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Introduccion
Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) es un patdégeno oportunista muy versétil con gran
importancia clinica y epidemiolégica, que es capaz de causar infecciones tanto agudas
como cronicas. Su perfil patogénico se deriva del amplio y variable arsenal de factores de
virulencia y determinantes de resistencia a los antibiéticos alojados en su genoma que le
confieren una notable flexibilidad metabdlica y la capacidad de adaptarse a mdultiples
condiciones, incluida la respuesta inmunitaria del huésped [1], [2].

Este patdégeno oportunista esta vinculado con mayor frecuencia a infecciones en pacientes
cuyo sistema inmunitario se vuelve menos eficaz debido a; enfermedades subyacentes
como el cancer, la leucemia o la fibrosis quistica (FQ); a lesiones corporales masivas que
incluyen lesiones graves, quemaduras o heridas; o por intervenciones terapéuticas

importantes como la radioterapia [3].

P. aeruginosa es una causa importante de infecciones hospitalarias, siendo particularmente
problematica en las unidades de cuidados intensivos. Sus infecciones estan asociadas con
una alta morbilidad y mortalidad en muchos grupos, incluidas las personas con neumonia
asociada a la atencion médica, enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) o FQ [2].
El principal problema clinico para los pacientes con FQ es una pérdida progresiva de la
funcion pulmonar causada por una infeccidn cronica con P. aeruginosa, que provoca la

muerte prematura de mas del 80% de los pacientes [4].

P. aeruginosa se encuentra en la categoria "critica" de la lista prioritaria de patégenos
bacterianos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) publicada en 2017, para los

cuales se necesita con urgencia la investigacion y el desarrollo de nuevos antibiéticos.j<

La infeccion por P. aeruginosa involucra una serie de etapas que comienzan con la
adherencia bacteriana y contintan con la colonizacion, invasion, diseminacion y finalmente
puede llegar a provocar enfermedades sistémicas severas. Su patogénesis esta
determinada por multiples factores de virulencia, incluidos los productos secretados
(toxinas, exopolisacaridos y enzimas), los componentes de la superficie celular (capsulas,
lipopolisacéaridos, glicoproteinas y lipoproteinas) asi como los sideréforos (pioquelina y la
pioverdina). Todos estos factores tienen un papel importante en el metabolismo y el
crecimiento bacteriano, ademés de estar implicados en fenotipos de virulencia complejos,

como la adherencia a las células y tejidos del huésped, la formacién de biopeliculas, el
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twitching, el swimming y el swarming. Asimismo, permiten que las bacterias escapen de las
defensas del huésped y desencadenen una variedad de enfermedades, como infecciones

respiratorias, cutdneas, sanguineas y del tracto urinario [5].

Comprender la expresion de estos genes es un area de gran importancia en la investigacion
de infecciones por P. aeruginosa. Existen dos tipos de sistemas de regulacion para estos
factores, uno es el quorum sensing y el otro consiste en los sistemas de dos componentes
(TCS) [6].

Sistemas regulatorios bacterianos

Existen cambios constantes en el ambiente de los microorganismos debido a variaciones
en los parametros fisicoquimicos como la temperatura, la luz y la presion parcial de oxigeno.
Por lo que la capacidad de los organismos para adaptarse a habitats en constante cambio
es de gran importancia para sobrevivir en ellos, y requiere la coordinacién de mudltiples

respuestas celulares [7], [8].

Los sistemas de deteccién de las bacterias pueden ser activados por estimulos tanto
mecanicos como quimicos, y posteriormente los procesan para generar una respuesta
eficiente. La adquisicion de nutrientes, la desintoxicacion de la célula, la deteccién de la
presencia de bacterias vecinas, la regulacion de la expresién de factores de virulencia y la
integraciéon de nuevo material de ADN en la célula, son algunos de los procesos mas
comunes en los que las bacterias interactian con su entorno. Existe una amplia gama de
procesos de adaptacién molecular que procesan estas sefiales y modulan los procesos
celulares a niveles transcripcional, traduccional y postraduccional. Un elemento central de
estas respuestas es la modulacion de la transcripcién del ADN, esta comunmente se lleva
a cabo por un grupo de proteinas de transduccién de sefales que constituyen la gran familia
de TCS [8], [9].

Sistemas de dos componentes

Los TCS son circuitos reguladores de la transduccion de sefiales basados tipicamente en
una histidina quinasa (HK) unida a la membrana y un regulador de respuesta (RR)
citopldsmico que actia normalmente como un factor de transcripcion. Los circuitos
reguladores acoplados a TCS muestran respuestas a estimulos ambientales que activan

una HK responsable de expresar ciertos genes a través del RR [10].



