31,3%) y ANIm (88,30%) (Tabla 8), sefalando su proximidad con Pseudomonas
sp. GOM7. Los genomas de Pseudomonas sp. GOM7 y P. guguanensis JCM 18416
comparten 3.450 familias génicas del total de 5.564 predichas por CMG BioTools
(Fig 9A). Al examinar los bloques de alineamiento mdultiple (cuyas extensiones
minimas superan los 10.000 pb) entre ambos genomas, se identificaron 27 regiones
de sintenia compartidas que abarcan un 29,21% del genoma de Pseudomonas sp.
GOMY7 (Fig. 9). Estas é&reas de sintenia se reparten en 14 contigs del genoma de P.
guguanensis JCM 18416, aungue dispuestas en un orden distinto al observado en
el genoma de Pseudomonas sp. GOM7. La escasa cobertura del genoma y las
variaciones en la distribucion de los bloques de sintenia sugieren que el genoma de
Pseudomonas sp. GOM7 posee una organizacion genética distinta en comparacion
con P. guguanensis JCM 18416. En conjunto, estos hallazgos apoyan la evidencia
de que Pseudomonas sp. GOM7 es una nueva especie dentro del género

Pseudomonas.
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Figura. 9. Andlisis de las familias de genes y comparacion de bloques de alineamiento miltiple
entre genomas de Pseudomonas sp. Comparacién de Pseudomonas sp. GOM7 (azul) y P.
guguanensis JCM 18416 (purpura). A) Representacion en diagrama de Venn que representa la
distribucion de familias de genes compartidas y exclusivas entre ambos genomas. B) Representacién
de bloques de sintenia obtenidos a través de Sibelia. Desde el anillo exterior hacia el centro, se
presenta la siguiente disposicién: los dos genomas se muestran en azul y morado, los contigs de
cada genoma se visualizan en verde pdlido, y los bloques de sintenia se diferencian mediante
diversos tonos. En el anillo de contigs, los bloques en rojo indican direcciones inversas de las
secuencias.

5.7.Prediccion de los compuestos antibacterianos en el genoma de
Pseudomonas sp. GOM7

El analisis gendmico mostré que Pseudomonas sp. GOM7 carece de los genes
necesarios para la biosintesis de piocianina presentes en P. aeruginosa, lo que
confirma los resultados fenotipicos al respecto. Sin embargo, Pseudomonas sp.
GOMY7 alberga cinco genes que exhiben similitud con aquellos asociados a la
sintesis de fenazinas (phzC, phzF, phzG, phzH y phzS). Estos genes se encuentran
distribuidos en el genoma y comparten la mayor similitud (84-97%) con genes
putativos de cepas de Pseudomonas sp. 8Z, P. mendocina y P. composti (Fig. 10).
Se ha reportado que fenazinas distintas a la piocianina también pueden tener

actividad antimicrobiana [162]. Asi, podria plantearse que la actividad antibacteriana
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producida por Pseudomonas sp. GOM7 estad relacionada con compuestos

diferentes a las fenazinas.
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Figura. 10. Genes requeridos para la sintesis de piocianina en P. aeruginosa. A) Los dos
operones que sintetizan piocianina en P. aeruginosa [163]. Las enzimas codificadas en los genes
phzA-phzG transforman el acido corismico en el &cido fenazina-1-carboxilico (PCA), que es
convertido en diferentes fenazinas por las enzimas codificadas en los genes phzH, phzS y phzM;
una de ellas es luego transformada en piocianina por la enzima codificada en el gen phzS. B)
Probables genes ortélogos de phzH, phzC, phzF, phzG y phzS presentes en el genoma de
Pseudomonas sp. GOM?7. Esta figura fue creada con BioRender.com.

Para identificar otros potenciales genes responsables de la producciéon de
compuestos antimicrobianos, se analiz6 el genoma de Pseudomonas sp. GOM7 con
la herramienta antiSMASH, la cual permite predecir grupos de genes biosintéticos
(BGC) relacionados a metabolitos secundarios con posible actividad antimicrobiana.
Este andlisis reveld la existencia de seis BGCs en el genoma de Pseudomonas sp.
GOMY7, los cuales podrian estar vinculados con la actividad antibacteriana exhibida
(Fig. 11). Se predijo que dos BGCs codifican péptidos sintetizados por el ribosoma
y luego modificados post traduccionalmente (RiPPs) (Fig. 11A). Estos BGCs tienen
un unico gen tipo RIiPP, el cual presenta una similitud del 42% entre si y no
comparten parentesco con otros BGCs reportados (Fig. 11A). Adicionalmente, otros
dos BGCs de Pseudomonas sp. GOM7 estan relacionados con la sintesis potencial
de B-lactonas (Fig. 11B). Otro de los BGCs predichos presenta posibles ortdlogos

de los genes yngEGHJ de Bacillus velezensis FZB42, estos genes se encuentran
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en operén con los genes fenABCDE para sintetizar el lipopéptido antifingico
fengicina [164]. Ademas, en el genoma de Pseudomonas sp. GOM7 se identificé la
existencia de dos BGCs anotados como "moédulos de sintetasas peptidicas no
ribosomales” (NRPs) (Fig. 11C). Uno de estos NRPs contiene posibles ortélogos de
17 de los 31 genes de un NRP previamente detectado en el genoma de
Pseudomonas sp. 8Z [165], con una similitud entre el 30% y el 97% (Fig. 11C). De
igual manera, este NRP en Pseudomonas sp. GOM7 presenta ortdlogos de 7 genes
de Cupriavidus necator H16, vinculados con la creacion del sideréforo cupriachelin
[166]. No obstante, Pseudomonas sp. GOM7 carece de varios genes necesarios
para la sintesis completa de cupriachelin (Fig. 11C). El otro NRP predicho en el
genoma de Pseudomonas sp. GOM7 incluye todos los genes esenciales para la
generacion de los lipopéptidos antimicrobianos syringomycina de P. syringae y
nunapeptin/nunamicyn de P. florescens [167,168], exhibiendo una similitud entre el
31% y el 82%. En conjunto, este analisis nos permitio identificar posibles genes

involucrados en la actividad antibacteriana exhibida por Pseudomonas sp. GOM?7.
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Figura. 11. Grupos de genes biosintéticos predichos en el genoma de Pseudomonas sp.
GOM7y su comparacion con los BGCs de otras bacterias. La figura muestra los BGCs predichos
utilizando el programa antiSMASH seleccionando el parametro de deteccidn relajado. (A) BGCs que
codifican para RiPPs. (B) BGCs que codifican para 3-lactonas. (C) BGCs que codifican para péptidos
no ribosomales. Los genes se representan como flechas y la direccién de la flecha indica la sintenia.
La funcién probable de los genes y la identidad entre ellos se indican con colores segun las leyendas

mostradas.

5.8.Caracterizacién parcial del compuesto con actividad antibacteriana
Como se mencion6 anteriormente, los extractos obtenidos del sobrenadante de
cultivo de Pseudomonas sp. GOM7 con acetato de etilo mostraron ser capaces de
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inhibir el crecimiento de S. aureus (Tabla 8). Por lo tanto, se decidié analizar los
compuestos presentes en este extracto con el objetivo de identificar el o los

compuestos responsables de la actividad antibacteriana observada.

La figura 12A muestra los halos de inhibicion producidos por la fraccion de acetato
de etilo contra la cepa MRSA S. aureus ATCC 43300. El acetato de etilo tiene un
nivel intermedio de polaridad, ademas, se destaca por su bajo grado de toxicidad
[169]. Estos resultados sugieren que los compuestos con actividad antibacteriana

presentes en el extracto de acetato de etilo tienen una polaridad intermedia.
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Figura. 12. Caracterizacion parcial del compuesto antimicrobiano de Pseudomonas sp. GOM7.
A) Se muestra una imagen de la formacion de halos de inhibicion del crecimiento producidos por el
extracto de acetato de etilo obtenido del sobrenadante de Pseudomonas sp. GOM7 contra S. aureus
ATCC 43300. El extracto de acetato de etilo del sobrenadante de cultivo de la cepa E. coli DH10B
fue utilizado como control negativo. La cepa de S. aureus ATCC 43300 es MRSA. B) Se muestran
los compuestos presentes en los extractos de acetato de etilo (*) separados mediante TLC en placas
cromatografica desarrolladas con dos diferentes fases méviles y reveladas con luz UV de onda larga
a 254 nm. Se utiliz6 como control extractos de acetato obtenidos de etilo de medio LB estéril. C=
control.

El indice de polaridad del acetato de etilo nos permiti6 proponer un sistema de
cromatografia en capa fina (TLC), como una aproximacion inicial para separar los
compuestos presentes en la fraccion de acetato de etilo obtenida del sobrenadante
de cultivo de Pseudomonas sp. GOM7. Este sistema utiliz6 dos fases moviles,

ambas de naturaleza polar, pero que se diferencian en la polaridad de los solventes
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gue las componen. La fase EFAW, compuesta por acetato de etilo, acido formico y
agua, posee un indice de polaridad més elevado. Por otro lado, la fase mévil BAW
esta conformada por butanol, &cido acético y agua (Fig. 12B). El desarrollo de las
placas cromatogréaficas revel6 que ambas fases moviles utilizadas facilitaron la
separacion de los compuestos en la placa de silice, permitiendo identificar cinco
posibles compuestos de diversas polaridades (Fig. 12B). Sin embargo, los patrones
de separacion de los compuestos variaron, mostrando una mejor separacion con la
fase EFAW.

En conjunto, estos resultados muestran la presencia de 5 compuestos de naturaleza
polar que podrian estar relacionados con la actividad anti-S. aureus exhibida por
Pseudomonas sp. GOM7. No obstante, es necesario realizar ensayos adicionales
para determinar cual de estos compuestos es el responsable de la actividad

antibacteriana observada.

5.9.Pseudomonas sp. GOM7 no present6 propiedades de virulencia

Como un aspecto importante para el estudio de una nueva especie bacteriana,
investigamos si Pseudomonas sp. GOM7 exhibe propiedades de virulencia
similares a las de P. aeruginosa, la especie clinica mas importante dentro del género
Pseudomonas. El potencial de virulencia de ambas cepas se evalué utilizando el
modelo de infeccion en larvas de Galleria mellonella, el cual es ampliamente
utilizado para estudiar la virulencia de bacterias patdégenas [113]. Como era
esperado, la cepa de P. aeruginosa matoé el 100 % de las larvas a las 40 h post-
infeccion, con una dosis infectiva de 0.6 x 10° UFC mL?'. En contraste,
Pseudomonas sp. GOM7 y la cepa no virulenta de E. coli DH5a (utilizada como
control negativo) no mataron a ninguna de las larvas durante todo el experimento,
inclusive la infeccién con dosis mayores de bacterias (1 x 103, 1 x 104, and 1 x10°
UFCs) no provoco ningun efecto letal (Fig. 13). Estos resultados indican que la cepa
Pseudomonas sp. GOM7 no es virulenta comparada con la cepa P. aeruginosa
PAOL1 en el modelo de G. mellonella.
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Figura. 13. Supervivencia de G. mellonella infectada con diferentes dosis de Pseudomonas
sp. GOM7. Se muestran las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier de las larvas infectadas con
diferentes dosis de las siguientes cepas: Pseudomonas sp. GOM7 (azul) y P. aeruginosa PAOL1
(rojo) como control. El valor de P fue calculado utilizando el analisis de log-rank. ***, P <0.001. Las
larvas se incubaron a 30 °C y su viabilidad fue monitoreada durante 5 dias. No hubo efectos letales
en las larvas infectadas con E. coli DH5a, inyectadas con PBS o sin inyectar.

