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Resumen

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria de importancia clinica, se encuentra
asociada a infecciones sanitarias en unidades de cuidados intensivos (UCI), y pertenece al
grupo ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter sp.) que se ha definido
por su importancia clinica y alta resistencia a antibidticos. Se encuentra coligada a
neumonia asociada al ventilador, infecciones del sitio quirirgico, infecciones de heridas y
guemaduras, otitis media, queratitis e infecciones del tracto urinario. El “Centro de
Prevencion y Control de Enfermedades” de los Estados Unidos de América en el 2013
estimo que existen alrededor de 51,000 infecciones anuales asociadas a P. aeruginosa, de
las cuales 6,700 son cepas multirresistentes a farmacos que causan 440 muertes cada afno.
P. aeruginosa cuenta con diversos factores de virulencia que le permite colonizar y causar
infecciones en su hospedero. De los principales estan las metaloproteasas, como la
elastasa que destruye diferentes proteinas como el colageno, la elastina, las
inmunoglobulinas, los componentes del complemento, asi como el interferén gamma vy el
factor de necrosis tumoral alfa. Mientras que la proteasa alcalina inhibe la fagocitosis, la
muerte mediada por neutrdfilos, la opsonizacion, la degradacion de C3b de la cascada del
complemento entre otras. Otro factor de virulencia es la piocianina, promueve el estrés
oxidativo inhibiendo el movimiento ciliar y retrasa la respuesta inflamatoria por el dafio a
neutréfilos y la induccién de apoptosis. En bacterias patdgenas los factores de virulencia
son regulados por un sistema de comunicacion entre células, llamado percepcién de
quorum o “gquorum sensing” (QS), que permite a las bacterias estimar su densidad
poblacional y activar la virulencia cuando se ha alcanzado una densidad alta. P. aeruginosa
cuenta con tres mecanismos sistemas de QS, dos de ellos mediados por senales tipo N-
acil homoserina lactonas (AHL), denominados Las y Rhl, y un sistema a base de senal de
quinolonas, llamado PQS. Estos sistemas se encuentran jerarquicamente organizados, se
ha propuesto su interrupcion como una estrategia antibacteriana, denominado “quorum
guenching” (QQ). De los principales mecanismos de QQ se encuentra la inhibicién de las
sintasas de autoinductores (Al), la interferencia con la unién del Al con los receptores de
sefnal, asi como por enzimas que degradan los Al como lactonasas que rompen el anillo
lacténico.

Unas de las moléculas que se han descrito que tienen una actividad QQ es la furanona
C-30 que bloquea al receptor LasR evitando la uniéon del Al, la pirimidina 5-FU cuyo
mecanismo de accion como inhibidor de QS no se encuentra definido y la enzima lactonasa
AiiM, de las dos primeras se han descrito sistemas de resistencia de P. aeruginosa, pero
aun no se describe ninguna resistencia a enzimas inhibidoras de QS. Por lo que en el
presente trabajo se evalué si P. aeruginosa puede desarrollar resistencia a una de estas
enzimas degradadoras de auto-inductores.

En este proyecto, se encontrd que el crecimiento de la cepa PAO1 WT en medio minimo
con sales M9 adicionado con 1% de adenosina, es adecuado para inhibir el crecimiento y
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el QS, con esta condicion se puede lograr obtener la resistencia contra inhibidores de QS.
En el caso especifico de P. aeruginosa PAO1, se realizaron curvas de crecimiento en medio
M9 con adenosina con 2 concentraciones de la enzima AiiM (5 pg/mL y 10 yg/mL), se
aislaron colonias (que se espera sean resistentes a la actividad QQ de la enzima) y
solamente dos presentaron una resistencia persistente, al medir los fenotipos de actividad
caseinolitica y produccién de piocianina en presencia de la lactonasa AiiM, presentan una
actividad similar a la cepa PAO1 sin enzima, y su produccion de AHL de cadena larga no
se ve afectada en la presencia de AiiM en sus cultivos.

Estos hallazgos aportan evidencia de la generacion de resistencia, por parte de P.
aeruginosa, a los tratamientos farmacoldgicos basados en QQ, en este caso a la enzima
lactonasa.
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1. Introduccidn
11. Comunicacion bacteriana

La comunicacion bacteriana también conocida como percepcion de quorum o “quorum
sensing” (QS) se basa en la produccion, liberacion y deteccion de moléculas difusibles
de sefalizacion extracelular, llamadas autoinductores (Al), los cuales se encuentran
asociados a la densidad poblacional y tiene un papel muy importante en la regulacion
de expresion de genes, muchos de ellos se encuentran relacionados a factores de
virulencia (Dong & Lian-Hui, 2005).

Este mecanismo de comunicacioén bacteriana fue descubierto en Aliivibrio fischeri y
Vibrio Harveyi por Nealson KH y Hastings JW en 1979, en ambas especies se describid
un proceso de bioluminiscencia realizado por la enzima luciferasa que es codificada por
el operdén luxCDABE (Figura 1), que solo ocurre cuando existe una alta densidad
poblacional de los microorganismos, y por ende una alta concentraciéon de los Al.

Con esto, describieron el mecanismo por el cual se regulaba la produccion de la
bioluminiscencia, en el cual participan las proteinas Luxl y LuxR. Luxl es la enzima que
sintetiza intracelularmente el Al que es una acil-homoserina lactona (AHL), llamada N-
3 oxo-hexanoil-HSL (Figura 1, b) la cual difunde a través de la membrana celular, de
modo que se equilibra la concentracion intra y extracelular. LuxR tiene dos funciones,
es la proteina que se une a el Al, lo que activa la transcripcién del operdon luxICDABE.
Cabe destacar que aun cuando hay una baja densidad poblacional, el operén
luxICDABE se transcribe a una velocidad basal, esto sucede porque se produce
constitutivamente un nivel basal del Al por la enzima codificada por el gene luxl (primer
gene que se codifica en el operdn que contiene los genes que codifican para la enzima
luciferasa) (Miller & Bassler, 2001). Conforme va aumentando la densidad poblacional
se llega a una concentracion mayor del Al, lo que permite que se una a la proteina LuxR,
una vez unidos el Al y la proteina, se estructura el dominio de union de LuxR en el DNA,
para activar el promotor de la transcripcion del operdn luxICDABE, lo que provoca que
aumente la produccion del Al y de la emisién de luz (Abisado, Benomar, Klaus,
Dandekar, & Chandler, 2018).

La presencia de estos mecanismos se ha descrito en varios microorganismos los cuales
llegan a presentar mas de un sistema de comunicacion (Tabla 1). Por ejemplo,
Pseudomonas aeruginosa, que cuenta con dos sistemas tipo LuxR-I (LasR-l y RhIR-I)
que controlan la produccién de bienes publicos y de factores de virulencia. Por otra parte
Burkholderia thailandensis cuenta con tres sistemas completos de circuitos LuxR-I, de
igual forma se han descrito sistemas de QS en Escherichia coli, Acinetobacter
baumannii, entre otras bacterias Gram negativas (Kievet & Iglewski, 2000) (Azimi,
Klementiev, Whiteley, & Diggle, 2020).
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Figura 1 Sistemas de quorum sensing en Aliivibrio fischeri. A) Sistema de QS presente en Alivibrio fischeri,
se muestra en circunferencias azul a los Al que son a base de HSL, el hexagono azul es la proteina
codificada por el gen lux| para sintetizar el Al, en la flecha roja se muestra el gen luxR que codifica para los
receptores del Al mostrados en circunferencias rojas, cuando se unen dos de ellos son activos y pueden
activar el gen luxl. B) Estructura del Al de A. fischeri a base de HSL conocido como 3 oxo-hexanoil-HSL.
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Figura 2 Estructura quimica de algunas moléculas autoinductoras. a) Homoserin lactonas, donde el grupo
R, puede ser de C1 a C15, b) 3-oxoacil-HSL, c) 2-heptil-3-hidroxi-4(1H)-quinolona [sefial de quinolonas de
Pseudomonas (PQS)], d) furanosil borato, e) Péptido 1 de autoinductores (AIP-1) de Staphylococcus
aureus.
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Tabla 1 Ejemplos de sistemas de QS en bacterias Gram negativas a base de HSL

. . ~ Proteinas .
Organismo Molécula sefial Fenotipo
reguladoras

Alivibrio fischeri 3-ox0-Cs-HSL Lux!l/LuxR Bioluminiscencia

Vibrio harveyi 3-Hidroxi-Cs-HSL LuxLM/LuxN Bioluminiscencia
Multiples enzimas extracelulares, RhIR,
S 0GCitSL [esliash formacién de biopelicula
Pseudomonas aeruginosa
Ca-HSL RhI/RhIR Multl’pl_es enzimas e_xtracelulares,_
ramnolipidos, metabolitos secundarios
Agrobacterium tumefaciens 3-Ox0-Cs-HSL Tral/TraR Conjugacion del plasmido Ti
Erwinia carotovora subsp. .
Carotovora 3-Ox0-Cs-HSL Expl/ExpR Exoenzimas
STl S Ce-HSL Cvil/CviR Exoenzimas, antibiéticos, violaceina
violaceum ’ ’
Burkholderia cepacia Cs-HSL Cepl/R Proteasa, siderdforos
Aeromonas hydrophila C4-HSL Ahyl/AhyR Produccion de exoproteasas

Serratia liquefaciens C4-HSL Swrl/SwrR Swarming, produccion de exoproteasas

Como se muestra en la Tabla 1, las moléculas Al en Gram negativas son principalmente
AHL cuya longitud varia dependiendo del microorganismo (Figura 2), aunque en el caso
de P. aeruginosa también presenta otro sistema de QS cuyas moléculas senal son 4-
hidroxi-2-aquil quinolona (HAQ) como la llamada las Pgs (Pseudomonas quinolone
signal) que se describiran posteriormente. Por otra parte, en bacterias Gram positivas
se han descrito mecanismos de QS, pero estan regulados por pequefios péptidos y por
sistemas de transduccién de sefales de doble componente (Azimi, Klementiev,
Whiteley, & Diggle, 2020).
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1.1.1 Quorum sensing y virulencia en patégenos

Desde que se describieron los mecanismos de QS en microorganismos patégenos se
ha visto que juegan un papel muy importante en la regulacién de la transcripcion de los
genes que codifican factores de virulencia. Los primeros estudios usaban mutantes en
los genes que codifican las enzimas que sintetizan los Al (homdlogos de Luxl) o en los
reguladores transcripcionales que responden a la sefial (homodlogos de LuxR), estos
estudios evaluaron la transcripcién/actividad de los factores de virulencia conocidos en
comparacion de cepas silvestres (WT), asi como la virulencia que tenian estas cepas
en modelos biolégicos. Esto demostré la importancia del QS en una gran variedad de
bacterias Gram negativas y Gram positivas. Unos ejemplos de las bacterias Gram
negativas que cuentan con sistemas de QS implicados en la regulacion de factores de
virulencia, son P. aeruginosa, Vibrio cholerae, E. coli serotipo O157:H7 (EHEC), Erwinia
carotovora (patégeno de plantas). Mientras que, algunos ejemplos de Gram positivas
son: Staphylococcus aureus, Clostridium difficile y miembros del género Streptococcus,
(Azimi, Klementiev, Whiteley, & Diggle, 2020) (Rutherford & Bassler, 2012)

1.2. Mecanismos de inhibicion de quorum sensing

El proceso mediante el cual se inhibe el QS es conocido como “quorum quenching”
(QQ), el cual se puede realizar mediante la degradacién de los Al por medio de enzimas.
Ademas, se puede inhibir la sefal por bloqueo del receptor por moléculas inhibidoras e
inclusive por bloqueo de las enzimas implicadas en la sintesis de los Al.