Los TCS son los sistemas reguladores mas comunes en las bacterias [11], son
increiblemente versatiles y brindan una herramienta indispensable para sensar y reaccionar
a su entorno. Asimismo, estos sistemas son esenciales para la expresion coordinada de
factores de virulencia y, en algunos casos, para la viabilidad y el crecimiento bacteriano
[12].

Las condiciones ambientales que activan los TCS incluyen la exposicion a antibioticos, lo
cual resulta en la activacion de defensas contra los antibidticos y cambios en la fisiologia
celular que aumentan la resistencia ellos. Los mecanismos de resistencia activados por los
TCS abarcan los que se encuentran tanto en especies Gram negativas como Gram
positivas e incluyen modificaciones de la superficie celular, cambios en la permeabilidad,
aumento de la formacién de biopeliculas y regulacion positiva de las enzimas que degradan
los antibi6ticos [13].

Descripcion general de la transduccion de seiales de dos componentes.

Los TCS suelen estar compuestos por una HK que recibe los estimulos de entrada y se
autofosforila en un residuo de His, creando un grupo fosforilo de alta energia, que a su vez,
transfiere a un RR que efectlia un cambio apropiado en la fisiologia celular. La funcién de
los TCS se basa en el hecho de que las actividades de los RR fosforilados y no fosforilados
difieren. El estado de fosforilacion de la HK es el parametro critico que determina la

transfosforilacion hacia su RR afin y, por lo tanto, los cambios en la expresién génica [14].

Muchas HK estan codificadas en el mismo operén que sus reguladores afines, lo que

permite identificar los pares afines mediante andlisis de secuencia [7].
Fosforilacion y desfosforilacion

Las vias de fosforilacién y desfosforilacion son la base de la sefializacion de dos
componentes. En algunos circuitos, la HK juega un papel solo en la fosforilacion del RR.
Sin embargo, en muchos TCS, la HK participa en la fosforilacion y desfosforilacion de su
RR asociado. Para estas HK bifuncionales, el estimulo de entrada controla la relacion entre
la actividad quinasa y fosfatasa de la proteina, modulando una o ambas de estas reacciones
y, por lo tanto, estableciendo el nivel de fosforilacion del regulador de respuesta. El nivel de
regulador de respuesta fosforilado (RR-P) es robusto o insensible a las fluctuaciones de las

concentraciones de proteinas HK y RR [15].



Los TCS como blanco terapéutico

Dado el papel esencial de los TCS en la homeostasis bacteriana, asi como los diversos
mecanismos de resistencia a los antibioticos que se pueden activar a través de ellos, los
TCS son un objetivo interesante para el desarrollo de nuevas terapias antimicrobianas [16].
Los inhibidores selectivos de TCS tienen una toxicidad minima para las células de
mamiferos, ya que los sistemas de transduccion de sefiales bacterianas basados en la
fosforilacion de histidina son distintos a los sistemas de sefializacién de fosforilacion de

serina/treonina y tirosina que normalmente se encuentran en eucariontes superiores [12].

Comunmente, los antibidticos convencionales se dirigen a proteinas bacterianas
especificas que realizan funciones esenciales en el patégeno; sin embargo, un farmaco que
se dirige a los TCS podria ser muy eficaz porque perjudica las funciones reguladoras
relacionadas con la fisiologia del patdégeno en lugar de afectar solo funciones especificas.
Por lo tanto, el uso de TCS para el desarrollo de farmacos proporciona una estrategia
alternativa para combatir las infecciones microbianas, incluidas las causadas por patégenos
resistentes a los antibiéticos actualmente disponibles como P.aeruginosa [17]. Hay gran
cantidad de microorganismos como este, cuyas enfermedades tienen alta mortalidad o
dificultad de tratamiento por el problema creciente de resistencia a antibibticos vy

representan un grave inconveniente para el sector salud.

Es evidente el éxito de la sefializacion de los TCS como estrategia para acoplar cambios
en el medio ambiente a cambios en la fisiologia celular por su prevalencia en todo el reino
bacteriano. Estas proteinas de sefializacion se han encontrado en los genomas de casi
todas las bacterias secuenciadas, y la mayoria de las especies codifican docenas, y a veces

cientos, de proteinas de dos componentes [7].

Desde la viabilidad, factores de virulencia, respuestas al estrés hasta la resistencia a
antibiéticos, los TCS son una red especializada para asegurar una supervivencia éptima de
los microorganismos. Por lo tanto, los TCS como dianas farmacoldgicas son una alternativa
interesante, ya que estos sistemas podrian ser inactivados como una via regulatoria
completa en lugar de generar tratamientos para cada sensora quinasa o regulador de
respuesta independiente y de esta manera atacar multiples aspectos fisiolégicos y de

patogenicidad de bacterias sin afectar al organismo huésped.