Aunado a esto, se comparo la capacidad de formacion de biopeliculas y secrecion
de proteasas entre Pseudomonas sp. GOM7 y P. aeruginosa, ya que estos fenotipos
estan relacionados con la virulencia de P. aeruginosa [170]. Como control negativo
la cepa E. coli DH5a también fue evaluada. Nuestros resultados mostraron una clara
formacion de biopeliculas y secrecion de proteasas por parte de P. aeruginosa (Fig.
14). En contraste, Pseudomonas sp. GOM7 y E. coli DH5a mostraron una formacién
de biopeliculas aproximadamente ~5 y ~14 veces mas baja que P. aeruginosa,
respectivamente, y no presentaron secrecion de proteasas (Fig. 14). El analisis
gendmico de Pseudomonas sp. GOM7 reveld la presencia de genes que se
relacionan con la virulencia, pero que también estan presentes en bacterias no
patdgenas, como genes para la sintesis de flagelo y para el pili tipo 1V, asi como la
produccion de alginato, entre otros. En general, estos resultados indican que

Pseudomonas sp. GOM7 no es una bacteria patdgena.
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Figura. 14. Comparacién de las propiedades de virulencia de Pseudomonas sp. GOM7, P.
aeruginosa (patogénica) y E. coli DH5a (no patogénica). A) Observacion de la coloracion azul
verdosa generada por la piocianina en bacterias cultivadas en agar cetrimida. B) Medicion de
piocianina en el sobrenadante de los cultivos de Pseudomonas sp. GOM7 y P. aeruginosa PAO1
tras una extraccion secuencial con cloroformo, seguida de cuantificacion por espectrofotometria. C)
Evaluacion de la secrecion de proteasas. Se analiz6 la produccion de proteasas extracelulares en
agar de leche descremada. D) Cuantificacién de la formacién de biopeliculas. Se empledé la técnica
de tincion con violeta cristal para cuantificar la formacién de biopelicula. Estos analisis se realizaron
con bacterias cultivadas en medio LB a una temperatura de 37 °C. Las barras representan el
promedio * desviacion estéandar. El valor de P fue calculado utilizando el analisis de ANOVA de una
via combinado con la prueba de Dunnett con respecto al control PAOL. * P <0.05, ** P <0.01, *** P
<0.001. Las barras representan el promedio + S.D. Las cepas P. aeruginosa PAO1 y E. coli DH5a
se utilizaron como controles positivo y negativo, respectivamente. Todos los ensayos se realizaron
por triplicado.

5.10. Las cepas marinas y clinicas de P. aeruginosa son virulentas en el
modelo de G. mellonella.

Como se indicé anteriormente, de las cepas del GoM que mostraron actividad

antibacteriana, identificamos 7 como P. aeruginosa. Dado que es un patbégeno

oportunista con una amplia distribucion ambiental y bajo la perspectiva de “Una

Salud”, nos interes6 determinar si estas cepas, donde se podria esperar un bajo
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impacto antropogénico, son potencialmente patdégenas y si presentan resistencia a
antibiéticos. Para ello, comparamos la patogenicidad de estas cepas marinas con
un numero igual de cepas clinicas de P. aeruginosa, utilizando el modelo de larvas

de G. mellonella.

La virulencia de P. aeruginosa en G. mellonella y ratones ha sido reportada con
anterioridad [171,172]. Primero determinamos su capacidad de matar a larvas de G.
mellonella. Los 7 aislados clinicos y 5 de las 7 cepas marinas mataron a las larvas
44 h post-infeccién, un fenotipo similar al mostrado por la cepa P. aeruginosa PAO1
(control positivo de virulencia); las otras 2 cepas marinas mataron las larvas a las
68 h post-infeccion (Fig.15). Como era esperado, la cepa E. coli DH5a (no patégena)
no matd ninguna larva en las 116 h evaluadas. Estos resultados indican que en
general las cepas marinas y los aislados clinicos probados de P. aeruginosa poseen

una virulencia similar en el modelo de G. mellonella.
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Figura. 15. Aislados marinos y clinicos de P. aeruginosa exhiben una virulencia similar en el
modelo de G. mellonella. Larvas de gusano de cera fueron infectadas con ~ 1 x 102 UFC mL de
las cepas marinas o clinicas de P. aeruginosa y su viabilidad fue monitoreada durante 5 dias. Curvas
de supervivencia de Kaplan-Meier de las larvas infectadas con cepas marinas (A) o cepas clinicas
(B). Los grupos control fueron P. aeruginosa PAO1 (patdégena) y E. coli DH5a (no patégena). El valor
de P fue calculado utilizando el analisis de Log-rank. ***, P <0.001.
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5.11. Las cepas marinas y clinicas de P. aeruginosa son capaces de formar
biopelicula.

La formacion de biopelicula es un fenotipo relacionado a la virulencia de P.
aeruginosa [173]. En este estudio se compar0 la capacidad de formar biopeliculas
en microplacas de poliestireno entre las cepas marinas y los aislados clinicos de P.
aeruginosa, utilizando el método de tincidn con cristal violeta [123]. Los resultados
revelaron que tanto las cepas marinas como las clinicas exhibieron diferentes
niveles de formacién de biopelicula (fuerte, moderada o débil); las 7 cepas marinas
formaron biopelicula, mientras que 5 de los 7 aislados clinicos también lo hicieron
(Fig. 16). Las cepas de P. aeruginosa PAOLl y E. coli DH5a usadas como control
positivo y negativo, respectivamente, mostraron los fenotipos esperados. Estos
hallazgos indican que, si bien existe variacion entre las diferentes cepas, en general
se puede concluir que tanto las cepas marinas como los aislados clinicos de P.

aeruginosa probados son capaces de formar biopelicula.
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Figura. 16. Los aislados marinos y clinicos de P. aeruginosa forman biopelicula. Se utiliz6 el
meétodo de tincién con cristal violeta para cuantificar la formacion de biopelicula. Las cepas se
clasificaron como productoras de biopelicula: fuertes (morado), moderadas (amarillo), débiles (verde)
o no formadoras de biopelicula (negro) segun lo descrito por Stepanovic [123]. La linea punteada
muestra el valor de corte utilizado para la clasificacion el cual fue obtenido del promedio de la O.Ds7o
+ 3 veces la S.D. del control negativo E. coli DH5a. Las barras representan el promedio de 3
experimentos independientes + S.D. P. aeruginosa PAOL fue utilizada como control positivo.
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5.12. Las cepas marinas y clinicas de P. aeruginosa expresan factores
asociados a virulencia.

Diversos factores se han asociado a la virulencia de P. aeruginosa, entre ellos las

exotoxinas ExoS y ExoU, la piocianina, la elastasa y los ramnolipidos [174]. Por lo

tanto, se determiné la presencia de estos factores de virulencia entre las cepas

marinas y los aislados clinicos de P. aeruginosa en estudio.

En su proceso infeccioso P. aeruginosa utiliza un sistema de secrecién de tipo I
(SST3) para inyectar proteinas efectoras en el citoplasma de la célula huésped.
Algunos de estos efectores son las exotoxinas ExoU que es una potente citotoxina
con actividad de fosfolipasa, y ExoS una toxina bifuncional con actividad de proteina
activadora de GTPasa en el extremo carboxilo terminal y actividad de ADP-
transferasa [175]. Para evaluar la produccién de las exotoxinas ExoS y ExoU y su
secrecion mediante el SST3, la presencia de estas proteinas fue analizada en el
sobrenadante de cultivo de las cepas marinas y clinicas de P. aeruginosa mediante
Western blot. Los resultados mostraron que 6 de 7 cepas marinas y 4 de 7 aislados
clinicos secretaron ExoS, un fenotipo que muestra la cepa P. aeruginosa PAO1
(solo produce ExoS), mientras que 1 cepa marinay 3 aislados clinicos secretaron
ExoU, un fenotipo que muestra la cepa P. aeruginosa PA14 (solo produce ExoU)
(Fig. 17). Como era esperado, en la cepa P. aeruginosa ATCC 9027, usada como
control negativo en estos ensayos, no se detectaron las toxinas ExoS y ExoU (Fig.
17). Estos resultados muestran que tanto las cepas marinas como las clinicas son

capaces de producir las toxinas ExoS o ExoU y secretarlas a través del SST3.
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Figura. 17. Deteccién de las toxinas ExoS y ExoU producidas por los aislados de P.
aeruginosa. La presencia de ExoS y ExoU en el sobrenadante de cultivo de las cepas marinas (A)
o clinicas (B) fue analizada mediante Western blot usando anticuerpos policlonales anti-ExoS o anti-
ExoU. La proteina GroEL fue identificada con el anticuerpo anti-GroEL (control de carga). Las cepas
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P. aeruginosa PAO1 y PA14 que expresan ExoS y ExoU, respectivamente, fueron utilizadas como
controles positivos, mientras que P. aeruginosa ATCC9027 que no expresa ninguna de estas toxinas
se us6 como control negativo. Los paneles marcados con el nimero 1y 2 fueron obtenidos con una
mezcla de los anticuerpos anti-ExoS y anti-ExoU o Unicamente con el anticuerpo anti-GroEL,
respectivamente.

Otros de los factores asociados a virulencia que se evaluaron fueron la produccion
de piocianina y elastasa. La piocianina es una molécula derivada de las fenazinas,
relacionada a la formacion de especies reactivas de oxigeno, mientras que la
elastasa, es una proteasa que facilita la colonizacién bacteriana induciendo dafios
en el tejido del huésped [102,176]. Se comparo la produccién de estos factores entre
las cepas marinas y los aislados clinicos de P. aeruginosa, como controles positivo
y negativo se usaron las cepas P. aeruginosa PAO1y E. coli DH5q, respectivamente
(Fig. 18). En general, la produccion de piocianina y de elastasa fue mayor en las
cepas marinas que en las clinicas; las 7 cepas marinas mostraron niveles de
piocianina mas altos que los de 6 aislados clinicos, mientras que las 7 cepas
marinas mostraron niveles de elastasa mas altos que los de 5 aislados clinicos (Fig.
18). Como esperado, la cepa P. aeruginosa PAO1, produjo piocianina y elastasa,
mientras que E. coli DH5a no produjo ninguno de los dos factores (Fig. 18). Estos
resultados muestran que los aislados marinos producen una mayor cantidad de

piocianina y de elastasa que los aislados clinicos.

=

Cepas marinas £ Cepas clinicas B) | Cepas marinas = = Cepas clinicas

Produccion de piocianina

Figura. 18. Produccién de piocianina y elastasa por aislados marinos y clinicos de P.
aeruginosa. A). Cuantificacion de piocianina en el sobrenadante de cultivos de aislados de P.
aeruginosa tras la extraccién secuencial con cloroformo y la medicion de absorbancia por
espectrofotometria. B) Produccion de elastasa. La produccion de elastasa extracelular se evalug
mediante el ensayo de Elastasa- Rojo Congo. Las cepas P. aeruginosa PAO1 y E. coli DH5a se
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utilizaron como controles positivo y negativo, respectivamente. Todos los ensayos se realizaron por
triplicado. El valor de P fue calculado utilizando el analisis de ANOVA de una via combinado con la
prueba de Dunnett con respecto al control PAOL. * P <0.05, ** P <0.01, *** P <0.001. Las barras
representan el promedio + S.D. Las barras azules corresponden a las cepas marinas de P.
aeruginosa, mientras que las barras rojas corresponden a los aislados clinicos de esta bacteria. La
linea punteada muestra el valor obtenido para PAO1.