Mecanismos de Quorum Quenching

Sistemas

homoélogos a
LuxIR

OO0 /\@ O

Sintesis de HSL

Bloqueo de la
sintesis de HSL

Proteina
receptora de HSL

Blogueo de proteina
receptora

Inactivacion de

Activacion d
ctivacion de HSL

HSL

Figura 3 Mecanismos descritos para la inhibicion de “quorum sensing”
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Estos mecanismos de inhibicién de quorum se han propuesto para reducir los factores
de virulencia que son regulados por QS, sin inhibir el crecimiento del microorganismo,
lo que es importante para que la generacion de resistencia a estos compuestos
utilizados no se favorezca (Bové, Bao, Sass, Crabbé, & Coenye, 2021).

1.2.1 Bloqueo de los receptores de QS

En la naturaleza se ha observado que se modula el QS con diferentes organismos, un
ejemplo es la macro alga Delisea pulchra, que produce furanonas bromadas que tienen
una estructura similar a las AHL, consecuentemente estas pueden actuar como
inhibidores de la deteccion de sefal ya que bloquea a receptores como LuxR, también
se han utilizado sus derivados sintéticos como la furanona C30, que bloquea a LasR.
Asimismo, se ha comprobado esta actividad en modelos de infecciéon pulmonar en ratén
reduciendo la produccién de factores de virulencia, pero su uso tiene efectos negativos
en toxicidad afectando la ruta metabdlica central de aminoacidos y acidos grasos (Turan
& Engin, 2018).

Ademas del uso de furanonas como inhibidoras de los receptores de QS existen otras
moléculas capaces de unirse a las proteinas receptoras de QS. Dos ejemplos de
antagonistas son la estreptomicina y azitromicina, dos antibioticos que se unen a los
receptores de QS de A. baumannii y P. aeruginosa, respectivamente, inhibiendo la
expresion de los genes asociados a QS (Turan & Engin, 2018).

1.2.2 Bloqueo de la sintesis de Al

El QQ también se puede llevar a cabo mediante el bloqueo de la sintesis de las sefiales
autoinductoras, interfiriendo directamente con las sintasas de estos. Un ejemplo es en
el sistema Pqs (de P. aeruginosa), que requiere la produccién del acido antranilico (AA)
y acidos grasos (Figura 4) que funcionan como precursores de las HAQ como la 4-
hidroxi-2-heptil quinolona (HHQ) precursora de 3,4-dihidroxi-2-heptil quinolona conocida
como PQS, estas reacciones son catalizadas por las proteinas sintetizadas por los
operones phnAB, pgsA-D y pgsH, respectivamente (Lesic, y otros, 2007).

En la figura 4B se muestran tres analogos del acido antranilico que bloquean la
produccion de HHQ y PQS y consecuentemente la activacion del regulador
transcripcional MvfR (también llamado PgsR), interrumpiendo la expresion de genes de
factores de virulencia dependientes de MvfR, no inhibe la viabilidad de las células, pero
se restringe la diseminacion bacteriana sistémica (Lesic, y otros, 2007).
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Figura 4 Ruta de sintesis de HAQs y analogos del acido antranilico.
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Figura 5 Representacion de inactivacion de QS por enzimas utilizadas en QQ. A) inicio de la sintesis de
HSL. B) Deteccion de la sefial dada por HSL, activacion de QS. C) hidrdlisis de HSL por enzimas de QQ.
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1.2.3 Inactivacion de las moléculas senal

El tercer método que se ha utilizado como QQ es la degradacion de las moléculas sefial
AHL para inactivar la sefal que estas generan, existen dos métodos para poder realizar
esta degradacioén: degradacion quimica y la mas usada degradacién enzimatica (Figura
5), utilizando lactonasas y acilasas para la degradacion por hidrélisis especifica de las
HSL.

1.2.3.1 Lactonasas

Estas enzimas realizan un proceso llamado lactondlisis en el cual se hidroliza el anillo
de la lactona (Figura 6A) (Sikdar & Elias, 2021), son sintetizadas por varias bacterias,
como son algunos miembros del género Bacillus, P. aeruginosa PAIA, Arthrobacter sp.,
Klebsiella pneumoniae, Agrobacterium tumefaciens y Rhodococcus sp los cuales son
capaces de producir la enzima AiiA. También se han descrito otras enzimas AiiM y AidH,
sintetizadas por Microbacterium testaceum StLB037 y Ochrobactrum sp. T63,
respectivamente.

La lactonasa AiiA de Bacillus cereus A24 se ha utilizado para la degradacién de 3-oxo-
dodecanoil-homoserin lactona (30C12HSL), para la disminuciéon de factores de
virulencia en P. aeruginosa (Fetzner, 2015). Otra de las lactonasas que ha sido
estudiada, es AiiM, que fue probada en cepas clinicas de P. aeruginosa y demostré que
es capaz de romper a las AHL en una concentracion de 5 pg/mL sin inhibir el crecimiento
celular. Se observé que disminuyeron 4 factores de virulencia regulados por QS
(elastasa, piocianina, proteasa alcalina y produccion de HCN). Ademas, no se encontrd
ninguna cepa no susceptible a la inhibicion del QS por AiiM (Lopez-Jacome, y otros,
2019).

1.2.3.2 Acilasas

Las acilasas son enzimas que hidrolizan el enlace amida de la HSL (Figura 6B) (Sikdar
& Elias, 2021) fueron descubiertas inicialmente en Variovorax paradoxus vy
posteriormente en P. aeruginosa y Ralstonia sp.

Los productos derivados de su hidrdlisis se pueden metabolizar como fuente de
nitrégeno y de energia, consecuentemente ya no se puede regenerar la AHL, por esta
razon tienen mas ventajas que las HSL-lactonasas. Estas enzimas tienen una
preferencia por AHL con cadenas de acido graso largas, pero se han encontrado
enzimas como AiiC de Anabaena sp. PCC7120 que es capaz de degradar a C4-HSL, el
Al del sistema Rhl de P. aeruginosa. Otra de las enzimas descritas es PvdQ de P.
aeruginosa, la cual se encuentra involucrada en la maduracion de la pioverdina, pero
cuando hay una sobreexpresion de ella se atenua considerablemente la produccién de
factores de virulencia in vitro e in vivo. Estudios realizados por Utari et al.,, 2018
demostraron en modelos murinos que se reduce la acumulacion de 30C12-HSL que se
ve reflejado en la disminucion de elastasa y piocianina, ademas de no tener efecto
citotoxico en pulmén murino.
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1.3. Pseudomonas aeruginosa
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Figura 7 Factores de virulencia descritos en P. aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria Gram negativa, con una longitud de 1 =5 uym
de largo y 0.5 - 1.0 ym de ancho, es aerobio facultativo, ya que puede crecer en cultivos
aerobios y anaerobios con nitrato como aceptor final de electrones, también puede
crecer en sistemas anaerobios con arginina. Este microorganismo es protétrofo ya que
puede utilizar mas de 100 moléculas organicas como fuente de carbono y/o de energia,
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generalmente tiene la habilidad de crecer en medio minimo de sales con una solo fuente
de carbono o energia, crece bien a 37 °C (Diggle & Whiteley, 2020).

Tabla 2 Factores de virulencia presentes en P. aeruginosa

Factores de virulencia Descripcion Referencias
Flagelo Confiere motilidad a_Ia cé_lula, permite la adh(_arencia ala (Nadal-Jimenez, y
mucosa de vias respiratorias por la proteina FliD otros, 2012)
Pili (tipo IV) Da capacidad de adherencia al microorganismo y motilidad = (Rocha, y otros,
tipo “Swarming” provisto por las proteinas PIiT y PilU 2019)

Compuesto por EPS (Exopolisacarido), su principal funcion

es proteger al microorganismo de los peligros del exterior, (Shao, y otros,
Biopelicula su produccion y maduracion se encuentra regulada a los = 2020) (Lee & Yoon,
sistemas de QS y al estrés, es una de las principales 2017)
causas de resistencia contra los antibioticos.
Se encuentra conformado por un dominio hidréfobo
conocido como lipido A, un oligosacarido central no
repetitivo y un polisacarido distal, participa en la activacion = (Rocha, y otros,
de la respuesta inmunitaria innata y adaptativa del 2019)
huésped, también provoca respuesta inflamatoria
desregulada.
Secrecion de diferentes moléculas directamente al citosol
de las células del hospedero, que pueden funcionar como = (Pena, y otros,
toxinas, también permiten la adhesion a las células. En P.  2019)
aeruginosa se presentan los SST 1,2,3 y 6.
Cuenta con pioverdina y fenazinas, la primeras son
moléculas quelantes de hierro y se encuentran presentes
cuando hay baja concentracion de hierro, regula la
produccion de varios factores de virulencia como la toxina
A, entre otros; las fenazinas son pigmentos que contienen
Pigmentos nitrogeno en su estructura y son secretadas por el
microorganismo, tienen un amplio espectro de toxicidad en
organismos eucariontes y procariontes, la fenazina mas
estudiada es la piocianina, controla la expresion de varios
genes dentro de los que destacan bombas de flujo y de
actividad redox.,
La adquisicion de hierro, por diferentes mecanismos: i)
produccion de moléculas quelantes de Fe3*(pioverdina y
pioquelina), ii) consumo de xenosiderofos que son (Cornelis &
producidos por otros microorganismos, iii) consumo de Dingemans, 2013)
hierro de hemoproteinas del hospedero o iv) consumo de
Fe2* por el sistema Feo.

Lipopolisacarido

Sistemas de secrecién

(Nadal-Jimenez, y
otros, 2012),
(Rocha, y otros,
2019)

Adquisicion de hierro

P. aeruginosa es considerada como un patégeno oportunista, debido a que se
encuentra en la lista de “Patdgenos de prioridad” por la Organizacién mundial de la salud
(OMS) (Organizacion Mundial de la Salud, 2017). Este microorganismo estd asociado
a diferentes infecciones nosocomiales del tracto respiratorio (pacientes que se
encuentran intubados o con ventilacion mecanica), infecciones en el tracto urinario, en
sangre y en pacientes que tienen las barreras epiteliales comprometidas, como
personas quemadas; de igual forma es comun en pacientes con el sistema inmunolégico
comprometido o en individuos con fibrosis quistica. En todos estos casos, las
infecciones causadas por P. aeruginosa son mediadas por la producciéon de estos
factores de virulencia (Tabla 2) (Hauser, 2012).

Con frecuencia los aislados clinicos de P. aeruginosa son multidrogo resistentes (MDR)
ya que poseen muchos mecanismos de resistencia como: degradacion de antibidticos
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por medio de la produccién de enzimas, modificacion de los sitios de unién de los
antibidticos, disminucién de la permeabilidad de los antibidticos y su expulsién mediante
bombas de eflujo.

1.3.1 Sistemas de QS en P. aeruginosa

P. aeruginosa, cuenta con tres sistemas de QS (Figura 8), dos de ellos son homadlogos
a los sistemas Luxl/LuxR y el tercero es un sistema llamado senal de quinolonas de
Pseudomonas (Pgs, por sus siglas en inglés), estos sistemas se encuentran
relacionados jerarquicamente entre si. El primer circuito es el sistema Las, que cuenta
con una proteina homoéloga a Luxl, llamada Lasl, es la encargada de sintetizar al primer
Al a base de AHL (30C12HSL), quién se une a la proteina homdloga a LuxR mejor
conocida como LasR. El complejo LasR-3012HSL activa la transcripcion de genes
blanco como algunos factores de virulencia, unos ejemplos son, la elastasa, la proteasa
y la exotoxina A, ademas contribuye a la formacién de la biopelicula. También se ve
favorecida la expresion del gen lasl (que se encuentra rio abajo del gen de lasR), el cual
ayuda a que exista una retroalimentacion del Al 3012HSL (Rutherford & Bassler, 2012).
Otro de los genes que se regula de forma positiva por este sistema es el segundo
homadlogo a luxl que en este caso es rhll quien expresa la proteina Rhll, ella es la
encargada de sintetizar al segundo Al que también es una AHL, conocido como butanoil
homoserin lactona (C4HSL), que al igual que el primer Al, se une a una proteina
homodloga de LuxR, en este caso se une a la proteina RhIR. Una vez formado el
complejo RhIR-C4HSL se induce el operédn que codifica para las proteinas requeridas
para la produccion de los ramnolipidos, también induce la expresion de la elastasa, la
proteasa LasA, la piocianina, la proteasa alcalina y las lectinas LecA y LecB (Diggle, y
otros, 2008).