Los factores de virulencia extracelulares desempefian un papel crucial en la
virulencia de P. aeruginosa [177]. Entre estos factores encontramos a los
ramnolipidos (RLS), los cuales son biosurfactantes con una amplia variedad de
actividades. P. aeruginosa produce tanto mono-RLs (contiene 1 molécula de
ramnosa) como di-RLs (contiene 2 moléculas de ramnosa). Se ha demostrado que
los RLs desempefian un papel critico en la promocién de la virulencia [178]. Para
evaluar la expresion de estos factores, la presencia de los RLs se detect6 en el
sobrenadante de cultivo de las cepas marinas y clinicas de P. aeruginosa. Como
controles se utilizaron RLs purificados y la cepa P. aeruginosa PAOL1, ya que esta
cepa produce mono y di-RLs. Tanto las cepas marinas y clinicas de P. aeruginosa
mostraron produccion de ramnolipidos, tanto mono-RLs como di-RLs (Fig. 19), lo
que concuerda con hallazgos previos sobre los tipos predominantes de RLs
producidos por P. aeruginosa [179]. Estos resultados indican que tanto las cepas
marinas como las clinicas poseen la capacidad de producir ambos tipos de

ramnolipidos.
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Figura. 19. Produccién de ramnolipidos por cepas marinas y clinicas de P. aeruginosa. Se
empled la cromatografia en capa fina (TLC) para analizar la produccién de RLs en el sobrenadante
de cultivos de los aislados marinos y clinicos de P. aeruginosa. Las placas de TLC muestran la
produccion de RLs en los cepas. Como control, se utilizé una mezcla de mono-RL y Di-RL (RLS), o
s6lo Di-RL (Di-RL). El panel A representa los RLs producidos por los aislados marinos de P.
aeruginosa, mientras que el panel B muestra los RLs producidos por las cepas clinicas de P.
aeruginosa.

En conjunto, nuestros resultados muestran variabilidad de fenotipos entre las cepas

de P. aeruginosa analizadas, pero en general indican que las cepas marinas son
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capaces de mostrar fenotipos o expresar factores relacionados a virulencia de una

manera similar o incluso a un nivel mayor que los aislados clinicos.

5.13. Las cepas marinas presentan mayor susceptibilidad a
antibioticos que las cepas clinicas de P. aeruginosa.

La RA se ha observado principalmente en bacterias presentes en entornos clinicos,
pero también se ha detectado en bacterias ambientales [17]. Para saber si los
aislados marinos de P. aeruginosa exhiben RA, se determinaron perfiles de
resistencia a distintos antibiéticos en estas cepas y se hizo una comparacion con
los perfiles de RA de los aislados clinicos en estudio. Se seleccionaron los
antibidticos: ceftazidima, piperacilina, meropenem, imipenem, norfloxacino,
ciprofloxacino, gentamicina y amikacina, ya que estos son farmacos utilizados para
el tratamiento de infecciones provocadas por P. aeruginosa [132,180]. Los
resultados obtenidos indican que los aislados marinos presentan en general una
mayor susceptibilidad a los antibiéticos probados en comparacion con los aislados
clinicos, los cuales mostraron resistencia o resistencia intermedia a la mayoria de
los antibidticos seleccionados (Fig. 20). Sin embargo, de manera interesante, 3
cepas marinas mostraron resistencia a algunos antibidticos (piperacilina,
meropenem e imipenem). Por otro lado, las fluoroquinolonas inhibieron el
crecimiento de todas las cepas marinas y fueron los antibiéticos que mostraron la
mayor inhibicién en las cepas clinicas, esto es relevante ya que son medicamentos
de primera eleccion en el tratamiento de infecciones ocasionadas por P. aeruginosa
[181]. Estos resultados dan mas evidencia del impacto que tiene la exposicién de
antibiéticos en ambientes hospitalarios en la generacion de bacterias resistentes,
pero también muestran que en sitios sin exposicion directa a antibiéticos, como el
ambiente marino, también puede haber bacterias resistentes. Esto ultimo podria ser
debido a la exposicién a compuestos que generan resistencia cruzada a antibioticos

0 podria ser ocasionada por la contaminacion bacteriana por actividades humanas.
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Figura. 20. Susceptibilidad a antibidticos de cepas marinas y clinicas de P. aeruginosa. Se
muestra un mapa de calor que indica la susceptibilidad a los antibiéticos seleccionados. Los colores
rojo, amarillo y verde indican resistencia, resistencia intermedia y susceptibilidad, respectivamente.
La clasificacion de las cepas se realizé estableciendo la susceptibilidad a antibiéticos mediante la
determinacion de la concentracién minima inhibitoria, segun lo establecido por el CLSI. Los ensayos
se realizaron por triplicado. CAZ: ceftazidima, PIP: piperacilina, MER: meropenem, IPM: imipenem,
NOR, norfloxacino, CIP: ciprofloxacino, GEN: gentamicina, AMK: amikacina.

5.14. Andlisis del impacto antropogénico sobre las cepas marinas y
clinicas de P. aeruginosa.

El impacto de la actividad humana en el ambiente se relaciona con la presencia de
contaminantes, incluyendo los antibiéticos. Los integrones de clase 1 han sido
utilizados como indicadores de este impacto en bacterias, ya que son una
importante plataforma para el reclutamiento y movilizacién de genes de resistencia
a antibidticos u otros compuestos antibacterianos; la abundancia de estos
integrones puede cambiar rapidamente en respuesta a la presion de seleccion
ejercida por estos compuestos y se pueden encontrar tanto en bacterias patégenas
como no patégenas [182,183]. Para analizar el impacto antropogénico en las cepas
marinas y clinicas de P. aeruginosa, nosotros detectamos por PCR el gen intll que
codifica la integrasa del integron clase 1 [155]. Los resultados revelaron la presencia
del gen intl1 en 1 de las 7 cepas marinas y en 6 de las 7 cepas clinicas (Fig. 21).
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Como podria ser esperado, estos resultados indican un mayor impacto
antropogénico en los aislados clinicos que en las cepas marinas. De manera
interesante, la cepa marina en la que se detectd intll fue la que mostro resistencia
a 3 diferentes antibidticos (LP35), asimismo, la cepa clinica en la que no se detectd
intl1 fue la que mostr6 mayor susceptibilidad a antibiéticos (P1165).
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Figura. 21. Deteccién del gen intl en las cepas marinas y clinicas de P. aeruginosa. Se realizd
la amplificacion mediante PCR del gen intl (A) o del gen rRNA 16S (utilizado como control) (B) en
las cepas marinas y clinicas de P. aeruginosa. Las bandas corresponden a los productos de PCR
visualizados mediante electroforesis en agarosa al 0.8%. Las reacciones de PCR se realizaron por
triplicado. Para las reacciones de PCR se utiliz6 DNA genémico que fue obtenido de manera
independiente para cada una de las determinaciones.
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6. DISCUSION

Los microorganismos marinos han sido poco explorados como fuente de moléculas
con actividad biolédgica, los cuales producen una amplia gama de compuestos

altamente complejos incluidos antibiéticos y otras moléculas antimicrobianas.

En nuestro estudio, de un analisis de 82 cepas aisladas de agua del GoM,
identificamos una cepa, Pseudomonas sp. GOM7, que muestra actividad
antibacteriana especialmente contra S. aureus resistente a antibidticos.
Interesantemente, la secuenciacion y analisis del genoma de Pseudomonas sp.
GOM?7 reveld que esta bacteria es una nueva especie del género Pseudomonas.
Nuestros resultados indican que la especie bacteriana mas cercana a
Pseudomonas sp. GOM7 es P. guguanensis JCM 18416, la cual fue aislada de una
muestra de agua termal en Taiwan [184]. Cuatro de las 25 especies de bacterias
mas cercanas a Pseudomonas sp. GOM7 fueron aislados de fuentes marinas,
incluyendo P. alcaliphila JCM 10630, aislada a partir de agua de mar [185], asi como
P. chengduensis 402, Pseudomonas sp. 82y Pseudomonas sp. 80, aisladas a partir
de algas marinas [165]. Asi, el genoma de Pseudomonas sp. GOM7 parece
contener rasgos particulares de especies de Pseudomonas que habitan en medios

acuaticos.

Tanto las colonias como el sobrenadante de cultivo de Pseudomonas sp. GOM7
tuvieron actividad contra todas las cepas resistentes a antibiéticos de S. aureus
probadas; las colonias, pero no el sobrenadante de cultivo también tuvieron
actividad contra E. coli, S. Typhimurium y B. subtilis. Nuestros resultados indican
gue Pseudomonas sp. GOM7 tiene mayor actividad antibacteriana contra bacterias
Gram-positivas. Es probable que esta diferencia en la susceptibilidad esté
relacionada con la membrana externa en las bacterias Gram-negativas, la cual
proteje de la actividad de Pseudomonas sp. GOM7 [186]. Notablemente,
Pseudomonas sp. GOM7 inhibi6é el crecimiento y presentd actividad bactericida
contra S. aureus resistente a meticilina, que es uno de los patégenos prioritarios
establecidos por la OMS para los cuales es urgente el desarrollo de nuevos

antibioéticos.
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El o los compuestos anti-S. aureus producidos por Pseudomonas sp. GOM7 se
extrajeron del sobrenadante de cultivo utilizando acetato de etilo, el cual es un
solvente medianamente polar. El analisis mediante TLC del extracto de acetato de
etilo mostro la presencia de 5 diferentes compuestos con naturaleza polar. Varios
estudios han demostrado la eficacia del acetato de etilo en la extraccion de
compuestos antibacterianos a partir de cultivos de diferentes bacterias, incluyendo
cepas marinas [187,188]. Diferentes tipos de compuestos como péptidos, acidos
grasos, ésteres, esteroles, alquenos y terpenos se pueden extraer con acetato de
etilo [189,190]. Metabolitos con actividad anti-MRSA, como quinolonas, glucésidos,
alcaloides y &cidos grasos, han sido identificados mediante extracciones con
acetato de etilo a partir de cultivos de bacterias [191,192]. Asi, la actividad
antibacteriana mostrada por Pseudomonas sp. GOM7 puede estar relacionada a los

compuestos mencionados.

El analisis del genoma de Pseudomonas sp. GOM7 revel6 seis BGCs que codifican
probables metabolitos secundarios relacionados con actividad antimicrobiana, dos
parecen ser unicos (no se identificaron ortélogos segun antiSMASH) y cuatro
presentan similitud con BGCs previamente reportados y caracterizados (Fig. 11).
Los dos BGCs unicos de Pseudomonas sp. GOM7 codifican RiPPs, que son
péptidos abundantes en el microbioma humano y a los que se les reconoce actividad
antibiotica [193]. Recientemente se encontré un BGC tipo RiPP que esta implicado
en la actividad antibacteriana de Pseudomonas sp. RGM2144 contra el patégeno
de peces Flavobacterium psychrophylum [194]. Otros dos de los BGC de
Pseudomonas sp. GOM7 codifican para B-lactonas, compuestos que se han
relacionado con una amplia gama de actividades biolégicas, incluyendo actividades
antibacterianas, antifingicas y antivirales [195]. Pseudomonas sp. y P. fluorescens
ATCC 39502 producen las B-lactonas EM5395 y obafluorina (BGC0001437),
respectivamente, que tienen actividad contra bacterias Gram-negativas y Gram-
positivas [196,197]. Las otras dos BGCs predichas de Pseudomonas sp. GOM7
contienen NRPs. Los NRPs son metabolitos peptidicos secundarios que se
encuentran en bacterias, cianobacterias y hongos, ademas, se han reportado NRPs

antimicrobianos producidos por bacterias marinas [198]. Uno de esos NRP de
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Pseudomonas sp. GOM7 es similar a un NRP putativo de Pseudomonas sp. 8Z
[165]. El otro NRP predicho mostro la mayor similitud con un NRP de la bacteria del
suelo P. fluorescens In5, la cual sintetiza nunapeptina y nunamicina, dos péptidos
con actividad antibacteriana contra el fitopatdgeno Rhizoctonia solani [168]. Es
importante sefalar que la mayoria de los BGCs predichos de Pseudomonas sp.
GOM?7 codifican péptidos, que son moléculas que pueden extraerse con el
disolvente acetato de etilo [190]. Por lo tanto, es tentador especular que la actividad
antibacteriana de Pseudomonas sp. GOM7 se debe a uno o mas péptidos.

El género Pseudomonas es ubicuo y produce una variedad de moléculas con
distintas actividades biologicas, que incluyen compuestos antimicrobianos,
sideroforos, enzimas liticas, fenazinas, péptidos, glicolipidos e hidrocarburos
alifaticos [87,199]. Estudios anteriores han reportado otras especies marinas de
Pseudomonas con actividad antibacteriana contra S. aureus. Por ejemplo, la cepa
de Pseudomonas sp. UJ-6 produce el metabolito secundario 1-acetil-beta-corbolina
con actividad antibacteriana contra MRSA [76]. Otro metabolito llamado 2,4-
diacetilfloroglucinol (DAPG), un policétido fendlico, producido por Pseudomonas sp.
AMSN mostré actividad anti-MRSA [200]. Asimismo, los compuestos andrimida y
moiramida A-C de P. flourescens mostraron actividad antibacteriana contra S.
aureus MRSA [201]. Por otro lado, la cepa marina de P. alcaliphila JCM 10630
produce toxoflavina que tiene propiedades antibidticas contra Legionella
pneumophila y su huésped, la ameba Vermamoeba vermiformis [202]; sin embargo,
los genes para la produccién de toxoflavina no se encontraron en el genoma de
Pseudomonas sp. GOMY7. Por otra parte, el genoma de Pseudomonas sp. GOM7
tampoco presenta los genes flc que producen fluopsina C, relacionada con la
actividad antibacteriana de P. aeruginosa contra S. aureus [203]. Ademas, el
genoma de Pseudomonas sp. GOM7 presenta sélo algunos de los genes phz
implicados en la sintesis de piocianina, un derivado de las fenazinas que muestra
actividad antibacteriana contra B. subtilis, S. aureus, S. epidermidis, M. luteus, P.

teessidea, y P. clemancea [204].
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En favor de continuar con su analisis como fuente de probables nuevos compuestos
antibacterianos, nuestros resultados apoyan que Pseudomonas sp. GOM7 presenta
nula virulencia comparada con P. aeruginosa, la especie de Pseudomonas de mayor

relevancia clinica.

Ademas de Pseudomonas sp. GOM7, identificamos otras 7 cepas aisladas del GoM
gue muestran actividad antibacteriana contra todas las cepas patégenas probadas.
Estas 7 cepas fueron identificadas como P. aeruginosa mediante el andlisis de la
secuencia del gen rRNA 16S. Varios estudios han reportado que P. aeruginosa
produce piocianina, un pigmento que tiene actividad antibacteriana de amplio
espectro [205]. Por lo tanto, en nuestro estudio no ahondamos mas sobre la
actividad antibacteriana de las cepas de P. aeruginosa aisladas del GoM. Sin
embargo, considerando que P. aeruginosa es un patégeno oportunista y que es
importante analizar el riesgo para la salud que podria representar la presencia de
este tipo de patdgenos en el ambiente, decidimos analizar las propiedades de
virulencia y de resistencia a antibiéticos de las cepas de P. aeruginosa del GoM. A
este respecto, encontramos que las cepas de P. aeruginosa del GoM presentaron
una virulencia similar a cepas clinicas de P. aeruginosa, en el modelo de larvas de
G. mellonella. Diversos estudios han utilizado a G. mellonella para el analisis de
virulencia bacteriana [206]; en el caso de cepas de P. aeruginosa se ha determinado
que entre 10 a 100 bacterias generan la muerte de G. mellonella en
aproximadamente 24 h después de la infeccion [207]. Nuestros resultados muestran
que con dosis infectivas similares tanto las cepas marinas como los aislados clinicos
de P. aeruginosa son capaces de provocar la muerte de larvas de G. mellonella.
Previos estudios han mostrado que cepas ambientales de P. aeruginosa presentan
virulencia en el modelo de G. mellonella [208,209]. Asimismo, nuestros resultados
mostraron que las cepas marinas y las cepas clinicas de P. aeruginosa que
evaluamos forman biopelicula, en ambos casos se presentd variacién entre las
cepas en los niveles de biopelicula formada. Laformacion de biopelicula representa
un mecanismo de resistencia a las condiciones ambientales adversas, incluyendo
la presencia de antibioticos, y es un importante factor de virulencia, lo cual facilita la

colonizacion de tejidos y de superficies abidticas, como dispositivos médicos
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[210,211]. Se ha reportado que en el ambiente, incluido el marino, la biopelicula es
la principal forma de vida de las bacterias, la cual permite la formacion de complejas
asociaciones microbianas [212,213]. Diversos estudios han reportado cepas
marinas de P. aeruginosa capaces de formar biopelicula [214,215]. Ademas,
nuestros resultados indican que las cepas marinas y las cepas clinicas de P.
aeruginosa evaluadas expresan factores involucrados en la virulencia de esta
bacteria (expresion del SST3, produccién de las toxinas ExoS y ExoU, piocianina,
elastasa y RLs). La produccion de factores como la piocianina y la elastasa fue

incluso mayor en las cepas marinas que en las clinicas.

La mayoria de las cepas marinas (6 de 7) secretaron la toxina ExoS, solo la cepa
LP35 secreto la toxina ExoU, en el caso de las cepas clinicas 4 secretaron ExoS 'y
3 secretaron ExoU. Se ha reportado que ExoS es mas prevalente en aislados
ambientales y que ExoU es mas comun en aislados clinicos de P. aeruginosa [97].
La secrecién de toxinas como ExoS, ExoT, ExoU y ExoY, mediante el SST3, se ha
asociado con una mayor virulencia en P. aeruginosa [216]. Ademas, la presencia de
ExoU esta significativamente ligada con la resistencia a mdultiples antibiéticos
[217,218]. Los resultados de secrecion de las toxinas ExoS y ExoU indican ademas
qgue las cepas marinas y clinicas de P. aeruginosa analizadas tienen un SST3
funcional. Este sistema de secrecidén se asocia a virulencia; sin embargo, también
puede hallarse en numerosas bacterias no patdégenas. Hu y colaboradores
analizaron alrededor de 20,000 genomas bacterianos e identificaron genes para un
SST3 en 109 géneros, abarcando desde bacterias ambientales no relacionadas con
huéspedes eucariontes hasta bacterias benéficas para las plantas, como rizobios y

algunas especies de Pseudomonas [219].

Estudios previos también han reportado la produccion de piocianina y elastasa en
cepas ambientales de P. aeruginosa [125,220,221]. La piocianina es un pigmento
con propiedades redox-activas, actia como un importante aceptor de electrones,
ademas de su papel en virulencia, tiene funciones ecoldgicas relacionadas con
sefalizacion [222]. La elastasa B es la proteasa mas abundante en el secretoma de

P. aeruginosa y su funcion ecoldgica estéa relacionada con la obtencion de nutrientes
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mediante la degradacion de proteinas [223]. Por otro lado, también se ha reportado
la produccion de RLs en cepas marinas de P. aeruginosa [224-226]. Los RLs
desempefian un papel crucial en la formacion y maduracion de biopeliculas, asi
como en la motilidad, dispersién y propagacion de las bacterias embebidas en la
biopelicula [227].

En conjunto, nuestros resultados muestran que las cepas de P. aeruginosa aisladas
del GoM poseen propiedades de virulencia similares a las de los aislados clinicos
de esta bacteria, lo cual sugiere que factores asociados a virulencia en P.
aeruginosa cumplen una funcion ecoldgica, permitiendo a la bacteria prosperar en
diversos entornos [228]. Nuestros hallazgos concuerdan con estudios previos que
indican que todas las cepas de P. aeruginosa podrian ser potencialmente
patdgenas, independientemente de sus nichos ecoldgicos, incluido el ambiente

marino.

Ademas de las propiedades de virulencia, también comparamos la susceptibilidad
a antibidticos entre las cepas marinas y clinicas de P. aeruginosa en estudio.
Nuestros resultados muestran que las cepas marinas son mas susceptibles a
antibidticos que los aislados clinicos de esta bacteria. Esto coincide con
investigaciones previas, las cuales indican una mayor proporcion de susceptibilidad
en cepas ambientales comparadas con aislados clinicos de P. aeruginosa
[229,230]. Interesantemente, algunas cepas marinas mostraron resistencia a
carbapenémicos, como meropenem e imipenem. Esto podria explicarse, al menos
en parte, a la existencia de mecanismos de resistencia no especificos, como las
bombas de eflujo [231]. Algunos estudios sugieren que el aumento de la actividad
del sistema de eflujo contribuye a la resistencia a antibiéticos de cepas ambientales
de P. aeruginosa, incluidas las procedentes de entornos acuaticos. [232,233].
Adicionalmente, estudios anteriores han revelado la presencia de determinantes
genéticos de resistencia a antibidticos en bacterias que habitan entornos naturales

pristinos, como cuevas, aguas profundas y el subsuelo [10,234,235].

La aparicion de RA se asocia principalmente con la exposicidbn a antibiéticos

resultante de las actividades humanas. Los integrones de clase 1 estan implicados
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en la adquisicion y propagacion de genes de resistencia a los antibiéticos y se
utilizan como marcadores de este impacto antropogénico [182,236]. Se sabe que
los integrones desempefan un papel importante en la generacion de diversidad
fenotipica y la respuesta adaptativa, ademas del desarrollo de la resistencia a los
antibioticos y movilizacién de genes [237]. La fuerte presion selectiva ejercida por el
uso humano de antibiéticos favorece la rapida aparicion, fijacion y propagacion de
estos integrones clase 1 en las poblaciones bacterianas. Numerosos estudios
demuestran que la abundancia de la integrasa de clase 1 ( gen intl1) coincide con
los niveles de impacto antropogénico y los niveles de contaminacion en diferentes
entornos [238,239]. Asi, nosotros evaluamos la presencia de integrones de clase 1
en los genomas de las cepas de P. aeruginosa en estudio, para comparar el impacto
antropogénico entre las cepas marinas y clinicas. Como podria ser esperado, estos
integrones clase 1 se detectaron en casi todas las cepas clinicas (en 6 de las 7
cepas) y en solo una de las 7 cepas marinas, lo que indica una influencia
antropogénica mas marcada en los aislados clinicos en comparacién con los
marinos. Interesantemente, la cepa marina (LP35) que exhibe una menor
susceptibilidad a los antibiodticos es precisamente la que posee el integrén clase 1.
Esta correlacion podria indicar que su origen se encuentra en un habitat con una
mayor exposicién antropogénica o0 mas contaminada. Es importante destacar que
los ambientes acuéticos son reconocidos como uno de los reservorios y rutas de
diseminacién de resistencia a antibidticos mas importantes a nivel global [240].
Varios estudios han documentado la presencia de integrones clase 1 en cepas de
P. aeruginosa resistentes a antibidticos procedentes de diversos ambientes,
incluyendo entornos acuaticos [241,242]. En contraste, el aislado clinico que carece
del integron clase 1 podria tener un origen ligado a un ambiente con una menor
influencia antropogénica, lo que se refleja también en su mayor susceptibilidad a los
antibioticos. Importante destacar que investigaciones previas han arrojado
resultados similares a los nuestros al identificar la presencia de integrones clase 1

en aislados tanto ambientales como clinicos de P. aeruginosa [243].

En conjunto, nuestros resultados resaltan el potencial del ambiente marino del GoM

como una fuente de blsqueda de nuevos antibiéticos para combatir la problemética
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de la RA. Asimismo, muestran que las cepas de P. aeruginosa obtenidas de este
ambiente poseen propiedades de virulencia similares a las de cepas clinicas de esta
bacteria y expresan factores que se han asociado a la virulencia de cepas clinicas
Ademas, nuestros resultados indican que las cepas del GoM que analizamos
presentan una mayor susceptibilidad a los antibiéticos en comparacion con las
cepas clinicas, lo que indica una menor presion selectiva en el entorno marino. En
apoyo a esto, nuestro analisis revel6 un menor impacto antropogénico en las cepas

marinas comparadas con las clinicas.
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. CONCLUSIONES

8 de 82 cepas bacterianas del GoM analizadas presentaron actividad

antibacteriana extracelular.

Se identific6 una nueva especie de Pseudomonas con actividad
antibacteriana, principalmente contra cepas de S. aureus resistentes a

antibioticos, la cual no es virulenta en el modelo de G. mellonella.

En el genoma de Pseudomonas sp. GOM7 se predijeron seis potenciales
BGCs relacionados a la produccion de compuestos antimicrobianos con la
herramienta antiSMASH.

La actividad anti-S. aureus producida por Pseudomonas sp. GOM7 esta
relacionada con un compuesto de polaridad media y soluble en acetato de
etilo.