C4HSL es permeable a la membrana por lo que difunde libremente, en contraste
30C12HSL requiere de transportadores para poder ser secretado, por lo cual utiliza a
las proteinas transportadoras que conforman el complejo MexABOprM, por lo cual se
ha visto que su concentracién intracelular es tres veces mayor contra la concentracion
extracelular (Diggle, y otros, 2008).

En cambio, en los dos primeros sistemas descritos, el tercer sistema de QS en P.
aeruginosa no es homoélogo a los sistemas LuxRI, sino que esta formado por el
regulador transcripcional tipo LysR (LTTR). MvfR es activado por el ligando HHQ o por
PQS. Ambos se unen y activan a MvfR, pero PQS es mas potente para activar que
HHQ, una vez activado el sistema es capaz de activar factores de virulencia que son
regulados por el sistema RhIR, como piocianina, cianuro de hidréogeno, la elastasa y
lectinas (Lesic, y otros, 2007). La accién del sistema Pgs sobre la proteina esta mediada
por la proteina PqsE (Garcia-Reyes y otros, 2020)
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Figura 8 Sistemas de QS en Pseudomonas aeruginosa, Las, Rhl y Pgs se observa sus interacciones con
sus moléculas sefial (A) 30C12-HSL; C4-HSL y PQS (B) Estructuras quimicas de las moléculas sefial.

1.3.2 Factores de virulencia asociados al QS en P. aeruginosa

Como otros patdgenos, P. aeruginosa cuenta con un gran numero de factores de
virulencia que le proporcionan una mayor capacidad de infeccion, le ayudan a colonizar
y establecer las infecciones en su hospedero, pero su produccion tiene un alto costo
metabdlico, lo que requiere que la produccion de estos esté regulada por medio de los
sistemas de QS (Tabla 3) (Hauser, 2012), favoreciendo la colonizacion y habilidades de
invasion. Estudios realizados por Pearson y colaboradores en el 2000, observaron que
cepas deficientes en sistemas de QS, tuvieron una menor virulencia y mortalidad en
modelos murinos, que aquellos modelos infectados con cepas competentes en los
sistemas de QS.

Por ejemplo, el sistema LasIR activa la transcripcion de los genes para la sintesis de la
elastasa, proteasa alcalina, exotoxina A, proteasa y el sistema de secrecion tipo (SST)
Il. En el caso de la elastasa es una metaloproteasa que interrumpe varias proteinas,
como el colageno, elastina, algunas inmunoglobulinas (IgG e IgA), componentes del
complemento y citocinas (interferon gamma). La proteasa alcalina es una
metaloproteasa dependiente de zinc que inhibe la fagocitosis, matando a los neutrdfilos,
por medio de la inhibicidon de la cascada del complemento ya que degrada a C3b (Lépez-
Jacome, y otros, 2019).

Por otra parte, el sistema RhIIR regula la produccion de los ramnolipidos, cianuro de
hidrégeno, elastasa y piocianina. La piocianina, es una fenazina azul que promueve el
estrés oxidativo, de esta forma inhibe el movimiento ciliar. En quemaduras, la piocianina
juega un rol muy importante ya que estimula la colonizacién, dafio y promueve la
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diseminacion de la infeccion causada por este microorganismo (Lépez-Jacome, y otros,

2019).

Tabla 3 Factores de virulencia asociados a quorum sensing

Genes

regulado por

Proteina o factor
de virulencia

Efecto en el hospedero
durante la infeccion

Beneficio para P.
aeruginosa

Referencia

lasB

lasA

toxA

aprA

rhlAB, rhiC

lecA

hcnABC

phzABCDEFG
, phzM

plcB, picH,
plcNy pldA

Elastasa

Proteasa

Exotoxina A

Proteasa alcalina

Ramnolipidos

Lectina

Cianuro de
hidrégeno

piocianina

Fosfolipasas

Degradacion de la elastina,
colageno y otras proteinas
de matriz

Rompimiento de la barrera
epitelial

Muerte celular

Degradacién del sistema
de complemento y
citocinas

Necrosis de macréfagos y
linfocitos
polimorfonucleares

Paralisis de cilios de las
vias respiratorias

Interrumpe la respiracion
celular, disminuye la
funcion pulmonar

Efectos oxidativos, causan
estrés oxidativo; paralisis
de cilios de las vias
respiratorias; retarda la
respuesta inflamatoria
Dafo en la membrana
celular hidroliza varios
fosfolipidos de la
membrana de la célula del
hospedero

Adquisicion
extracelular de hierro
de proteinas del
hospedero

Actividad
estafilocdcica, evasion
del sistema inmune y
ayuda a la
colonizacion.
Establecimiento de la
infeccion, mejora la
colonizacion.

Evasién del sistema
inmune y ayuda a la
persistencia de la
colonizacion.

Evasion del sistema
inmune, formacion de
biopelicula

Establecimiento de la
infeccion, mejora la
colonizacion.

Mejora la colonizacion.

Establece infeccion;
ayuda a la
colonizacién; evade
respuesta inmune

Induce la hemodlisis que
ayuda a la obtencién
de hierro.

(Wolz, y otros,
1994)

(Kessler, Safrin,
Olson, & Ohman,
1993)

(Daddaoua, y
otros, 2012)

(Laarman, y
otros, 2012)

(Jensen, y otros,
2006) (Lequette &
Greenberg, 2005)
(Adam, Mitchelle,
Schumander,
Grant, &
Schumander,
1997)

(Ryall, Davies,
Wilson,
Shoemark, &
Williams, 2008)

(Denning, y otros,
1998)

(Ryall, Davies,
Wilson,
Shoemark, &
Williams, 2008)
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1.3.3 Moléculas utilizadas para QQ en P. aeruginosa

Uno de los objetivos de utilizar moléculas inhibidoras de QS ha sido disminuir la
maduracion de las biopeliculas que contribuyen en resistencia a antibidticos
protegiendo a las bacterias en contra de estos. En P. aeruginosa se han propuesto el
uso de varias moléculas las cuales pueden llegar a inhibir la sintesis de los Al,
reduciendo la capacidad de secretar los Al o bloqueando el sitio de unién en las
proteinas receptoras. Uno de los métodos que se ha utilizado es el uso de moléculas
que inactiven a las HSL ya que son las encargadas de encender los sistemas de QS en
P. aeruginosa (Taylor, Yeung, & Hancock, 2014)

Se han utilizado varias enzimas para el QQ para disminuir los factores de virulencia,
motilidad y formacién de biopeliculas en P. aeruginosa, algunas de ellas son las
enzimas, AiiA, YtnP y Y2-aiiA de Burkholderia cepacia (Malesévic, y otros, 2020)
SsoPox de Sulfolobus solfataricus (Hiblot, y otros, 2012) y AiiM de Mycobacterium
testaceum StLB 037 (Lépez-Jacome, y otros, 2019).

1.3.4 Resistencia a los sistemas de QQ

En contraste con los antibiéticos que

= 07 generan una presion de seleccion
og 06} por la inhibiciobn de crecimiento
£ sl favoreciendo la generacion de
2 i resistencia a estos, la inhibicion de
§ ' los sistemas de QS busca evitarla,
 ad i disminuyendo la sintesis de los
% 0.2 ¢ factores de virulencia, sin inhibir el
S 01} - crecimiento de los
P ot T T L s ST R microorganismos. Sin embargo,
0 10 20 30 40 50 60 solo se han realizado estudios in
Horas vitro, generalmente en medios de
Figura 9 Crecimiento de P. aeruginosa PA14, cultivos ricos en nutrientes, donde la
mutante por transposon en mexR, y mutante por inhibicién de QS no se ve reflejada
transposon nalC, linea continua es sin presencia e L
de C-30, con linea punteada es con presencia de en una inhibicion del crecimiento
C-30 bacteriano (Dong & Lian-Hui, 2005).

Se ha visto que, en medios de
cultivo minimos con fuentes de carbono como adenosina o caseina, se requieren de la
sintesis de enzimas reguladas por QS, para lograr un crecimiento 6ptimo. En estos
medios de cultivo se puede inhibir el QS y por ende el crecimiento, de esta forma se
establece la presion de seleccion necesaria para la seleccion de resistencia. (Turan &
Engin, 2018).
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En el 2011 Maeda y colaboradores estudiaron a P. aeruginosa cultivada en un medio
minimo con una fuente de carbono (adenosina) que requiere del sistema de QS (sistema
Las) para sintetizar las enzimas necesarias para su degradacién (nucleésido hidrolasa).
De esta forma al inhibir los genes regulados por QS por la furanona C-30, disminuye la
expresion de la nucledsido hidrolasa y por tanto el catabolismo de la fuente de carbono,
inhibiendo el crecimiento. En esta condicién se generd una resistencia a la furanona,
mediante mutaciones que inactivan el gen mexR, que es un represor de la bomba de
expulsion de antibidticos MexAB-OprM y al gen nalC que también codifica un regulador
negativo de la misma bomba (Figura 9) (Maeda, y otros, 2011)

Al estar las bombas MexAB-OprM expresadas, pueden expulsar a la furanona C-30
(Figura 10), esto observaron que sucedia en aquellas cepas clinicas de P. aeruginosa
que no habian sido expuestas a la furanona C-30, pero eran MDR. (Garcia-Contreras y
otros, 2013).

0o
. Py . (Mecanismo de resistencia)

Aumento de la actividad de la expulsion por mutantes en mexR y nalC

oM

c-30 ..
0@ —
]

Espacio periplasmico

— as

LasR
(Condicién normal)

QS

LasR

Figura 10 Mecanismo de resistencia descrito a la furanona C-30

En el caso de las enzimas inhibidoras de QS se piensa que es menos probable que se
genere resistencia, porque ellas actuan en la zona extracelular, pero se han propuesto
hipotesis en las cuales se pueden llegar a la produccion en exceso de Al o inclusive,
que exista la produccion en enzimas capaces de hidrolizar las enzimas utilizadas en QQ
(Turan & Engin, 2018).
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2. Justificacion

P. aeruginosa es un microorganismo patdgeno oportunista, causante de varias
enfermedades en pacientes que se encuentran inmunosuprimidos; ademas es
resistente a una gran variedad de antibiéticos y presenta un gran nimero de factores
de virulencia, regulados por QS. Por otra parte se ha descrito resistencia a la furanona
C-30, la cual es mediada por la bomba MexAB-OprM que la expulsa al exterior de la
bacteria. Este efecto se ha observado en medios minimos, como el M9 adicionado con
adenosina como unica fuente de carbono. El catabolismo de la adenosina depende del
sistema Las, probablemente debido a que el metabolismo de la adenosina ayuda al
aumento de la patogenicidad, ademas que la transcripcién del gen nuh que codifica la
enzima que degrada la adenosina (nucledsido hidrolasa), que de igual forma es
regulado positivamente por LasR. Un estudio realizado por Lopez Jacome, demostrd
que en cepas de P. aeruginosa aisladas de pacientes con quemaduras, en presencia
de la enzima lactasa AiiM, se reduce los factores de virulencia dependientes de QS
como elastasa, HCN, piocianina y la actividad de proteasa alcalina (Lopez-Jacome, y
otros, 2019). Asimismo, se ha observado que AiiM no inactiva antibiéticos como los -
lactdmicos, por lo que se podria utilizar de forma adecuada contra infecciones causadas
por P. aeruginosa; ademas ninguna cepa presentd mecanismos de resistencia al efecto
de esta molécula. De tal manera que se quiere corroborar si P. aeruginosa en presencia
de la enzima AiiM en las condiciones de medio minimo con adenosina como fuente de
carbono puede presentar resistencia.
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3. Hipotesis

Se ha demostrado que Pseudomonas aeruginosa es capaz generar resistencia a
diferentes compuestos antimicrobianos que inhiben su desarrollo e inhibidores de
“quorum sensing”, por lo tanto, sugerimos que la bacteria puede generar resistencia a
enzimas que degradan acil-homoserin lactonas, en condiciones de presion de

seleccion.
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4. Objetivos

41. General

Determinar si Pseudomonas aeruginosa desarrolla mecanismos que le confieran
resistencia contra la lactonasa AiiM inhibidora de sistemas de “quorum sensing”.