Cepas de P. aeruginosa del GoM presentan propiedades de virulencia

similares a aislados clinicos de la misma especie.

La susceptibilidad a antibiéticos es mayor en cepas de P. aeruginosa
provenientes del GoM que en aislados clinicos de la misma especie. Esto
parece estar relacionado a un mayor impacto antropogénico en los aislados
clinicos que en las cepas marinas, lo cual se determiné por la presencia de

integrones de clase 1.
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8. PERSPECTIVAS

Identificar él o los compuestos con actividad antibacteriana producidos por

Pseudomonas sp. GOM7 y analizar su aplicacibn como antibacteriano.

Mutar los genes de biosintesis de piocianina de las cepas LP35 y LP36 para
evaluar si hay otros compuestos producidos por estas cepas que tengan

actividad antibacteriana.

Analizar los determinantes genéticos de resistencia a antibioticos en las

bacterias del GoM que presentan RA.
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Abstract

Antimicrobial resistance (AMR) represents a serious threat to global health. The develop-
ment of new drugs to combat infections caused by bacteria resistant to multiple or even all
available antibiotics is urgent. Most antibiotics used up to date have been identified from soil
microorganisms. The marine environment represents an alternative source with great
potential for the identification of microorganisms that produce bioactive molecules, including
antibiotics. In this study, we analyzed the antibacterial activity of a collection of 82 bacterial
strains isolated from marine water and sediment samples collected from the Southwestern
Gulf of Mexico. Eight of the marine isolates inhibited the growth of different pathogenic bac-
teria, seven of which were identified as presumptive Pseudomonas aeruginosa. Interest-
ingly, genome sequencing and phylogenetic analysis revealed that the remaining marine
isolate showing antibacterial activity is a novel Pseudomonas species that we denominated
Pseudomonas sp. GOM7, which was not pathogenic in the Galleria mellonella infection
model in the conditions tested. Notably, Pseudomonas sp. GOM?7 inhibited the growth of
multidrug and methicillin-resistant strains of the priority pathogen Staphylococcus aureus.
Our results show that the anti-S. aureus compound(s) produced by Pseudomonas sp.
GOM?7 can be extracted from the culture supernatant of this bacterium with the organic sol-
vent ethyl acetate. Annotation of the Pseudomonas sp. GOM7 genome revealed the pres-
ence of several biosynthetic gene clusters predicted to code for possible antimicrobial
compounds. Our results further highlight the potential of bacteria from the Gulf of Mexico as
a source of novel antimicrobials.
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Introduction

Currently, antimicrobial resistance (AMR) represents a serious threat to global health. The
presence of bacteria resistant to several or even all commercial antibiotics makes treating infec-
tious diseases very challenging and increases mortality and hospitalization expenses [1]. The
crisis by AMR has been attributed to numerous factors, including the widespread use of antibi-
otics in humans, farm animals, and agriculture, as well as incorrect antibiotic prescription
practices and a decline in the discovery of novel drugs [2]. Additionally, an increase in the pro-
liferation of antibiotic-resistant bacteria is anticipated as a result of the high consumption of
antibiotics, disinfectants, and biocide agents during the COVID-19 pandemic [3, 4]. In 2017,
the World Health Organization (WHO) published a list of 12 bacteria denominated as priority
pathogens, which present resistance to the antibiotics commonly used to combat their infec-
tions; thus, it is urgent to develop new drugs against these pathogenic bacteria. One of these
priority pathogens is the methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA), which also pres-
ents resistance to multiple other antibiotics [5]. MRSA is a prevalent cause of hospital-acquired
infections, including pneumonia, bacteremia, and skin infections, and it is associated with
high morbidity and mortality [6]. For instance, Centers for Disease Control and Prevention
(CDC) assessments estimated 119 000 infections and 20 000 deaths from invasive MRSA infec-
tions in 2017 in the US. The burden of MRSA has increased over the years, resulting in a sub-
stantial healthcare cost estimated at US$ 450 million in the last decade. Furthermore, S. aureus
is the most common cause of coinfection in patients with COVID-19, and MRSA ratios have
increased during the pandemic (7, 8].

Most antibiotics are produced by microorganisms; approximately 80 antibacterial drugs
that were licensed between 1981 and 2014 are either natural compounds or directly derived
from primary or secondary metabolites produced by microorganisms [9, 10]. Soil microbes
have been the main source of antibiotics; however, further attempts to identify new antibiotics
from this source have largely rediscovered known compounds [11]. Searching for new antibac-
terial compounds is now being directed to microorganisms present in poorly explored sources,
such as animals, plants, caves, and bodies of water [12]. In particular, the oceans, covering over
70% of the Earth’s surface and containing a high diversity of microorganisms, represent a
promising source of bioactive compounds. Marine bacteria are exposed to variations in envi-
ronmental conditions, such as temperature, pressure, light, and salinity, which favor the pro-
duction of unique compounds [13]. Molecules produced by marine bacteria include alkaloids,
steroids, terpenoids, peptides, and polyketides [14]. The Gulf of Mexico (GoM) is the ninth
largest body of water in the world, bordered by the USA on the northern and eastern sides, by
Mexico on the western and southern sides, and by Cuba on the southeast side; it covers a sur-
face area of more than 1.5 million km? Recent studies have shown the diversity of bacterial
communities from the GoM and their role in different biogeochemical cycles [15]. A bacterial
genus found abundantly in the GoM is Pseudomonas [16]. Pseudomonas species are present in
different environments such as water, soil, animals, and plants [17]. Furthermore, Pseudomo-
nas species show a high genomic plasticity that results in extraordinary metabolic versatility,
producing a plethora of bioactive secondary metabolites, including phenazine derivatives like
pyocyanin [18, 19].

In this study, we explored a collection of marine bacterial isolates as a source of possible
new antibiotics. We identified a novel species of Pseudomonas, Pseudomonas sp. GOM7,
which shows growth inhibitory activity against multidrug resistant (MDR) S. aureus strains,
including the priority pathogen MRSA.
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Materials and methods
Bacterial strains and growth conditions

The eighty-two marine bacteria tested were previously isolated from sediments and seawater
samples from the GoM [20]. Pseudomonas sp. GOM7 was obtained from a seawater sample
collected at a depth of 55 m (25" 38.199' N; 95°1.283' W) [15, 20]. The nonmarine bacterial
strains used in this study are described in S1 Table. S. aureus isolates were obtained from
healthy young adults (18-21 years old) in the period from 2019 to 2021. Samples were taken
from nasal or pharyngeal exudates and phenotypically identified using an API®R Staph system
(BioMérieux, Marcy I'Etoile, France). Reference strains tested in this study were obtained from
the American Type Culture Collection (ATCC; Manassas, VA). All bacterial strains were culti-
vated in lysogeny broth (LB) or Mueller-Hinton (M-H) broth at 37°C or 30°C.

Ethics statement

Sampling protocol for S. aureus isolation was approved by the Ethics Committee of the Biolog-
ical Sciences and Health Division of the UAM-Xochimilco (Document: DCBS.CD.056.18). All
participants provided their written informed consent to participate as volunteers. No incen-
tives were offered.

Antibiotic susceptibility

The antibiotic susceptibility of S. aureus isolates was determined by the Kirby-Bauer disk diffu-
sion method according to CLSI recommendations [21]. The antibiotics tested were ciprofloxa-
cin (CIP), fosfomycin (FOS), trimethoprim/sulfamethoxazole (TRS), penicillin (P),
vancomycin (VAN), tetracycline (TET), erythromycin (ERY), clindamycin (CLI), gentamicin
(GEN), and cefalotin (CEF). Methicillin resistance was evaluated by obtaining the minimal
inhibitory concentration (MIC) for oxacillin (OXA) using the previously described microdilu-
tion assay [22]. Antibiotics were purchased from Sigma-Aldrich. The antibiotic susceptibility
profiles found for the S. aureus isolates are indicated in S2 Table.

Organic extraction of the culture supernatant

Organic crude extracts from the supernatant of bacterial cultures were obtained by extraction
with solvents of different polarities (#-hexane, chloroform, and ethyl acetate). Culture super-
natants were obtained by growing Pseudomonas sp. GOM?7 or E. coli DH10B in 200 ml of
diluted (1:4) LB for 48 h at 30°C with aeration. Cells were removed by centrifugation at 8,586 g
for 30 min at 4°C. Then, 100 ml of the supernatant was extracted with the respective solvent in
a 5:1 ratio. The mixture (supernatant and solvent) was shaken vigorously for 10 min and
allowed to stand for 5-10 min. The organic layer was collected, and the extraction was repeated
two more times with the addition of fresh solvent. The organic phase was dried at room tem-
perature in a fume hood and the powder obtained was stored until use. The organic extracts
were solubilized in a sterile 10% dimethyl sulfoxide (DMSO) solution to a final concentration
of 0.6 gml™".

Antibacterial activity assays

The growth inhibitory effect on bacteria was assessed by the colony method. Indicator strains
(assessed for growth inhibition) were grown in LB at 37°C up to an optical density at 600 nm

of 0.6 (= 1 x 10* CFU ml™"). LB agar plates were inoculated with 5 ml of each indicator strain

culture. After 5 min, the cultures were removed and the plates were dried under sterile condi-
tions. Producer bacteria (assessed for production of antibacterial activity) were grown
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overnight in LB at 37°C. Then, 3 ml of these cultures were concentrated by centrifugation and
resuspended in 50 pl of sterile LB. A 10 pl drop of the producer bacteria suspensions was
placed at equidistant points in the previously inoculated LB agar plates. The plates were incu-
bated for 24 h at 37°C. The E. coli DH10 strain was tested as a negative control of producer
bacteria.

Antibacterial activity of bacterial culture supernatants was assessed as follows. Culture
supernatants from Pseudomonas sp. GOM7 or E. coli DH10B were obtained as described
above; then, the supernatant was lyophilized in a Labconco™ FreeZone™ 2.5 Benchtop Freeze
Dry System. The obtained powder was rehydrated with 5 ml of sterile Milli-Q water; it was
thus concentrated 40 times. The antibacterial activity of the supernatants was determined by
an agar-well assay [23] on M-H agar plates, which were inoculated with indicator bacteria as
described before. The top part of a 1 ml sterile micropipette tip was used to create wells in the
inoculated agar plates. Then, 100 ul of the resuspended lyophilized supernatant was loaded in
each well, and the plates were incubated for 24 h at 30°C. The presence of an inhibition halo
was considered positive for antibacterial activity in these assays.

Bacterial viability in organic extracts was assessed by following previously described meth-
ods to evaluate antibacterial activity of conditioned media, with some modifications [24, 25].
S. aureus ATCC 43300 was grown in LB up to an optical density at 600 nm of 0.6 (= 1 x 10°®
CFU ml™); then, 10 pl of this culture were inoculated into 1 ml of the solubilized organic
extract and the samples were incubated at 37°C for 5 h. Colony forming units (CFUs) were
quantified at 0, 30, 60, 120, 180, and 300 min post-inoculation by plating on LB agar plates.
Organic extracts from E. coli DH10p strain and growth in LB medium were used as negative
control in these assays.

Biofilm formation

Biofilm formation was evaluated by the crystal violet assay in 96-well polystyrene microtiter
plates (Costar®, Corning Incorporated) as previously described [26]. Bacterial strains were
grown in LB for 24 h at 37°C. Absorbance lectures at 570 nm were determined in a microtiter
plate reader (BioTek™ Epoch2™, San Diego, CA, USA).

Pyocyanin production

Observation of pyocyanin production was performed by growing the bacterial strains on cetri-
mide agar; bacteria that form green or blue colonies are considered to produce pyocyanin.
Quantification of pyocyanin from the supernatant of bacterial cultures grown in LB was deter-
mined as previously reported [27]. Concentration was calculated by multiplying absorbance
with the specific molar extinction coefficient of the pyocyanin.

Protease assay

Protease activity was detected as clearing zones on skim-milk agar plates [28].

Pathogenicity assays

Pathogenicity was analyzed using the Galleria mellonella (wax moth) infection model as
described previously [29]. Groups of ten G. mellonella larvae were inoculated through the
lower left proleg with 10 pl of a bacterial suspension in 1X PBS containing 0.5x10*-1x10° CFU
ml™, using an insulin syringe. Infected larvae were incubated at 30°C without food and
inspected at 4, 7, 20, 25, 31, 44, 68, 98, and 116 h post-injection to record mortality.
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Purification and sequencing of DNA

Genomic DNA was purified using the Quick-gDNA miniprep kit from Zymo Research
(Irvine, CA, United States) according to the manufacturer’s instructions from overnight bacte-
rial cultures in LB at 37°C. For sequencing of the 16S rRNA gene, PCRs were performed using
the purified genomic DNA, the universal primers fD1 and rP2 [30], and the GoTaq Flexi DNA
polymerase (Promega). Amplification products were purified with the DNA Clean & Concen-
trator kit from Zymo Research (Irvine, CA, United States) and subsequently sequenced using
the Sanger method at the DNA Synthesis and Sequencing Unit at the Institute of Biotechnol-
ogy (IBt) / UNAM. Sequences were cleaned using Chromas v.2.6.6 (http://technelysium.com.
au/wp/chromas/), assembled by CAP in BioEdit v7.1 [31], and annotated based on a BLASTN
search of the NCBI database 16S ribosomal RNA sequences for Bacteria and Archaea [32]. For
sequencing the Pseudomonas GOM7 genome, a combination of the platforms Illumina MiSeq
(Mlumina Inc., San Diego, CA, USA) and Oxford Nanopore Technologies MinION were used
at the Massive Sequencing Unit of the IBt/ UNAM. Illumina sequencing was performed using
the Nextera library kit (TIllumina, Inc.), and DNA was cut to generate fragments of an average
size of 500 bp. A 600-cycle sequencing kit was used to obtain 556,352 paired-end reads with a
length of 300 bp. The read quality was examined using FastQC v0.11.9 [33] and raw sequences
were filtered with a quality >Q20 using Trimmomatic v0.39 [34]. For Nanopore sequencing,
libraries were prepared with the SQK-LSK109 kit and multiplexed using the EXP-NBD104
barcoding kit. The libraries were loaded into the R9.4.1 flow cell. Reads were base called and
demultiplexed using Guppy v4.4.1 [35], adapters were trimmed, and barcode separation was
performed by Porechop v0.2.4 (https://github.com/rrwick/Porechop). The read quality was
examined with NanoPlot v1.30.1 [36].

Genome assembly and annotation

Genome de novo assembly was performed with Unicycler assembler v0.4.8 [37] using the
default parameters. The quality analysis of the assembly was performed with QUAST v4.0 [38]
and the completeness and contamination were evaluated with CheckM v1.1.3 [39]. The com-
plete Pseudomonas sp. GOM7 genome was uploaded to the BV-BRC web server (https://www.
bv-brc.org/) for gene prediction and functional annotation with the RASTtk pipeline [40]. The
genome was also surveyed for secondary metabolite biosynthetic gene clusters using the anti-
SMASH online tool v6.1.1 [41], and comparison between genes was performed with the Clin-
ker program [42].

Taxonomic identification and phylogeny

To identify the closest genomes, the Pseudomonas sp. GOM7 genome was analyzed by
GTDB-Tk v2.0.0 [43] using the GTDB R207 reference database with 317,542 genomes (April
9, 2022) and the de_novo_wf command. The closest GTDBtk genomes were retrieved from
the NCBI database (consulted on March 13, 2023), and different phylogenomic criteria for
delimiting species were calculated: the genome distance estimation (Mash-D < 0.05) by the
Mash program [44], the average nucleotide identity based on MUMmer (ANIm > 95%) by
JSpeciesWS [45], the average amino acid identity (AAI > 96%) values with the CompareM
tool (https://github.com/dparks1134/CompareM), the digital DNA-DNA hybridization
(dDDH > 70%) formula d4 and the G+C content percentage difference (< 1%), both by
TYGS [46]. The outgroup genome was that of the Azotobacter vinelandii strain DSM 279
assembly (GCA_900119555.1), downloaded from the NCBI website (consulted on March 13,
2023).
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Comparative genome and genome synteny analyses

For comparative genomic analysis, the Pseudomonas sp. GOM7 genome and its closest Pseudo-
monas genomes derived from the phylogenomic criteria analysis were tested. The number of
gene families shared by the genomes was obtained using the CMG BioTools software v2.2 [47].
For genome synteny analyses, Sibelia software v3.0.7 [48] was used with a minimum block size
of 20,000 bp, and the alignment of syntenic blocks was visualized in Circos [49].

Statistical analysis

Data are presented as the mean # standard deviation. Statistical analyses were performed using
GraphPad Prism version 8.0.1 software for Windows (GraphPad Software, San Diego, CA,
USA). One-way ANOVA, combined with Dunnett’s multiple comparison test, or the log-rank
test, were used as indicated. P values of <0.05 were considered statistically significant.

Results
Identification of Pseudomonas marine isolates with antibacterial activity

In a previous study we isolated a collection of bacteria from the GoM, which was tested for
hydrocarbon degradation capacity [20]. Here, we analyzed this collection of marine bacteria as
a source of possible antibiotics. A total of 82 bacterial isolates from the GoM were tested for
growth inhibitory activity against the reference strains Acinetobacter baumannii ATCC 17978,
Salmonella enterica serotype Typhimurium (S. Typhimurium) SL1344, S. aureus ATCC 29213,
and Escherichia coli ATCC 25922 by the colony method. 74 isolates, including different genera
such as Staphylococcus, Enterobacter, Pseudomonas, Bacillus, and Chryseobacterium did not
show antibacterial activity. In contrast, seven isolates generated inhibition halos on all tested
bacteria; six of these isolates were identified as P. aeruginosa by sequencing of the 16S rRNA
gene (53 Table), and the other one was previously identified as P. aeruginosa GOM1 by
genome sequencing [20]. Consistently, these seven isolates were shown to produce the phena-
zine pigment pyocyanin (S4 Table), a trait of P. aeruginosa [50]. Because P. aeruginosa strains
are recognized to present antibacterial activity by the production of pyocyanin and bacterio-
cins [51, 52], the referred isolates were not further analyzed. One other marine isolate, GOM?7,
generated inhibition halos mostly on S. aureus strains (Table 1). The best match to the 16S
rRNA gene of the GOM?7 isolate was the P. sihuiensis strain WM-2 (S3 Table). However, the
genomic analysis described below indicated that the GOM?7 isolate is actually a new Pseudomo-
nas species, which we denominated Pseudomonas sp. GOM?7. As expected, the production of
pyocyanin was not detected in Pseudomonas sp. GOM7 (S1 Fig). These results revealed to
Pseudomonas sp. GOM7 as an interesting subject for further analysis.

Pseudomonas sp. GOM?7 shows inhibitory activity against S. aureus strains
resistant to antibiotics

Antibacterial activity of Pseudomonas sp. GOM7 was further analyzed against different bacte-
ria including antibiotic-resistant strains of S. aureus. Of note, both the colonies and the culture
supernatant (concentrated by lyophilization) of Pseudomonas sp. GOM7 generated inhibition
halos on all the antibiotic-resistant strains of S. aureus tested (Table 1). In contrast, only the
colony of Pseudomonas sp. GOM7 generated inhibition halos on Bacillus subtilis 168, S. Typhi-
murium SL1344, and E. coli ATCC 25922, and neither the bacterial colony nor the culture
supernatant generated inhibition halos on E. faecium ATCC 19434, K. quasipneumoniae
ATCC 700603, and A. baumannii ATCC 17978 (Table 1). As expected, neither the bacterial
colony nor the culture supernatant of the E. coli DH10p strain, used as a negative control,
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Table 1. Antibacterial activity spectrum of Pseudomonas sp. GOM7.

Strain tested Pseudomonas sp. GOM7*

Colony Supernatant Ethyl acetate extract
Gram-positive
Staphylococcus aureus ATCC 29213 + + +
S. aureus ATCC 43300 (MRSA) + + +
S. aureus SN2 (MRSA) + + +
S. aureus 4N34 (MRSA) + + +
S. aureus 14F4A (MRSA) + + +
S. aureus 25F4 (MRSA) + + +
S. aureus 15N4 (MRSA) + +
S. aureus IN3 (MRSA) + n.d.
S. aureus 13F3 (MRSA) + nd
S. aureus 21F3 (MRSA) + + +
S. aureus 6N3 (MDR) + 2 i
S. aureus 18F1 (MDR) + + +
S. aureus 24N2 (MDR) + 4 +
S. aureus 25F2 (MDR) + + n.d.
S. aureus 17F3 (MDR) + + +
S. aureus 17N3 (MDR) + 0 +
B. subtilis 168 + n.d.
Enterococcus faecium ATCC 19434 e = nd.
Gram-negative
E. coli ATCC 25922 + - | nd
S. Typhimurium SL1344 + - n.d.
Klebsiella quasipneumoniae ATCC 700603 - - n.d.
A. baumannii ATCC 17978 n.d.

“Antibacterial activity was observed by the formation (+) or not (-) of an inhibition halo on the strain tested; n.d. not determined. The E. coli DH10p strain, used as a

negative control, did not exhibit antibacterial activity neither by colony nor by the supernatant or ethyl acetate extract. LB and M-H agar plates were used to analyze the

effect of the colonies or culture supernatants and ethyl acetate extract respectively, which were incubated for 24 h at 37°C for colony assays or 30°C for supernatant and

ethyl acetate extract analysis. Assays were performed in triplicate.

https:/doi.org/10.1371/journal.pone.0288504.t001

formed inhibition halos on the bacteria tested (Table 1). Representative images for the forma-
tion or not of inhibition halos by the Pseudomonas sp. GOM7 and E. coli DH10p strains are
shown in Fig 1. These results support that Pseudomonas sp. GOM7 produces one or more
compounds with antibacterial activity.

To gain insight on the solubility of the compounds with antibacterial activity produced by
Pseudomonas sp. GOM7, we tested crude extracts from the culture supernatant of this bacte-
rium obtained with different organic solvents: As negative controls, crude extracts from the
culture supernatant of E. coli DH10p obtained with the same solvents were also assessed in
these assays. Only the ethyl acetate extract from Pseudomonas sp. GOM7 formed inhibition
halos on S. aureus, including MRSA strains (Table 1). Additionally, we analyzed the survival of
the S. aureus ATCC 43300 strain (MRSA) when exposed through time to ethyl acetate, n-hex-
ane or chloroform extracts from Pseudomonas sp. GOM7 or E. coli DH10. Notably, the ethyl
acetate extract from Pseudomonas sp. GOM7 reduced ~60% the survival of S. aureus after 5 h
of exposition; in contrast, bacteria replicated in the n-hexane and chloroform extracts
(Fig 2A). As expected, no inhibitory effect was observed with the solvent extracts from E. coli
DHI10B (Fig 2B).
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Colony Supernatant
DH108 GOM7

S. aureus
ATCC 43300

S. aureus
8N2

S.
Typhimurium
SL1344

B. subtilis
168

K.
quasipneumoniae
ATCC 700603

E. faecium
ATCC 19434

Fig 1. Inhibition halos formed by Pseudomonas sp. GOM?7. Colonies or the culture supernatant of Pseudomonas sp.
GOM?7 were tested for formation of inhibition halos on different bacteria. The E. coli DH10 strain was used as a
negative control. Images are representative of the results shown in Table 1.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0288504.9001

Collectively, these results indicate that Pseudomonas sp. GOM?7 secretes one or more com-
pounds that affect the viability of MDR S. aureus and importantly the priority pathogen
MRSA.