4.2. Especificos

-_—

Realizar la purificacion de la enzima AiiM y determinar su actividad.

2. Establecer las condiciones ideales de crecimiento de la bacteria en el cual la
inhibicién del QS inhiba también su crecimiento.

3. Obtenery aislar células resistentes a la inhibicion de QS mediado por la enzima
AiiM.

4. Caracterizar a las células resistentes a la enzima AiiM.
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5. Metodologia

5.1. Cepas bacterianas

Para este estudio se utilizaron las cepas de P. aeruginosa descritas en la Tabla 4.

Tabla 4 Cepas utilizadas durante el proyecto

| Cepa Descripcion
PA14 WT Cepa de referencia de alta virulencia.
PAO1 WT Cepa de referencia de media virulencia.
PA14 AlasR ArhIR Deficiencia de los receptores de AHL.
PAO1 Alasl Arhll Deficiencia de las sintasa de los dos Al de AHL.
PAO1AlasR ArhIR Deficiencia de los dos receptores de AHL.
PAO1 Arhll Deficiencia en la sintasa del Al C4-HSL.
PAO1 ArhIR Deficiente en el receptor del Al C4-HSL.
PAO1 AlasR Ausencia del receptor del Al 30C12-HSL.
PA14 Anuh Ausencia de la actividad hidrolasa de adenosina.
Chromobacterium violaceum Deficiente en la sintesis del Al, se utiliza como
CV026 biosensor para AHL de cadena corta (C4HSL).
C. violaceum WT Productor de AHL de cadena corta.
Agrobacterium tumefaciens Biosensor para la deteccion de AHL de cadena
NTL4 PZLR4-traG:LacZ larga.
Escherichia coli M15/pQE30 Transformante con plasmido para la produccién de
AiiM la enzima AiiM, donada por el Dr. Toshinari Maeda.
5.2. Crecimiento bacteriano

Los crio-cultivos de P. aeruginosa se resembraron en placas de agar LB a 36.5°C £ 1°C
por 24h, para obtener colonias aisladas. Posteriormente se incubaron en caldo LB a
36.5°C + 1°C, 200 rpm por 20 h, de estos cultivos obtenidos se realizaron pases al
siguiente medio, inoculando una densidad 6ptica (DO) final de 0.05 a 600 nm.

Se utilizé el medio M9 adicionado con 1% de adenosina como unica fuente de carbono
con el amortiguador de pH MOPS (acido 4-Morfolinepropanesulfénico, acido 3-(N-
Morfolino) propanosulfénico) a pH 7.0 y para curvas de crecimiento con las enzimas
inhibidoras de quorum sensing. Mientras que como medio enriquecido se utilizé LB para
el crecimiento de todas las células y para la obtencion de sobrenadantes de las cepas
mutantes que fueron tratadas con la enzima AiiM.

5.3. Determinacion del medio en el cual se inhibio el QS

Con las cepas mutantes de P. aeruginosa descritas en el punto 5.1, se obtuvieron
colonias aisladas, las cuales fueron sometidas al proceso de crecimiento bacteriano
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(punto 5.2), y se inoculé medio M9 con 1% de adenosina, MOPS pH 7.0 con una DOgoonm
inicial de 0.05, se incubd por 72 h a 36.5°C £ 1°C a 200 rpm.

Se realizé la lectura de la DOgoonm cada 24 h por las 72 h, para obtener la curva de
crecimiento y determinar si esta condicion era la adecuada para utilizarlo como un medio
en el que se requiere del QS para poder crecer.

54. Obtencidn y purificacion de la enzima inhibidora de QS AiiM
5.4.1 Expresion de la enzima AiiM

La enzima que se probo en el desarrollo de este proyecto fue la lactonasa AiiM, la
cual es sintetizada por la transformante E. coli M15/pQE30 AiiM, donada por el Dr.
Toshinari Maeda, por lo cual se procedié a obtener la enzima y purificada con la
siguiente metodologia.

Del crio-cultivo de E. coli M15/pQE30 AiiM, se obtuvieron colonias aisladas, en cajas
de LB adicionadas con 100 ug/mL de ampicilina (Cayman chemical Iltem 14417) y 50
pMg/mL de kanamicina (Sigma Aldrich K1876), de las cuales se seleccioné una colonia y
se realizé un “over night” (ON) a 36.5°C + 1°C a 200 rpm en medio LB con 100 ug/mL
ampicilinay 50 ug/mL kanamicina. Con el crecimiento obtenido, se tomd una alicuota
y se ajusté 1L del medio LB con 100 ug/mL ampicilina y 50 ug/mL kanamicina una
DOsoonm inicial de 0.05 y se incubd en las mismas condiciones de temperatura y RPM
hasta obtener un DOgoonm de 0.5. Posteriormente se adicion6 1mM de IPTG (isopropil-
B-D-1-tiogalactopirandsido) para realizar la induccion de la proteina AiiM. El cultivo se
dejé incubando por 5 horas y se determiné el crecimiento. Después de la induccion, se
centrifugd a 9820 G por 10 min a 4°C, se conservé el pellet bacteriano a -20°C hasta su
uso.

Los pellets fueron resuspendidos en buffer de sonicacion (50 mM de NaH2PO4, 300
mM NacCl, 15 mM imidazol, pH 8.0 ajustado) en una relacion de 200 uL por 0.8 DOeoonm,
mas 50 uM de PMFS (fluoruro de fenilmetilsulfonilo) como inhibidor de proteasas. El
proceso de sonicacion se realizd a 30% de amplitud por 1.5 minutos en frio, con pulsos
de 15 segundos y reposo de 30 segundos, se tomaron 15 uL de extracto total y se
conservaron en un tubo, se recuperé el sobrenadante centrifugando el extracto total a
27,216 G por 30 minutos a 4°C, conservo en refrigeracion hasta el proceso de
purificacion de la enzima.

5.4.2 Purificacion de la lactonasa AiiM

El sobrenadante filtrado se pasd por una columna de resina (Qiagen® Ni-NTA
Agarosa) de 300 uL, previamente reconstituida con sulfato de niquel, se dejé reposar
por 30 minutos en frio para asegurar que la proteina se uniera con su etiqueta de
histidinas a la resina de niquel.

Para eliminar proteinas contaminantes, se realizé un primer lavado con una solucién
de 1 M de NaCl, seguido de lavados con buffer de lavado (50 mM de NaH>PO4 300 mM
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NaCl, pH 8.0 ajustado) con dos concentraciones de imidazol (20 mM y 50mM), para
recuperar la proteina, se paso por la columna 3 volumenes de buffer de eluciéon (50 mM
de NaH2PO4, 300 mM NacCl, 250 mM Imidazol, pH 8.0 ajustado), se recolectaron las
eluciones y se guardaron hasta su uso en refrigeracion, finalmente se adicion6 2
volumenes de buffer de limpieza (50 mM de NaH>PO., 300 mM NacCl, 400 mM Imidazol,
pH 8.0 ajustado), para limpiar por completo la columna.

Todas las muestras recolectadas durante el proceso se
kDa prepararon para realizar un SDS page (electroforesis en gel de

3,_ poliacrilamida con dodecilsulfato sédico), para esto se tomaron
E 50 pL de muestra que se les adiciono 12 pL de buffer de
E 93 laemmli 4X (azul de bromofenol 4X con 10 pL de B-
¢ s mercaptoetanol), se homogeneizé y se colocd en bafio maria
:: a 100°C por 15 minutos. Posteriormente, las muestras se
2 . colocaron en un gel de poliacrilamida, se utilizé el marcador de
_f | peso molecular BLUEstain™ Protein Ladder (Figura 11) en un
2 - gel de poliacrilamida con un gel concentrador al 5% y de
E resolucion al 12%, el corrimiento de la electroforesis se ejecutd
'=E en las siguientes condiciones: Buffer de corrimiento (Bis-Tris
I 10%, SDS al 2%, glicina) y se corri6 a 80V, hasta que las
3 muestras pasaran el limite del gel concentrador, el corrimiento
S del gel de resolucion se realizé a 120V por una hora y media

Figura 11 Marcador de aproximadamente.

peso molecular:
ELéJdEstain Protein - Para tefir el gel, se utilizé el reactivo de tincién (azul de
aqaaer

brillante de coomassie, disuelto en etanol, aforado con acido
aceético y agua desionizada), se coloco en agitacion hasta que
el gel estuviera completamente tehido, se realizaron procesos de calentamiento en
microondas, para ayudar a tefir el gel. Para destefiir el gel, se enjuagé con agua
corriente y se coloco solucion destefiidora (etanol, acido acético, agua desionizada), se
puso en agitacion y de igual forma se realizaron calentamientos de 30 segundos en
microondas para ayudar a eliminar el colorante del gel. Se realiza la visualizacion del
gel, analizando el marcador de PM, identificando la banda de 25 kDa, y en las eluciones
se buscd una banda cercana a 27 kDa.

De las fracciones en las que se detecto la banda de la proteina (aproximadamente 27
kDa), se realiz6 una dialisis, colocando la solucion en una membrana de celulosa
(Sigma aldrich, Dialysis tubing avg. Flat width 25 mm) con un tamafo de poro de 12
kDa, para eliminar en buffer de elucion (50 mM NaH:;PO., 300 mM NaCl, 250 mM
imidazol pH de 8.0). La dialisis se dejé por 48 h, a temperatura ambiente, en constante
agitacion. Se recupero la solucion del interior de la membrana.

La concentracion de la enzima se midié con Nanodrop a 280 nm, en el programa de
medicion de concentracion de proteinas o por el método de Bradford.
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5.4.3 Determinacion de la funcién de la enzima AiiM

Para determinar la funcion de la enzima se realizaron los ensayos de disminucion de
factores de virulencia como actividad caseinolitica y piocianina descritos en el punto 5.7,
los ensayos se realizaron en la cepa PA14 WT y PAO1 WT, colocando la enzima en una
concentracion final de 5 y 10 yg/mL, con un control negativo al cual no se le adicioné
enzima.

5.5. Obtenciodn de células resistentes a la enzima AiiM

Para obtener células resistente a la lactonasa AiiM, se decidi6 utilizar a la cepa PAO1
WT, el motivo de seleccién, se describe en la seccidén correspondiente de resultados,
para esto se procedio a realizar los pasos del crecimiento bacteriano (punto 5.2) y
después de haber obtenido el ON se realizé un pase en 5 mL de medio minimo M9 con
adenosina 1%, MOPS pH 7.0, con una DOeoonm inicial de 0.05, esto se realizé por
triplicado y en tres condiciones distintas: SE (Sin enzima), 5 (5 ug/mL de AiiM) y 10 (10
pg/mL de AiiM), se incubaron a 36.5 °C £ 0.5 °C, 200 rpm por 72 h. Se realizaron lecturas
de la DOegoonm cada 24 h para ir monitoreando el crecimiento obtenido de cada uno de
los cultivos realizados. Pasadas las 72 h de cultivo se procedié a realizar otro pase en
otros tubos con las mismas condiciones antes mencionadas, esto se realizé por 11
pases, lo que fue igual a 744 h de cultivo.