Sequencing, assembly, and annotation of the Pseudomonas sp. GOM7
genome

To determine the genetic characteristics of Pseudomonas sp. GOM?7, we sequenced its whole
genome using a hybrid approach with Illumina MiSeq and Nanopore MinION platforms.
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Fig 2. Ethyl acetate crude extract from Pseudomonas sp. GOM7 reduces the survival of MRSA. Approximately 1 x 10° CEUs of S.
aureus ATCC 43300 were inoculated into LB (black) (positive control of viability and growth), or into n-hexane (green), chloroform (blue),
or ethyl acetate (red) extracts obtained from the culture supernatant of Pseudomonas sp. GOM7 (A) or E. coli DH10p (B). At the indicated
times, CFUs were counted on LB agar plates and then bacterial survival percentage values were calculated and graphed. P value was
calculated using One-way ANOV A combined with Dunnett’s multiple comparison test. * P <0.05, ** P <0.01, *** P <0.001. Data are
expressed as the mean + S.D. of three independent experiments.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0288504.9002

Illumina sequencing resulted in 556,352 paired-end reads with a median length of 300 bp and
a median sequence quality (Phred score) of 36. The MinION device generated 39,185 reads
with a mean length of 15,917 nucleotides (nt), a maximum read length of 133,102 nt, an N50
value of 23,048 nt, and a mean read quality of 13. For the assembly, completeness of 100% and
contamination of 0.40% were obtained. The complete circular chromosome contains
5,424,934 bp in 1 contig and has a G+C content of 63.35% (Fig 3). A total of 4,774 coding
sequences were predicted using RASTtk annotation. The genome harbors genes for 64 tRNA
and 12 rRNA, as well as 63 CRISPR repeats. Four copies of the 16S rRNA gene were found,
each with a length of 1,532 bp.

The whole-genome sequence data and raw sequences of the Pseudomonas sp. GOM?7 are
available at NCBI under accession number CP113519, BioProject accession number
PRJNA905872, and Sequence Read Archive (SRA) accession numbers SRX18440904 (Tllumina
raw sequence data) and SRX18440905 (MinION raw sequence data).

Pseudomonas sp. GOM?7 is a new species of Pseudomonas

Whole genome sequence analyses including average nucleotide identity (ANI) and digital
DNA-DNA hybridization (IDDH) have proven to be reliable approaches for phylogenomic
studies and species definition [53, 54]. For the Pseudomonas genus, a multi-locus sequence
analysis (MLSA) based on sequence comparison of the 16S rRNA, gyrB, rpoB, and rpoD genes
has shown results comparable to those from whole genome sequence analyses to determine
phylogenetic relationships [55, 56]. To better identify the species of Pseudomonas sp. GOM?7,
we first performed a GTDB-Tk analysis based on the concatenated alignment of 120 bacterial
genes, including the 16S rRNA, gyrB and rpoB genes, from the Pseudomonas sp. GOM7
genome and all the genomes from the GTDB-Tk database. This analysis revealed 25 Pseudo-
monas species as the closest relatives to Pseudomonas sp. GOM7 (S2 Fig). Then, five phyloge-
nomic criteria were calculated using the genome of Pseudomonas sp. GOM7 as the query, the
genomes of the closest Pseudomonas species as the subject, and the genome of Azotobacter
vinelandii DSM 279 as the outgroup (Table 2). In this analysis, a subject genome should
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meet all the calculated phylogenomic criteria (ADDH >70%, ANI% >96%, AAI >96%, Mash
D <0.05, and G+C content difference <1%) to assign the respective species to the query
genome [44, 46, 57]. However, none of the subject genomes analyzed met these criteria; only a
few genomes yielded a G+C content difference lower than 1% (Table 2). Thus, Pseudomonas
sp. GOM?7 could not be classified as a known Pseudomonas species.

The P. guguanensis JCM 18416 genome exhibited the highest dDDH (31.3%) and ANIm
(88.30%) values (Table 2), indicating that this is the closest species to Pseudomonas sp. GOM7.
The Pseudomonas sp. GOM7 and P. guguanensis JCM 18416 genomes share 3,450 gene fami-
lies of the total 5,564 predicted by CMG BioTools (Fig 4A). CMG BioTools include in a gene
family the genes whose proteins have 50% identity and 50% coverage [47]. The comparison of
multiple alignment blocks (of minimum 10,000 bp length) between the two genomes showed
27 shared syntenic regions covering 29.21% of the Pseudomonas sp. GOM7 genome (Fig 4B).
The synteny regions were distributed in 14 contigs of the P. guguanensis JCM 18416 genome,
with a different order than in the Pseudomonas sp. GOM7 genome. The low genome coverage
and the differences in the distribution of the synteny blocks indicate that the Pseudomonas sp.
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Table 2. Phylogenomic criteria to identify taxonomically the species of Pseudomonas sp. GOM7.

Genome dDDH (d4, %) ANIm (%) AAI (%) Mash D G+C content difference (%)
P. guguanensis JCM 18416 (GCA_900104265.1)" 31.3 88.30 88.19 0.11 0.86
P. composti LY1 (GCA_001567565.1) 332 88.25 88.59 0.12 | 0.36
Pseudomonas sp. P818 (GCA_000418555.1) 30.9 88.17 88.24 0.12 0.07
P. indoloxydans JCM 14246 (GCA_003052605.1)" 30.8 88.00 87.94 | 0.11 | 1.10
P. mendocina EF27 (GCA_008041835.1) 30.8 87.96 87.71 | 0.12 1.56
P. oleovorans subsp. oleovorans (GCA_002197815.1)" 30.7 87.90 88.26 0.11 1.29
P. alcaliphila JAB1 (GCA_001941865.1) 30.6 | 87.97 87.49 | 0.12 | 0.81
P. mendocina PSB00032 (GCA_016008875.1) 30.5 87.87 87.55 | 0.12 0.24
Pseudomonas sp. MY50 (GCA_009932725.1)* 30.4 88.09 87.79 | 0.12 0.53
P. sihuiensis KCTC 32246T (GCA_900106015.1)" 30.3 87.96 87.54 0.11 0.82
P. chengd is DSM 26382 (GCA_900102635.1)" 30.3 87.93 87.95 0.12 1.03
P. chengduensis 402 (GCA_015712065.1) 30.2 87.89 87.65 0.12 | 0.72
P. mendocina NCTC10897 (GCA_900636545.1)" 30.1 87.88 88.00 | 0.11 0.59
Pseudomonas sp. ZH-FAD (GCA_002803095.1) 30.1 87.85 87.40 0.12 1.13
P. alcaliphila JCM 10630 (GCA_900101755.1)" 30.1 87.77 87.87 0.11 0.47
P. toyotomiensis JCM 15604 (GCA_900115695.1)" 30.0 87.84 87.79 0.12 0.74
P. khazarica TBZ2T (GCA_004521985.1)" 30.0 87.65 87.33 | 0.11 1.61
Pseudomonas sp. AOB-7 (GCA_003696305.1) 30.0 87.66 86.01 0.12 3.27
Pseudomonas sp. 8Z (GCA_902506535.1) 30.0 87.57 88.81 0.12 2.49
P. mendocina FFL34 (GCA_007049795.1) v | e 68 | o1z 137
P. composti CCUG 59231 (GCA_900115475.1)" 29.8 87.66 87.97 0.12 0.94
Pseudomonas sp. 80 (GCA_902506495.1) 29.7 | 87.57 87.50 | 0.12 | 0.88
P. sediminis PI11 (GCA_002741105.1)" 294 87.57 87.72 0.12 0.87
Pseudomonas sp. MSPm1 (GCA_014109765.1) 29.3 87.31 87.10 0.12 0.94
P. mendocina NEB698 (GCA_003008615.1) 29.2 87.34 87.00 0.12 0.92
Azotobacter vinelandii DSM 279 (GCA_900119555.1)" 224 84.43 72.67 0.19 2.13

“Type strain according to the NCBI database consulted on November 6, 2022.

"Selected genome as control outgroup.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0288504.t002

GOM?7 genome has a dissimilar gene arrangement compared with the P. guguanensis JCM
18416 genome.

Together, these results show that Pseudomonas sp. GOM?7 is a novel species within the Pseu-
domonas genus.

Prediction of genes for possible antibacterial compounds in Pseudomonas
sp. GOM7 genome

In agreement with the phenotypic assays showing no production of pyocyanin (S1 Fig), we found
that the Pseudomonas sp. GOM7 genome lacks both large operons required for the biosynthesis
of pyocyanin in P. aeruginosa (S3 Fig). However, Pseudomonas sp. GOM7 contains five genes
showing identity with genes related to phenazine synthesis (phzC, phzF, phzG, phzH, and phzS);
these genes are scattered throughout the genome and share the highest identities (84-97%) with
putative genes of Pseudomonas sp. 8Z, P. mendocina, and P. composti strains (S3 Fig). Phenazines
other than pyocyanin can also present antimicrobial activity [58]. Thus, it is tempting to speculate
that the phz genes of Pseudomonas sp. GOM7 may be involved in the production of phenazines
different from pyocyanin, or other molecules with antibacterial activity.
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To identify other genes potentially encoding antimicrobial compounds, the Pseudomonas
sp. GOM7 genome was analyzed with the antiSMASH program, which predicts biosynthetic
gene clusters (BGCs) for secondary metabolites with probable antimicrobial activity. This anal-
ysis predicted six BGCs in the genome of Pseudomonas sp. GOM7 that could be involved in
the production of antimicrobial compounds (Fig 5). Two of these BGCs are predicted to
encode ribosomally synthesized and post-translationally modified peptides (RiPPs) (Fig 5A).
Both BGCs contain a single RiPP-like gene, which presents 42% identity between them, and
they do not share homology with other reported BGCs (Fig 5A). Two other BGCs of Pseudo-
monas sp. GOMY7 are associated with the synthesis of potential B-lactones and share a biosyn-
thetic HMGL-like gene that is 36% identical (Fig 5B). One of these later BGCs carries probable
orthologs of the yngEGH] genes of Bacillus velezensis FZBA42, which are in an operon with the
fenABCDE genes to synthesize the antifungal lipopeptide fengycin [59]; however, the Pseudo-
monas sp. GOM7 genome lacks the fenABCDE genes that are fundamental for fengycin pro-
duction (Fig 5B). Two more BGCs of Pseudomonas sp. GOM7 were annotated as
‘nonribosomal peptide synthetase modules’ (NRPs) (Fig 5C). One of these NRPs contains
probable orthologs for 17 of the 31 genes of a predicted NRP identified in the genome of the
marine Pseudomonas sp. strain 8Z [60], with identities between 30-97% (Fig 5C). Additionally,
this NRP of Pseudomonas sp. GOM?7 also carries probable orthologs for 7 genes of Cupriavidus
necator H16 involved in the production of the siderophore lipopeptide cupriachelin [61]; how-
ever, Pseudomonas sp. GOM7 lacks several other genes required for the synthesis of such
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compound (Fig 5C). The other NRP of Pseudomonas sp. GOM7 contains all genes required for
the synthesis of the P. syringae syringomycin and Pseudomonas fluorescens nunapeptin/nuna-
micyn antimicrobial lipopeptides [62, 63], with identities between 31-82%, with the highest
values for the nunapeptin/nunamicyn genes (Fig 5C).

These analyses revealed possible genes that may be involved in the antibacterial activity
shown by Pseudomonas sp. GOM?7.

The figure shows BGCs predicted with antiSMASH using the relaxed detection mode,
when the strict detection mode was used the first BGC was not obtained.

Pseudomonas sp. GOM7 does not show virulence properties in tested assays

As an important trait to know for the study of a new bacterial species, we analyzed whether
Pseudomonas sp. GOM?7 shows different properties associated with the virulence of P. aerugi-
nosa, the most relevant clinical species of Pseudomonas. First, the virulence of Pseudomonas
sp. GOM?7 and P. aeruginosa were compared in the G. mellonella infection model, which is
widely used to test this phenotype [64]. As expected, P. aeruginosa killed 100% of the larvae at
40 h post-infection with an infective dose of 0.6 x 10> CFUs. In contrast, Pseudomonas sp.
GOM?7 and the nonvirulent E. coli DH5a. (used as a negative control) did not kill any larvae
during the time tested, even with higher infective doses (1 x 10%, 1 x 10%, and 1 x10° CFUs)
(Fig 6). These results indicate that Pseudomonas sp. GOM7 is at least 167 times less virulent

100 ®

1L ] e e e

Survival of G. mellonella
larvae (%)

0 T T -
0 50 100

hours

® GOM7 1x10° @ GOM7 1x10* @ GOM7 1x10° @ PAO1 0.6 x 10°
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Fig 6. Survival of G. mellonella larvae. Mortality of G. mellonella larvae induced by bacterial infection. Kaplan-Meier survival curves were
obtained by infecting larvae with the indicated CFUs of Pseudomonas sp. GOM7 (blue), P. aeruginosa PAO1 (red) and monitored daily for
5 days. Larvae not injected or injected only with 1X PBS did not kill any larvae. P value was calculated using the log-rank test. ***, P <0.001.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0288504.9006
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than P. aeruginosa in the G. mellonella model. Additionally, we compared Pseudomonas sp.
GOM?7 and P. aeruginosa for biofilm formation and the secretion of proteases, two phenotypes
related to the virulence of P. aeruginosa [65]. As a negative control, the E. coli DH50. strain was
also assessed. Our assays showed evident biofilm formation and secretion of proteases for P.
aeruginosa; in contrast, Pseudomonas sp. GOM7 and E. coli DH5a strains presented a very low
level of biofilm formation, ~5 and ~14 times lower than that of P. aeruginosa, respectively, and
were negative for the secretion of protease test (S1 Fig). As described above, Pseudomonas sp.
GOM?7 does not produce pyocyanin (S1 Fig), an additional trait associated with P. aeruginosa
virulence [66]. In agreement with these results, prediction of virulence factors in the Pseudo-
monas sp. GOM7 genome revealed the presence mostly of genes that can be associated with
virulence but that are also present in nonpathogenic bacteria, such as genes for the synthesis
and functioning of flagella and a Type IV pilus, as well as to produce alginate, lipopolysaccha-
ride, and exopolysaccharide Ps1 (S5 Table). Overall, these results support that Pseudomonas
sp. GOM?7 is a nonpathogenic bacterium.

Discussion

Pseudomonas is a ubiquitous genus that produces numerous molecules with different biologi-
cal activities, such as antimicrobial compounds, siderophores, and lytic enzymes [67]. Pseudo-
monas species show high genetic and metabolic diversity, and most genes are species-specific
or shared only among a subset of species, which contributes to the ability of these bacteria to
colonize different environmental niches or hosts [17, 68].

In this study, we identified a new Pseudomonas species that we denominated Pseudomonas
sp. GOM?7, which was isolated from the GoM, did not show virulence properties in the assays
tested and exhibited antibacterial activity. Genomic analysis for taxonomic identification indi-
cates that the closest bacterial species to Pseudomonas sp. GOM?7 is P. guguanensis JCM 18416
(Table 2), which was isolated from a hot spring water sample in Taiwan [69]. Four more of the
25 closest bacterial relatives to Pseudomonas sp. GOM7 were isolated from marine sources: P.
alcaliphila JCM 10630 from seawater [70] and P. chengduensis 402, Pseudomonas sp. 8Z, and
Pseudomonas sp. 80 from marine algae cultures [60]. Thus, the genome of Pseudomonas sp.
GOM?7 seems to contain traits of Pseudomonas species living in aquatic environments.

The colony and the culture supernatant of Pseudomonas sp. GOM?7 inhibited the growth of
S. aureus, including MDR strains and the priority pathogen MRSA (Table 1). Previous studies
have reported other marine Pseudomonas species with antibacterial activity against S. aureus.
For instance, Pseudomonas sp. UJ-6 and Pseudomonas sp. AMSN marine strains produce the
compounds 1-acetyl-beta-carboline and 2,4-diacetylphloroglucinol (DAPG), respectively,
which present antibacterial activity against MRSA [71, 72]. Furthermore, a P. fluorescens
marine strain was found to produce the compounds andrimid and moiramides A-C, which
also exhibit antibacterial activity against MRSA [73]. Additionally, the P. alcaliphila JCM
10630 marine strain produces toxoflavin, which has antibiotic properties against Legionella
pneumophila and its host, the amoeba Vermamoeba vermiformis [74]. However, the Pseudomo-
nas sp. GOM7 genome does not carry the genetic determinants associated with the production
of toxoflavin nor any of the compounds described above. On the other hand, the Pseudomonas
sp. GOM?7 genome neither present the flc gene cluster (producing fluopsin C) that mediates
antibacterial activity of P. aeruginosa against S. aureus [75)].

The anti-S. aureus compound(s) produced by Pseudomonas sp. GOM7 was extracted from
the culture supernatant of this bacterium with ethyl acetate (Fig 2). Many works have reported
the suitability of ethyl acetate for the extraction of antibacterial compounds from bacteria,
including marine strains [76, 77]. Compounds like peptides, fatty acids, esters, sterols, alkenes,
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and terpenes are soluble in ethyl acetate, [78-80]. Furthermore, metabolites like quinones, gly-
cosides, alkaloids, and fatty acids with anti-MRSA activity have been identified in bacteria
from ethyl acetate extractions [81, 82]. Computational analysis revealed six BGCs for second-
ary metabolites in the genome of Pseudomonas sp. GOM7; two seem to be specific for Pseudo-
monas sp. GOM7 (not orthologs were identified according to antiSMASH) and four present
similarities with previously reported and characterized BGCs (Fig 5). The two specific BGCs of
Pseudomonas sp. GOM?7 encode RiPPs (Fig 5A), which are peptides abundant in the human
microbiome and are recognized to have antibiotic activity [83]. Recently, a RiPP BGC was
found and determined to be involved, along with ten other gene clusters, in the antibacterial
activity of Pseudomonas sp. RGM2144 against the fish pathogen Flavobacterium psychrophilum
[84]. Two more BGCs of Pseudomonas sp. GOM7 encode for B-lactones (Fig 5B), compounds
that are related to a wide range of biological activities, including antibacterial, antifungal, and
antiviral activities [85]. Pseudomonas sp. and P. fluorescens ATCC 39502 produce the p-lac-
tones EM5395 and obafluorin (BGC0001437), respectively, which have activity against Gram-
negative and Gram-positive bacteria [86, 87]. The two others predicted BGCs of Pseudomonas
sp. GOM7 contain NRPs (Fig 5C). NRPs encode bioactive peptides and are found in bacteria,
cyanobacteria, and fungi; NRPs producing antimicrobial peptides have been reported in
marine bacteria [88]. One NRP of Pseudomonas sp. GOM? is similar to a putative NRP from
Pseudomonas sp. 8Z (Fig 5C) [60]. The other NRP of Pseudomonas sp. GOM7 showed the
highest similarity with an NRP of the soil bacterium P. fluorescens In5, which synthesizes
nunapeptin and nunamicyn, two peptides with antibacterial activity against the phytopathogen
Rhizoctonia solani [63]. The same NRP of Pseudomonas sp. GOM7 also presented similarity to
a NRP of the P. syringae pv. syringae B728a strain that synthesizes syringomycin, a compound
with antibacterial activity against Rhodococcus fascians, Micrococcus luteus, Rhodotorula pili-
manae, Geotrichum candidum, and the plant pathogen Botrytis cinerea [89]. Important to
note, most predicted BGCs of Pseudomonas sp. GOM?7 code for peptides, which are molecules
that can be extracted with the solvent ethyl acetate [79]. Thus, it is tempting to speculate that
the antibacterial activity of Pseudomonas sp. GOM7 is due to one or more peptides. Identifica-
tion of the antibacterial compound(s) produced by Pseudomonas sp. GOM?7 is a matter of our
current investigation.

Our study provides further evidence showing the potential of marine microorganisms as a
source of new antimicrobials.
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S1 Table. Nonmarine bacterial strains used in this study.

(PDF)
$2 Table. Antibiotic susceptibility of S. aureus isolates.
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S3 Table. Identification of marine isolates showing antibacterial activity by 16S rRNA
sequencing.
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$4 Table. Pyocyanin production by P. aerugi marine isolates showing antibacterial
activity.
(PDF)
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S5 Table. Virulence factors predicted for Pseudomonas sp. GOM7 by RASTtk annotation
in the BV-BRC web server.
(XLSX)

S1 Fig. Comparison of virulence properties among Pseudomonas sp. GOM7, P. aeruginosa
(pathogenic), and E. coli (nonpathogenic). A) Visualization of the characteristic blue-green
coloration generated by pyocyanin on bacteria grown on cetrimide agar. B) Pyocyanin quanti-
fication in the supernatant of Pseudomonas sp. GOM7 and P. aeruginosa PAO1 cultures after
sequential extraction with chloroform and quantification by spectrophotometry. C) Secretion
of proteases. Production of extracellular proteases was evaluated in skim-milk agar. D). Bio-
film formation. The crystal violet staining method was used to quantify biofilm formation.
Quantification of pyocyanin production and biofilm formation was determined in bacteria
grown in LB at 37°C. Bars represent averages + S.D. P value was calculated using One-way
ANOVA combined with Dunnett’s multiple comparison test. ***, P <0.001. P. aeruginosa
PAOI1 and E. coli DH50 strains were used as positive and negative controls, respectively. All
assays were performed in triplicate.

(PDF)

S2 Fig. Pseudomonas species closest to Pseudomonas sp. GOM?7. A) Position of the Pseudo-
monas sp. GOM7 genome (red arrow) in the reference tree inferred by GTDB-Tk with Fas-
tTree v2.1.10 under the WAG model from the concatenated alignment of 120 ubiquitous
bacterial gen. B) Clade of the reference tree where the Pseudomonas sp. GOM7 genome (in
red) was placed together with genomes from other Pseudomonas species. The genome with the
accession number in blue has been deleted from the NCBI.

(PDF)

S3 Fig. Genes required for pyocyanin production in P. aeruginosa and some probable
orthologous genes present in Pseudomonas sp. GOM?7. A) The two clusters of genes that syn-
thesize pyocyanin in P. aeruginosa. The enzymes encoded in the phzA-phzG genes transform
chorismic acid into the phenazine-1-carboxylic acid (PCA), which is converted into different
phenazines by the enzymes encoded in the phzH, phzS, and phzM genes; one phenazine is then
transformed into pyocyanin by the enzyme encoded in the phzS gene. B) Probable phzH,
phzC, phzF, phzG, and phzS orthologous genes present in the Pseudomonas sp. GOM7
genome. This figure was created with BioRender.com.

(PDF)
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Abstract

Expression of virulence factors in non-typhoidal Salmonella enterica depends on a wide
variety of general and specific transcriptional factors that act in response to multiple environ-
mental signals. Expression of genes for cellular invasion located in the Salmonella pathoge-
nicity island 1 (SPI-1) is tightly regulated by several transcriptional regulators arrayed in a
cascade, while repression of this system is exerted mainly by H-NS. In SPI-1, H-NS
represses the expression mainly by binding to the regulatory region of hilA and derepression
is exercised mainly by HilD. However, the possible regulatory role of H-NS in genes down-
stream from HilD and HilA, such as those regulated by InvF, has not been fully explored.
Here the role of H-NS on the expression of sopB, an InvF dependent gene encoded in SPI-
5, was evaluated. Our data show that InvF is required for the expression of sopBeven in the
absence of H-NS. Furthermore, in agreement with previous results on other InvF-regulated
genes, we found that the expression of sopB requires the InvF/SicA complex. Our results
support that SicA is not required for DNA binding nor for increasing affinity of InvF to DNA in
vitro. Moreover, by using a bacterial two-hybrid system we were able to identify interactions
between SicA and InvF. Lastly, protein-protein interaction assays suggest that InvF func-
tions as a monomer. Derived from these results we postulate that the InvF/SicA complex
does not act on sopB as an anti-H-NS factor; instead, it seems to induce the expression of
sopB by acting as a classical transcriptional regulator.

Introduction

Salmonella species are widely distributed and are the cause of gastroenteritis, diarrhea and
typhoid fever around the globe [1,2]. These bacteria have a plethora of virulence factors mainly
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