Después del pase tres, se guardaron crio-cultivos de las muestras obtenidas, para
analizar la presencia de mutantes. Para los crio-cultivos se afiadieron 400 L de glicerol
50% y 800 uL del cultivo, estos se almacenaron a -70°C.

5.5.1 Busqueda de colonias resistentes a la enzima AiiM

De aquellos puntos donde el crecimiento de los cultivos con enzima fue similar al
crecimiento de los cultivos obtenido sin enzima, se procedi6 a realizar siembras en cajas
LB de los crio-cultivos guardados. Se seleccionaron 10 colonias aisladas de cada crio-
cultivo, a las cuales se les realiz6 la medicién de factores de virulencia en presencia de
5 ug/mL de AiiM en medio LB, para ver cuales de ellos presentaban fenotipos similares
a los factores de virulencia (actividad caseinolitica y piocianina) de las células WT sin
enzima. Aquellas colonias que presentaron fenotipos similares, se guardaron en
gliceroles (como se describié anteriormente) y se volvio a repetir la medicién de los
factores de virulencia por triplicado.

5.6. Obtencion de sobrenadantes

De los cultivos obtenidos en LB se midi6 la DOsgonm Y se utilizé como blanco medio LB
o medio M9 con 1% de adenosina, segun el medio en el cual se habia obtenido el
crecimiento bacteriano. Cada cultivo se centrifugd a 9200 G por 5 minutos y se recolecté
el sobrenadante. El sobrenadante se paso por un filtro de 0.22 um, para evitar el paso
de células bacterianas. Se conservan en refrigeracién a 4°C en caso de no utilizarlos
inmediatamente para la determinacién de factores de virulencia.
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5.7. Determinacion de factores de virulencia

Para la determinacion de los factores de virulencia, los cultivos que se utilizaron para
obtener sobrenadantes fueron obtenidos de cultivos en LB con un tiempo de incubacion
de 20 h, con estos se realizé la medicién de actividad caseinolitica y produccién de
piocianina como factores de virulencia de importancia regulados por QS.

Esto se realizd con las cepas mutantes que se obtuvieron en el punto 5.5 y cultivos de
la cepa PAO1 WT.

5.7.1 Determinacion de actividad caseinolitica

La actividad caseinolitica se realizé con modificaciones a lo descrito por Lopez-
Jacome y colaboradores 2019. En una placa de 96 pozos se adicioné 100 uL de la
solucion substrato (azocaseina 1.25% disuelta en buffer de proteasa (Tris base 20 mM,
CaCl; 1 mM, pH 8.0 ajustado con HCI concentrado)), posteriormente se adicioné 5 L
del sobrenadante (esto se realiza por duplicado y por cada una de las muestras), se
agité levemente con la punta de la pipeta y se incubé a 36.5 + 0.5 °C por 40 minutos.
Pasado el tiempo, se procedié a tomar 50 L de los pozos y se vertieron en tubos de
1.5 mL con 200 yL de acido nitrico 1%. Se agité levemente y se centrifugd por 5 minutos
a 9200 G; del sobrenadante obtenido, se adicionaron 50 pyL en una placa de 96 pozos
mas 150 pL de hidroxido de sodio (NaOH) 0.5%, se mezcld con la punta de la pipeta y
se realizo la lectura a 405 nm en el equipo VICTOR® Nivo™.

Los resultados se reportaron como una absorbancia a 405 nm sobre DOgsoonm.

5.7.2 Determinacién de la produccion de piocianina

Se realiz6é conforme a lo descrito por Lopez-Jacome y colaboradores, 2019, con algunas
modificaciones. De los cultivos obtenidos en LB con y sin la lactonasa AiiM, se
obtuvieron los sobrenadantes como se menciond en el punto 5.6, posteriormente se
tomaron 400 pL del sobrenadante y se adicionaron en tubos conicos de 1.5mL con 210
ML de cloroformo; cada tubo se mezcld en vortex por 2 minutos. Los tubos se
centrifugaron 2 minutos a 9200 G y se recolecté 150 L de la fase organica, la cual se
depositd en tubos nuevos conicos de 1.5 mL con 400 pL de 0.1 N HCI. Se mezclé en
vortex por 2 minutos y se volvieron a centrifugar los tubos a 9200 G por 1 minuto, las
muestras se leyeron a 520 nm en el equipo VICTOR® Nivo™.

Los resultados se reportaron como una absorbancia a 520 nm sobre DOsoonm.

5.8. Detecciéon de los Al de P. aeruginosa
5.8.1 Extraccion de AHL

Para la extraccion de AHL, se utilizé una colonia fresca de cada una de las cepas a

analizar, de la colonia se colocé un ON en medio LB a 36.5 °C + 0.5°C a 200 rpm.
Posteriormente se midi6 la DOgoonm, Y del crecimiento obtenido, se inocularon matraces
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Erlenmeyer de 250 mL, con 20 mL de medio LB con un cultivo inicial de 0.05 de DOsgonm,
en dos condiciones, con 5 ug/mL de AiiM y sin enzima. Los cultivos se incubaron en las
siguientes condiciones: 20 h a 36.5 °C + 0.5 °C a 200 rpm. Pasado el tiempo de
incubacién se centrifugaron los cultivos a 9200 G por 10 minutos, se recuperé el
sobrenadante y se paso por un filtro de 0.22 ym. El sobrenadante filtrado se colocé en
tubos falcén de 50mL y se le adicion6 un volumen de acetato de etilo acidificado con
acido acético glacial 0.5% (v/v), se vortexeo a maxima potencia por un total de 3 minutos
(se debe de observar una mezcla homogénea), se procedié a centrifugar a 9200 G por
5 minutos. La fase superior se colocé en tubos de 1.5 mL y se dejo evaporar en la
campana de extraccion por un total de 48 h. Los tubos ya secos, se disolvieron con un
total de 1 mL de DMSO (dimetilsulféxido), se guardaron a -20°C hasta su uso.

5.8.2 Deteccion de C4HSL

Para la deteccion de C4HSL se utilizd el biosensor Chromobacterium violaceum
CV026, el cual se recuperé de un crio-cultivo, se procedié a sembrarlo en cajas de LB
e incubarlas a 27.5°C % 0.5°C por 48h. Del crecimiento obtenido, se recuperd una
colonia a la que se le realizé un pre cultivo en caldo LB a 27.5°C £ 0.5°C, a 200rpm por
48h.

5821 Prueba T

Del precultivo se realizo la prueba T, que consiste en colocar en la parte central de una
caja de LB, una estria continua de la cepa productora de AHL y de forma perpendicular
se coloca una estria continua del cultivo del biosensor C. violaceum CV026, sin tocar la
estria del cultivo del productor de AHL. Como control positivo se utiliza la cepa de C.
violaceum WT. Todas las cajas se proceden a incubar a 27.5°C + 0.5°C por 48h.

5.8.2.2 Detecciodn en sensidisco

Se realizé en cajas de LB una siembra masiva del precultivo de C. violaceum CV026,
paso seguido, se colocaron sensidiscos estériles a los que se les adicionaron los
extractos obtenidos de las AHL de las cepas de interés. Como control positivo se utilizd
a C4HSL 2 pM disuelto en DMSO, y de control negativo se utilizd agua estéril. Las cajas
se incubaron a 27.5°C £ 0.5°C por 48h.

5.8.3 Deteccion de 3012HSL

Para la deteccion de HSL de cadena larga, se utilizo al biosensor Agrobacterium
tumefaciens NTL4 P2LR4-traG: lacZ. Del criovial de la cepa de A. tumefaciens NTL4
P2LR4-traG: lacZ se creci6 en caja de LB con gentamicina 30 pg/mL, se incubé a 27.5°C
+ 0.5°C por 48h, se seleccioné una colonia y se inoculé un matraz de 50 mL con 5 mL
de medio LB con gentamicina 30 ug/mL, se incubd a 27.5°C + 0.5°C por 48h a 200 rpm.
Se midio la DOsoonm del cultivo, para inocular tubos de 16 mm por 150 mm con 2 mL del
mismo medio, con una DOggonm inicial de 0.05, en cada tubo se adiciond 2 uL de los
extractos previamente obtenidos con y sin la presencia de la lactonasa AiiM. Se
colocaron otro juego de tubos con extracto obtenido sin enzima, pero se les adicion6 5
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pg/mL de AiiM. Como control positivo se utilizé una solucion preparada de 3012HSL a
una concentracion de 1 yM y como control negativo se utilizé agua desionizada estéril.
Todos los tubos se incubaron a 27.5°C + 0.5°C por 24 h a 200 rpm, pasado el tiempo
de incubacion se midié la DOegoonm de todos los cultivos. Se recolectdo 1.5 mL de los
cultivos en tubos de 2.0 mL y se centrifugaron a 9600 G por 5 minutos. Los pellets
obtenidos se conservaron y se descarto el sobrenadante. A los pellets se les realizaron
3 lavados con 500 pL de solucién salina 0.9%, se vortexeo por 2 minutos (se debe
resuspender el pellet) y centrifugé a 9600 G por 5 minutos.

Realizados los 3 lavados, se resuspende el pellet en vortex en solucién salina 0.9%
por 2 minutos. Del cultivo resuspendido en solucion salina 0.9%, se tomaron 20 yL y se
adicionaron en tubos de 1.5 mL junto con 80 pL de solucion de permeabilizacion (100
mM NazHPO,, 20 mM KCI, 2 mM MgSO., 0.8 mg/mL CTAB, 0.4 mg/mL desoxicolato de
sodio y 5.4 yL/mL B-mercaptoetanol), se homogeneizé y se incubd por 30 minutos a
36.5°C = 0.5°C a 200rpm. Transcurrido el tiempo se le adicioné 600 uyL de solucidn
substrato (60 mM Na;HPO4, 40 mM NaH2POs, 1 mg/mL ONPG y 2.7 uL/mL B-
mercaptoetanol), se homogeneiz6 la mezcla y se incub6 por 45 minutos en las mismas
condiciones. Finalmente se agregaron 700 pL de solucion STOP (1 M Na;COs3) y se
determind la absorbancia a 420 nm y 550 nm. Cuando la Abs420nm, fue mayor a 0.5, se
realizé una dilucion 1:10 o 1:2, segun fuera el caso.

La actividad se reporta en unidades de Miller, para lo cual se utiliza la siguiente
férmula:

AbS420 nm — (1.75 X AbSssonm)

1000 x
t XvX D0600nm

Donde:

Absa20nm = Absorbancia del amarillo de o-nitrofenol

Absssonm = Absorbancia de amarillo de o-nitrofenol, se descarta la densidad
celular presente

DOsoonm = Crecimiento del cultivo

t = tiempo de la reaccién en minutos

v = volumen del cultivo de crecimiento en mL
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6. Resultados
6.1. Purificacion de la enzima AiiM

La expresion y purificacion de la enzima se realizé conforme a lo descrito por Lopez-
Jacome y colaboradores, 2019, con algunas modificaciones. El sistema de expresion
de la enzima fue E. coli M15/pQE30 AiiM y la induccion se realizé con una DOgsoonm de
0.5 con 1mM de IPTG por 5 h. Con estas condiciones se mejord la expresién. Se
observa en la Figura 12, a la altura de 27 kDa en los carriles 7,8 y 9 que existe una alta
concentracion la enzima, durante el proceso de purificacién se observa que varias de
las proteinas contaminantes no se lograron eliminar, pero la pureza es de 85%,
determinada por Imaged, a una concentracion de 250 mM de Imidazol.
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Figura 12 Gel SDS PAGE de la primera purificacion de la enzima AiiM. Carril 1: Marcador de PM, carril 2:
Concentrado de primera purificacion, carril 3: después de columna, carril 4: lavado con 10 mM imidazol, carril 5:
lavado con 20 mM imidazol, carril 6: lavado con 50 mM imidazol, carril 7: primera fraccién de eluciéon con 200mM
imidazol, carril 8: segunda fraccion de elucién con 200mM, carril 9: tercera fraccién de elucion con 200mM, carril
10: lavado con 400 mM imidazol.

Posteriormente se realizo la didlisis para la eliminacion del glicerol e imidazol de las
fracciones en las cuales se encontré la fraccion de la enzima, realizada en las
condiciones previamente descritas, la proteina ya dializada, se almacend a -20°C, hasta
SUu uso.

La concentracion de la proteina se calculd por medio del Nanodrop, y se confirmé con
el método de Bradford, obteniendo una concentracion total de 290 pg/mL, ya con la
correcciéon de la pureza previamente obtenida.
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6.2. Determinacion de actividad anti virulencia de la enzima AiiM

Para determinar si la enzima AiiM obtenida era activa, se procedié a determinar la
inhibicién de factores de virulencia en la cepa PAO1 WT, para esto se utilizo la proteina
en tres concentraciones 2 uyg/mL, 5 uyg/mLy 10 pg/mL. En la Figura 13 se muestra como
se inhibe la produccién de dos factores de virulencia asociados a QS, se observa en la
figura que desde los 2 uyg/mL de AiiM existe una disminucién de ellos, se ve claramente
que con una concentracion de 5 ug/mL y 10 yg/mL de la enzima, la actividad
caseinolitica se abate en su totalidad; por otro lado, se observa una disminucién de la
produccion de piocianina en presencia de la lactonasa AiiM, aunque en menor medida
que en el caso de la actividad caseinolitica. Esto se puede deber a que la produccion
de piocianina, esta regulada por los sistemas Rhl y Pgs. Con estos datos, sé concluyé
que la enzima se encontraba activa y se pudo utilizar para los propdsitos deseados en
este estudio.
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Figura 13 Determinacion de la actividad anti-virulencia de la enzima AiiM sobre Pseudomonas aeruginosa
PAO1 WT

6.3. Condiciones ideales de crecimiento

En el crecimiento que se obtuvo en el medio minimo M9 con adenosina 1%, MOPS pH
7.0 (Figura 14), se observo que la mutante PA14 Anuh no tuvo un crecimiento favorable,
lo que era de esperarse, ya que es una mutante del gen que codifica para la hidrolasa
de la adenosina, por esta razén se utiliz6 como control negativo de crecimiento. Por el
contrario, las cepas PAO1 WT y PA14 WT, su crecimiento a las 72 h fue favorable en
ambos casos, lo que nos indica que tienen los sistemas de QS activos. Cuando a las
cepas PAO1 WT y PA14 WT se les adicioné 5 ug/mL de la enzima AiiM, el crecimiento
disminuyd considerablemente, en el caso de la cepa PA14 WT el crecimiento se abatid
en estas condiciones. Con estos resultados, observamos que la enzima si inhibié el
sistema LasRI, necesario para activar la hidrolasa de adenosina, ademas se observé
que la cepa a utilizar seria PAO1 WT, porque fue la cepa que presentd un crecimiento
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considerable en presencia de la enzima AiiM, lo que se requiere para poder generar
mutantes.

Las mutantes de las cepas PAO1 y PA14 en el sistema Las, se comportan muy
similar a lo ocurrido en PA14 Anuh, este mismo fendmeno ocurre en las cepas mutantes
PAO1y PA14 en el sistema Rhl y las dobles mutantes en sistemas Las y Rhl, por lo que
se puede concluir que este es el medio adecuado para realizar la presion de seleccion
en presencia de la enzima AiiM.

PACA ArhIR

PAD1 AlasR/ ArhiR
PAD1 Alasl

PAD1 AlasR

PACH Alasl / &rhll
PA14 Anuh

PA14 AlasR | ArhiR
PA14 AlasR

PA14 Arhll

PAD1 WT

PA14 WT

PACT WT + Sug/mL AiiM
PA14 + Sug/mL AiiM

b4 DOt me

+

Figura 14 Crecimiento de cepas de Pseudomonas aeruginosa_en medio minimo M9 con 1% Adenosina
MOPS pH 7.0

6.4. Obtencion de bacterias resistentes a la enzima AiiM

Una vez que ya se conocia cual era la cepa que se utilizara, y el medio adecuado para
generar mutantes resistentes a la enzima AiiM, se procedi6é a realizar el proceso de
crecimiento de los cultivos de la cepa PAO1, todos los cultivos se iniciaron a partir de
una sola colonia. Los cultivos se realizaron en tres condiciones: sin enzima (SE), 5
pMg/mL y 10 ug/mL de la enzima AiiM.

Enla Figura 15 se puede observar que en los primeros 6 pases, el crecimiento obtenido
en los cultivos de la cepa PAO1 SE, eran los que presentaban un mayor crecimiento,
en comparacion a los cultivos de la cepa PAO1 con 5 pg/mL y 10 pg/mL de AiiM, esto
se debe a que el metabolismo de la adenosina esta regulado por QS, y al existir una
enzima que degrada a los Al, la sefial de QS es casi nula, lo que provoca que no se
tenga un crecimiento favorable. En la figura 15, se observa que desde el pase 5, las
cepas PAO1 10 AiiM 1 y PAO1 10 AiiM 3, empezaron a contar un crecimiento mayor,
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en comparacion a los tres cultivos de las cepas PAO1 5 AiiM y de la cepa PAO1 10 AiiM
2, pero no era similar a los tres cultivos de la cepa PAO1 SE. A partir del pase 7, el
cultivo de la cepa PAO1 10 AiiM 1, presentd un crecimiento similar a los cultivos de las
cepas PAO1 SE 2 y PAO1 SE 3, el comportamiento continuo en los pases 8 y 9, pero
se vio un desplome del crecimiento en el pase 10. Otro cultivo que se vio con un
crecimiento favorable, fue el de la cepa PAO1 5 AiiM 3, ya que en el pase 8 su
crecimiento fue mayor que los cultivos de las cepas PAO1 SE 1, 2 y 3. De los tres
cultivos en los cuales se observé que existia un crecimiento favorable, se procedié a
obtener colonias puras, de las que se seleccionaron 10 de ellas para analizar dos
factores de virulencia e identificar cuales podrian ser resistentes a la enzima AiiM.

2.0+
e PAO1WT 1
1.6+ » » PAO1WT 2
£ . « PAO1WT3
S 104 e = PAO1 5 AiM 1
w L ®
9 3 Py N = PAO15AiM?2
A .n u ™ e
054 ¥ ¢ I = PAO15AiM3
A LI + PAO1 10 AiiM 1
0.0 F—r—r—r—r—r—r—r—r-T - T—_—p— + PAO1 10 AiiM 2
0 N 10 « PAO1 10 AiiM 3
Pases

Figura 15 Curva de crecimiento para la obtencion de mutantes resistentes a la enzima AiiM, en medio M9
Adenosina 1% MOPS pH 7.0

Las cepas que se seleccionaron para este proyecto, se encuentran mencionadas en
la Tabla 5, de las cuales se obtuvieron las 10 colonias para analizar su comportamiento
en los factores de virulencia.

28 | Pagina



Tabla 5 Cultivos seleccionados para su analisis de resistencia a la enzima AiiM

Nombre de la
cepa

PAO1 SE

PAO1 10 AiiM 7-1

PAO1 10 AiiM 7-3

PAO1 5 AiiM 8-3

NUumero de
pase del cual
se obtuvo

Pase numero 7

Pase numero 7

Pase numero 7

Pase numero 8

Caracteristicas

Cultivo 1 de PAO1 WT que crecié por 504h en
medio minimo M9 adenosina 1% MOPS pH 7.0.

Cultivo 1 de PAO1 WT que crecio por 504h en
medio minimo M9 adenosina 1% MOPS pH 7.0
en presencia de 10 yg/mL de la enzima AiiM.

Cultivo 3 de PAO1 WT que crecio por 504h en
medio minimo M9 adenosina 1% MOPS pH 7.0
en presencia de 10 yg/mL de la enzima AiiM.

Cultivo 3 de PAO1 WT que crecio por 600 h en
medio minimo M9 adenosina 1% MOPS pH 7.0
en presencia de 5 yg/mL de la enzima AiiM.

6.5. Caracterizacion de las clonas resistentes a la enzima AiiM

Una vez que se obtuvieron las 4 clonas con crecimiento en adenosina en presencia de
la enzima AiiM, se procedié a obtener 10 colonias de cada clona, con la finalidad de
buscar aquellas que sean resistentes a la lactonasa. Cada colonia se incub6 un ON en
medio LB a 36.5 + 0.5 °C a 200 rpm, pasado el tiempo de incubacién, se inoculd por
triplicado tubos de 15 mL con 2 mL de medio LB mas 5 pg/mL AiiM y tubos sin la
presencia de la enzima, se incubaron por 20 h a 36.5 + 0.5 °C a 200 rpm, obteniendo
en todos los cultivos, se midid el crecimiento a una DOsgponm. Se obtuvieron los
sobrenadantes de cada cultivo para realizar las mediciones de los factores de virulencia
(actividad caseinolitica y piocianina).

Esta metodologia se realizé para las cepas PAO1 WT y PAO1 SE, con la finalidad de
observar el efecto que tiene la enzima con los factores de virulencia de estas dos cepas.
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6.5.1 Factores de virulencia
6.5.1.1 Actividad caseinolitica

0.25
E BN Sin enzima
o§ 0.20 B 2 5ug/mL AiM
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§E ' 10ug/mL AiiM
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©
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Figura 16 Curva de actividad caseinolitica con la enzima AiiM a tres diferentes concentraciones N=3. Donde
ns = sin diferencia significativa, * p < 0.5.

De las 40 colonias seleccionadas, solo se obtuvieron 2 colonias que después de varias
repeticiones se mantuvieron con un comportamiento de resistencia a la enzima AiiM. En
la Figura 16, se observa en la cepa PAO1 WT una disminucién con significancia
estadistica en la produccién de la actividad caseinolitica desde la concentracion de 2.5
pg/mL AiiM, mientras que en la cepa PAO1 SE sucede el mismo fendmeno, pero con la
concentracion de 5 ug/mL AiiM. De esta forma se descarta que la resistencia a la enzima
esta dada por crecer en el medio minimo con adenosina de forma continua; por otro
lado, vemos que la cepa PAO1 5 AiiM 8-3 con sus dos colonias 3 y 6, se obtiene un
incremento de la actividad caseinolitica, este efecto se aprecia en la colonia 3 con una
concentracion de 10 ug/mL de la enzima y con la colonia 6 con una concentracion de
2.5 ug/mL, pero en los otros puntos, la actividad en ambas cepas son similares a la
actividad que se presenta sin enzima, incluso al realizar pruebas estadisticas de
Bonferroni, nos muestra que no hay diferencia estadistica. En cuanto a la cepa PAO1
10 AiiM 7-1 con su colonia 8, el analisis estadistico nos muestra que a la concentracion
de 5 pg/mL hubo un incremento en la actividad, pero en las otras dos concentraciones
la actividad fue muy similar a la observada a la que no estuvo en contacto con la enzima
AiiM. Finalmente, la cepa PAO1 10 AiiM 7-3, la actividad caseinolitica en presencia de
la enzima, no presentdé un aumento de ella, si no, que hubo una disminucion de su
actividad, cabe destacar que esta cepa en la curva de crecimiento se observd su
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crecimiento fue menor a PAO1 10 AiiM 7-1, pero muy similar a los 3 cultivos de PAO1
WT.

Consecutivamente se volvio a realizar la medicién de la actividad caseinolitica, pero en
esta ocasion solo se probd con la concentracion de 5 ug/mL AiiM y se observé que las
cepas PAO1 WT y PAO1 SE mantenian su sensibilidad a la enzima, asi como la cepa
PAO1 10 AiiM 7-3, mientras que las dos colonias de PAO1 5 AiiM 8-3, mantenian su
resistencia a la enzima. En el caso de PAO1 10 AiiM 7-1 la colonia 8, presenté una
disminucion de la actividad, tal como se observé con la cepa PAO1 10 AiiM 7-3, con lo
que se concluydé que esta cepa no presenta una resistencia consistente a la enzima
(Figura 17).
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Figura 17 Actividad casenolitica de las cepas resistentes a la enzima AiiM N=3. Donde ns = sin diferencia
significativa, * p < 0.5.

6.5.1.2 Piocianina

La produccién de piocianina se determiné con los sobrenadantes obtenidos para realizar
la curva de actividad caseinolitica. En la Figura 18, se observa que tanto en la cepa
PAO1 WT y PAO1 SE, tienen una disminucién en la produccién de piocianina desde la
concentracion de 2.5 ug/mL de AiiM, asi como sucedié con la actividad caseinolitica,
por esta razon podemos decir que ambas cepas son sensibles a la enzima lactonasa,
mientras que la cepa PAO1 5 AiiM 8-3 con su colonia 3, la produccién de piocianina se
ve un incremento significativo a partir de la concentracién 5 ug/mL de AiiM, este
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resultado tiene una correlacién con la actividad caseinolitica, mientras que con las
colonia 6, la produccién se mantiene con todas las concentraciones de la enzima.

En el caso de PAO1 10 AiiM 7-1 8, la produccion de piocianina se mantiene similar en
todas las concentraciones que se probaron y como se observaba en la actividad
caseinolitica, tampoco existié un aumento significativo. Algo interesante es el caso de
PAO1 10 AiiM 7-3 1, en donde se logra observar que hay un aumento significativo en la
produccion de piocianina e inclusive existe una produccion mayor conforme se va
adicionando mayor concentracion de la enzima AiiM, pero cuando se volvi6 a realizar la
medicion de piocianina para verificar si eran cepas mutantes, las cepas PAO1 10 AiiM
7-3 6 y PAO1 10 AiiM 7-1 8, presentaron una baja en la produccién de piocianina en
presencia de 5 ug/mL de AiiM, pero en la primer cepa es donde se logra observar mas
el efecto de inhibicién, estos resultados nos indican que no en todas las colonias
seleccionadas, se encuentran mutaciones que confieren resistencia a la enzima.
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Figura 18 Curva de produccion de piocianina con la enzima AiiM a tres diferentes concentraciones N=3.
Donde ns = sin diferencia significativa, * p < 0.5.
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Figura 19 Produccién de piocianina de las cepas resistentes a la enzima AiiM N=3. Donde ns = sin diferencia
significativa, * p < 0.5.

6.5.2 Deteccion de C4HSL

Para descartar que la resistencia a la enzima estuviera dada a modificaciones en las
AHL o que no se secretaron, se procedi6 a realizar la prueba T realizada con el cultivo
de C. violaceum CV026 como biosensor de C4HSL. Se evaluaron los cultivos de P.
aeruginosa PAO1 WT, PAO1 SE, PAO1 10 AiiM 7-3 6, PAO1 10 AiiM 7-1 8, PAO1 5
AiiM 8-3 3 y PAO1 5 AiiM 8-3 6, para ver su produccion del Al. C. violaceum WT se
utiliz6 como control positivo, ya que este microorganismo regula la produccién del
pigmento violaceina gracias a un sistema QS.

En la Figura 20 se observa la seccion G la pigmentacién de C. violaceum WT por lo
que se concluye que si produce el Al de HSL de cadena corta (C4HSL) que son
difusibles en el medio y son detectadas por C. violaceum CV026, ya que produjo en las
puntas del cultivo el color violeta caracteristico. En el apartado F de la Figura 20, se
tiene en la parte central a la cepa PAO1 WT, se observé que el Al fue detectado por
difusion de C4HSL, asi se concluyé que la cepa PAO1 WT es productora de esta
molécula, de esta forma se puede comparar con las cepas mutantes. En la seccion E,
se observa a la cepa PAO1 SE que tiene un comportamiento similar a la cepa PAO1
WT, asi se descartdé que el crecimiento en adenosina genere alguna mutacién de
importancia; finalmente las cepas mutantes PAO1 10 AiiM 7-3 6 (D), PAO1 10 AiiM 7-1
8 (C), PAO1 5 AiiM 8-3 3 (B) y PAO1 5 AiiM 8-3 6 (A) se observa que todas las cepas
tuvieron la produccion del Al de cadena corta C4HSL, ya que en todos los casos son
detectados por C. violaceum CV026, un comportamiento muy similar a PAO1 WT y
PAO1 SE.
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Figura 20 Prueba T para censar la produccion de violaceina en Chromobacterium violaceum CV026
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Figura 21 Prueba con sensidisco para la deteccion de HSL de cadena corta en C. violaceum CV026
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Al observar que si se detect6 la senal del Al por el biosensor, se procedié a realizar la
extraccion de las HSL tal como se describié en el punto 5.8, con acetato de etilo acidificado
con 0.5% de acido acético, una vez que se evaporo el acetato de etilo, en los tubos se
colocé DMSO para recuperar y disolver las AHL que precipitaron, este proceso se realizd
con todos los cultivos de las cepas mutantes con 5 pg/mL AiiM y de cultivos sin la presencia
de la enzima, de igual forma se realizé con la cepa de C. violaceum WT para utilizar el
sobrenadante de este cultivo, como un control positivo se utilizdé una solucion de C4HSL a
una concentracién de 2 yM y como control negativo se us6 agua destilada estéril, de ambos
se colocaron 2 L en los sensidiscos, mientras que de los extractos obtenidos se colocé el
volumen de 5 L, ya que fue el volumen maximo que aceptd cada disco, fueron incubados
por48ha27.5°C+0.5°C.

En la Figura 21, se puede observar los resultados obtenidos, en el apartado A se observa
que el control positivo que fue la solucion preparada con C4HSL a una concentracion de 2
MM si difunde en el agar, y que es detectado por C. violaceum CV026 ya que se produce el
pigmento caracteristico de la violaceina; en la parte inferior de la misma caja, se encuentra
el control negativo, se esperaba que no tuviera ningun efecto de deteccion, esto se observo
en el cultivo, ya que no hay ninguna pigmentacion alrededor de la zona, finalmente, en esa
misma caja, se coloco el sobrenadante del extracto de C. violaceum WT, esperando que en
estos existiera la presencia del Al C4HSL, pero no se observo efecto alguno alrededor del
sensidisco, por lo que los 5 uL de sobrenadante que se afiadieron, puede que contengan
una concentracion por debajo de la minima para ser detectado por el biosensor; mientras
que en el extracto de C. violaceum WT se logra observar una pequena mancha de color
morado debajo del disco, pero este solo es por el color que se obtuvo del precipitado
disuelto en DMSO, por lo que de igual forma que en el sobrenadante, no se detecté el Al
por el biosensor, esto se puede deber a que la técnica de extraccion no fue la correcta o la
concentracion del Al es muy baja y por ende no es detectada. El mismo fenédmeno que se
observo con el extracto de C. violaceum se presencié en todos los extractos obtenidos, tal
como se muestra en la Figura 21, donde ESE se refiere al extracto de la cepa PAO1 SE;
E833 es extracto de la cepa PAO1 5 AiiM 8-3 3; E836 es extracto de PAO1 5 AiiM 8-3 6;
E718 es extracto de PAO1 10 AiiM 7-1 8; E736 se refiere al extracto de la cepa PAO1 10
AiiM 7-3 6 y finalmente EPAO1 es el extracto de la cepa PAO1 WT; cuando se afiade +A,
es el extracto de la cepa a la cual en el cultivo se le adicion6 5 ug/mL de la enzima AiiM.

Con los dos resultados, se puede concluir que las cepas mutantes si producen el Al C4HSL,
ya que fue detectado por la prueba T, pero que probablemente su concentracion es muy
baja en el sobrenadante y que por esa razén es dificil poder realizar la extraccion de este
Al, y por esta razén no se puede detectar por sensidiscos, esto se puede confirmar con los
resultados observados en la Figura 21, en los apartados A y F que en ambos casos se
tienen sobrenadantes filtrados de C. violaceum WT y P. aeruginosa PAO1 WT
respectivamente.

6.5.3 Deteccion de 3012HSL

Antes de realizar la deteccién de las HSL de cadena larga, se realizd una curva tipo (Figura
22), para conocer las concentraciones en las cuales se detectaria sin ningun problema al
Al por el biosensor, de esta forma conocer la concentracion minima que puede ser
detectada, se utilizd la técnica descrita en la metodologia, pero a los cultivos de A.
tumefaciens NTL4 P2LR4-traG: lacZ se le adicion6 de una solucion preparada de 3012HSL
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a 10 mM a concentraciones finales de 1 uM, 1.5 yM, 2 uM, 2.5 pM y 3 uM, estas fueron las
concentraciones minimas detectadas por el biosensor, también al realizar la curva tipo,
podemos conocer la concentracidon que tiene cada uno de los extractos que se evaluaron,
ya que se conoce la ecuacién de la curva tipo:

AbS420 nm = 0.09020(uM) + 0.01324

La R? de la regresion lineal fue de 0.89, por lo que se puede utilizar dicha ecuacion para
conocer la concentracion presente de 3012HSL de cada uno de los extractos.
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Figura 22 Curva tipo para la deteccion de 3012HSL por el biosensor A. tumefaciens NTL4 P2LR4-traG:
lacz

Posteriormente se realizd6 una curva con el extracto obtenido de PAO1 WT para ver el
volumen en el cual se podria detectar la presencia del Al de cadena larga, ya que con lo
sucedido con C. violaceum CV026, se penso que de igual forma, podria existir una baja
concentracion y por ende, no observarse la deteccion del Al.

En la Figura 23, se observan los volumenes se utilizaron, que fueron desde los 0.5 pL/mL,
hasta los 15 yL/mL. Examinando la Figura 23, notamos que los volimenes de 0.5 pL/mL,
1 uL/mL, 1.5 pL/mL y 2 yL/mL, se encuentran dentro de los valores detectados en la curva
tipo de la Figura 22, mientras que los volimenes mayores de 5 yL/mL la absorbancia
obtenida a 420 nm es mayor a la reportada en la curva tipo, inclusive dentro del rango de 5
pML/mL a 10 yL/mL, los valores son muy similares, por esta razén que se decidio utilizar un
volumen de 1.5 pL/mL de los extractos y asi fueran detectados por el biosensor A.
tumefaciens NTL4 P2LR4-traG: lacZ.
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Figura 23 Curva de volumen del extracto de PAO1 WT para determinar la actividad galactosidasa en A.
tumefaciens NTL4 P2LR4-traG: lacZ

Una vez que ya se conocia la concentracion minima de 3012HSL que es detectada por el
biosensor A. tumefaciens NTL4 P2LR4-traG: lacZ y el volumen adecuado a utilizar de los
extractos para que fueran detectados. Se realiz6 la deteccion de las AHL de cadena larga
en todos los extractos que fueron obtenidos de cultivos con y sin tratamiento de la enzima
AiiM. A los cultivos iniciales de A. tumefaciens NTL4 P2LR4-traG: lacZ con una DOeggonm de
0.05 en el medio LB adicionado con gentamicina 30 pg/mL, se les adicion6 1.5 yL/mL de
los extractos obtenidos; en el caso de los extractos que fueron obtenidos sin la presencia
de la enzima, se les adiciond la enzima AiiM en la concentracién de 5 ug/mL, en cada caso
la prueba se realiz6 por triplicado. Los cultivos fueron incubados por 20h a 27.5°C £ 0.5°C
a 200 rpm, pasado el tiempo se midio la DOeoonm, S€ Obtuvieron pellets de cada uno de los
cultivos, a los cuales se les realizaron 3 lavados con solucién salina, esto con la finalidad
de eliminar cualquier compuesto extracelular que pudiera interferir con la actividad.
Posteriormente, se tomo una pequefa alicuota de los pellets ya lavados y fueron tratados
con la solucién de permeabilizacién para adaptar a las células y permitir que al momento
de agregar la solucién substrato puedan metabolizar el metabolito incoloro ONPG (Orto-
nitrofenil-B-galactdsido) (analogo de lactosa), el cual puede ser metabolizado por la enzima
B-galactosidasa codificada por el operén lac, cambiando a un color amarillo, puede ser
detectado por espectrofotometria.
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En la Figura 24 se observa que todos los extractos obtenidos sin ningun tratamiento, se
obtiene una actividad, por lo tanto, si hay produccion y exporte de AHL de cadena larga.
Como se ve en la figura, la cepa con una mayor produccion de estas AHL, es la cepa PAO1
10 AiiM 7-3 6, las otras cepas incluyendo a la cepa PAO1 WT y la cepa PAO1 SE, presentan
una produccion similar de AHL de cadena larga, cuando a estos extractos se les adiciona
5 ug/mL de la enzima AiiM (extracto + 5 ug/mL AiiM), existe una disminuciéon de casi el
100% de la actividad, por lo tanto, estos extractos son susceptibles a la lactonasa. Otros de
los extractos que se obtuvieron, fueron de cultivos que estuvieron presentes con la enzima
AiiM (extracto obtenido con 5 pg/mL AiiM), como se puede observar en la misma figura 24,
en estos extractos existe presencia de AHL de cadena larga, pero solo en las cepas
mutantes, mientras que las cepas PAO1 WTy PAO1 SE, la presencia de las HSL de cadena
larga es casi nula, lo cual se puede deber a que la mayoria de estas fueron degradadas por
la lactonasa dentro de los cultivos, y ya en el extracto no son viables, por esta razén no son
detectadas por el biosensor A.tumefaciens NTL4 P2LR4-traG: lacZ.
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Figura 24 Deteccion de 3012HSL en extractos obtenidos de cultivos de las cepas mutantes con y sin
enzima AiiM. Donde ns = sin diferencia significativa, * p < 0.5.
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7. Discusion

Aproximadamente el 27% de las cepas clinicas de P. aeruginosa, son resistentes a los
antibidticos carbapenémicos, ya que en un estudio realizado por Garza-Gonzalez y
colaboradores en 2019, mostré que de 1995 cepas recolectadas en 47 centros de salud,
175 cepas eran multidrogo resistentes, 165 cepas fueron posibles drogo resistentes y 87
cepas eran posiblemente pan drogo resistentes (Garza-Génzalez, y otros, 2019). Otro
estudio realizado por Lopez-Jacome y colaboradores, mostré que el 30% de sus aislados
clinicos eran resistentes a cefalosporinas, carbapenémicos, aminoglucésidos,
fluoroquinolonas y piperacilina/tazobactam y una cepa fue resistente a colistina (L6pez-
Jacome, y otros, 2019), estas resistencias pueden estar dadas por la inhibicién del
crecimiento que generan los antibiéticos.

Lopez-Jacome y colaboradores demostraron que la enzima AiiM era capaz de reducir 4
factores de virulencia controlados por QS en cepas clinicas de P. aeruginosa (actividad
elastasa, piocianina, proteasa alcalina y produccién de HCN), ya que degrada las AHL en
una concentracion de 5 yg/mL, con un tiempo minimo de exposicion de 5 minutos (Lopez-
Jacome, y otros; 2019). Un punto importante en su estudio es que, a esta concentracién de
la enzima no inhibe el crecimiento, debido a que los estudios realizados fueron hechos en
medios ricos, en los que no se depende de los sistemas de QS para poder llevar a cabo su
metabolismo. Para poder seleccionar una resistencia contra algun inhibidor de QS se
requiere que el microorganismo crezca en un medio donde la degradacion de los
metabolitos sea regulada positivamente por los sistemas de QS (Garcia-Contreras,2016),
tal y como pasa con la degradacién de la adenosina, ya que se requiere de la enzima
nucledsido hidrolasa, para su expresion se requiere del sistema LasRlI, ya que es regulada
positivamente por QS (Patel, y otros, 2006).

Maeda y colaboradores en el 2011, observaron que se podia utilizar un medio minimo con
adenosina como unica fuente de carbono, para seleccionar resistencia a compuestos
asociados al QQ, por esta razén se buscé como primera opcion utilizar un medio que tuviera
adenosina como Unica fuente de carbono (Maeda, y otros, 2011). Dentro de los resultados
que se obtuvieron para obtener el medio de cultivo adecuado para inhibir el crecimiento, se
observé que las cepas WT de PAO1 y PA14, tuvieron un crecimiento favorable, en
comparacion del crecimiento observado en PA14 nuh y las mutantes en algun gen del
sistema LasRI, asi como las mutantes en genes del sistema RhIRI, es por esta razon se
selecciono6 el medio minimo de sales M9 adenosina 1%, MOPS pH 7.0. Cabe destacar que
la regulacion del pH, se realiz6é para que se evitara que existieran cambios que pudieran
interferir con la actividad de la enzima, o en caso de que la bacteria pudiera alcalinizar el
medio y por ende el anillo de la lactona se volviera a ciclar.

Una vez que conoce el medio para inhibir el crecimiento con la enzima AiiM, se procedi6é a
realizar curvas en las que se probaron tres condiciones distintas; dos concentraciones de
la enzima y sin la enzima, con la cepa de P. aeruginosa PAO1, para la obtencion de
mutantes por presion de seleccién. Como se esperaba, en los primeros pases con
presencia de la enzima, el crecimiento de la cepa PAO1 fue muy bajo, en comparacién del
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crecimiento de la cepa PAO1 en medio de adenosina sin la enzima. Donde se observé que
los cultivos que tenian la presencia de la adenosina mas la enzima empezaban tener un
crecimiento similar, fueron a hasta las 360 h. De los pases que tuvieran un crecimiento
favorable, se seleccionaron 10 colonias, a las que se les midié actividad caseinolitica y
produccién de piocianina. Se seleccionaron en total 4 colonias tentativas a ser resistentes
a la enzima AiiM, las cepas PAO1 10 AiiM 7-1 6, PAO1 10 AiiM 7-3 6, PAO1 5 AiiM 8-3 3 y
PAO1 5 AiiM 8-3 6, fueron las cuatro colonias que se seleccionaron para ser analizadas, en
el caso de PAO1 5 AiiM 8-3 3 y PAO1 5 AiiM 8-3 6 fueron las dos cepas que constantemente
mostraron ser resistentes, ya que en la presencia de la enzima, la produccién de piocianina
y la actividad ceseinolitica fueron muy similares e inclusive en algunas ocasiones su
produccion y actividad aumentaban con respecto a los cultivos en los cuales no se les
agregaba la enzima.

Para verificar que su fenotipo de produccion de HSL no hubiera cambiado, se procedi6é a
realizar la prueba T, para confirmar la secreciéon de HSL de cadena corta empleando C.
violaceum CV026. En todos los casos se detectaron HSL de cadena corta por el biosensor,
pero no ocurrio el fendmeno de deteccion de AHL cuando se realizé la extraccion organica
empleando el protocolo descrito por Wang y colaboradores en el 2011 (Wang, y otros,
2011). Es probable que no se detectara ya que posiblemente se encuentran en una baja
concentracion en los extractos.

En el caso de AHL de cadena larga, se detectaron en A. tumefaciens NTL4 P2LR4-traG:
lacZ (Luo, Su, & Farrand, 2003). Se observé que, en todos los casos de las mutantes,
cuando se crecieron en medio LB en presencia de la enzima AiiM, se detectd por el
biosensor, pero cuando al extracto de las AHL se les adiciona la lactonasa, ya no es
detectado, por lo tanto, se observa que existe produccion de AHL de cadena larga y que
estas son sensibles a la enzima, sugiriendo que no hay modificaciones en las moléculas de
AHL.

Las clonas resistentes a la enzima AiiM, podrian estar secretando proteasas en mayor
cantidad que la cepa silvestre o a tiempos mas tempranos, lo que podria llegar a degradar
a la lactonasa, lo cual podria explicar por qué en algunas ocasiones se presenta una mayor
actividad proteolitica. Para ver fenotipicamente si es esto lo que esta ocurriendo, se puede
realizar una curva en la cual se mida la actividad caseinolitica como funcion del tiempo de
cultivos con presencia de la enzima AiiM y determinar si hay aumento en la actividad.
También se pretende secuenciar los genomas completos de las clonas resistentes para
verificar si existen mutaciones que puedan explicar el mecanismo de resistencia contra la
enzima AiiM.
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8. Conclusion

Se pueden obtener mutantes a las enzimas que se utilizan en QQ en medio minimos en
los que se requieran el uso de QS para poder degradar a la fuente de carbono, ya que
se logra obtener las condiciones necesarias de inhibicion del crecimiento bacteriano,
esto se puede lograr cuando se realizan cultivos seriados, y se seleccionan aquellos
que tengan un crecimiento favorable.

Las mutantes PAO1 5 AiiM 8-3 3 y PAO1 5 AiiM 8-3 6 presentaron una actividad
caseinolitica similar y mayor en presencia de la enzima AiiM, con respecto a la cepa
PAO1 WT sin tratamiento, mientras que la produccion de piocianina, es en ambos casos
similar la que producen cuando no estan en presencia de la enzima AiiM. La mutante
PAO1 10 AiiM 7-1 8 su actividad caseinolitica en presencia de la enzima AiiM es similar
ala PAO1 WT, asi como la produccién de piocianina y la cepa PAO1 10 AiiM 7-3 6 en
presencia de la enzima, reduce su actividad caseinolitica, pero la produccion de
piocianina se incrementa. Estas dos ultimas cepas, su resultado vario, respecto a la
colonia que se seleccione.

Probablemente no hay una modificacién quimica en las HSL de las mutantes, ya que
son sensibles a la enzima AiiM.

El mecanismo de resistencia a AiiM esta relacionado con la actividad insuficiente de la
misma en los cultivos de las clonas resistentes, lo que podria deberse a degradacién o
inactivacion de la enzima por metabolitos o enzimas presentes en los sobrenadantes
(como exoproteasa) o a la proteccion de las HSL, disminuyendo la accesibilidad de
estas a la enzima. O a una combinacion de ambos factores.
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9. Perspectivas

Elucidar el mecanismo mediante el cual se volvieron resistentes las dos colonias de
PAO1 a AiiM 8-3, realizando el analisis comparativo de los genomas de estas cepas y
las cepas WT, y SE, para identificar las mutaciones que presentan estas dos colonias
resistentes y posteriormente reproducir estas mutaciones de manera dirigida en PAO1
para determinar si la resistencia se adquiere mediante estos cambios.

Asi mismo se analizaran los sobrenadantes de las clonas resistentes para identificar si
existe algun metabolito 0 enzima que inactiva a AiiM.
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