TCS en P. aeruginosa

En el ambiente clinico, las biopeliculas baterianas son reconocidas como un factor
determinante de la enfermedad y son extremadamente dificiles de erradicar por el alto nivel
de resistencia a los antimicrobianos. P. aeruginosa es un organismo modelo para la
formacion de biopeliculas, que in vitro es un proceso altamente regulado que pasa por una
serie de etapas distintas; la adhesion inicial, la formacién de microcolonias, la maduracion

y la dispersion.

A partir de estimulos del ambiente, los TCS son el mecanismo que regula el cambio de un
estilo de vida bacteriano mévil a uno sésil mediante la produccién de factores que
contribuyen a la formacion de biopelicula como los apéndices extracelulares (por ejemplo,
los flagelos y los pili), que suelen estar asociados a la adhesion inicial a una superficie, y
los polisacaridos, como el Pel y el Psl, que desempefian un papel importante en el

mantenimiento de la integridad de la comunidad [18]

La importancia del cambio en el estilo de vida de la bacteria, que va a conducir a la
formacion de biopelicula y desencadenar en una enfermedad dificil de erradicar, recae en

los TCS que regulan la produccién de factores que llevan a la formacién de biopelicula.

Por ejemplo, la red GacS desempefia un papel de liderazgo en el control de la transicion
entre los modos de infeccién aguda y crénica. En este sistema, multiples HKs trabajan
juntas para detectar e integrar varias sefiales diferentes para llegar a una decision
equilibrada. Cuando la sefializacién de GacS esta activa, el RR GacA sera fosforilado y esto

favorecera el modo croénico de infeccién [19].

El sistema de dos componentes RstA/B esta relacionado con la regulacién de virulencia
bacteriana, produccion de biopelicula y movilidad en otros microorganismos [20], [21]. En
este proyecto se pretende determinar el efecto de la en la virulencia de P. aeruginosa y el
regulén de este TCS asi como el del TCS 4886/4885, que ha sido reportado como esencial

para la virulencia en P. aeruginosa[19].

Objetivo general

Caracterizar los sistemas de dos componentes rstB/rstA y 4886/4885. Identificar su papel

en la virulencia de P. aeruginosa UCBPP-PA14.
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Objetivos particulares

1. Construir mutantes de los genes 4886 (HK), 4885 (RR), rstA (RR), rstB (HK), purH en P.

aeruginosa PA14.

2. Determinar el efecto de las mutantes de estos genes sobre el fenotipo de P. aeruginosa

PA14 asociado a factores de virulencia.

3. Determinar el efecto de las mutantes de estos genes sobre el fenotipo de P. aeruginosa
PA14 asociado a la capacidad de causar mortalidad en larvas de la polilla de la cera, G.

mellonella.
Hipétesis

El sistema de dos componentes 4886/4885 regula genes relacionados a la virulencia de P.
aeruginosa UCBPP-PA14.

Metodologia
Protocolo de clonacion.

En la clonacién por digestion con enzimas de restriccion, los fragmentos del vector y el
inserto se digieren dos veces con dos enzimas de restriccibn que generan extremos
pegajosos o0 cohesivos, y posteriormente se lleva a cabo una reaccion de ligacion
direccional (con orientacion) del inserto y el plasmido gracias a la hibridacién de estos

extremos complementarios [22].

Se crearon plasmidos capaces de provocar el remplazo de los genes de interés por una
mutaciéon en el cromosoma de P. aeruginosa mediante el intercambio alélico por
recombinacion homdloga. El plasmido pEX18Ap-Apra (pExIJA) fue generado a partir del
plasmido suicida en P. aeruginosa pEx18Ap, en el cual se clond entre los sitios de
restriccion Smal-BamHI el gen de resistencia a apramicina/gentamicina, proveniente del
plasmido plJ773. Este plasmido proporciona resistencia a ampicilina en E. coli, lo cual
permitid seleccionar a las colonias que habian sido transformadas exitosamente y el gen
de resistencia a gentamicina permitio la seleccion de las colonias de P. aeruginosa
merodiploides. El plasmido a su vez contiene el gen sacB de Bacillus subtilis que codifica
la levansacarasa, enzima que cataliza la hidrélisis de la sacarosa y la sintesis de

polisacaridos de levan, que son polimeros de fructosa de alto peso molecular. La actividad
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de esta enzima en el periplasma de bacterias confiere una sensibilidad aguda a la sacarosa
y permite la seleccién de las mutantes en medio con sacarosa, ya que solo las bacterias
que han perdido la expresién del gen sacB pueden crecer en esta condicion, las colonias
presentes en este medio han realizado una segunda recombinacion homdloga que tiene

como consecuencia la restauracion del gen silvestre o la insercién del alelo mutante [23].

Ejecutar PCR para amplificar el inserto de ADN. Es importante utilizar una polimerasa taq
de alta fidelidad para minimizar las mutaciones. La fidelidad de la polimerasa se vuelve mas
importante cuanto mas largo es el producto de PCR esperado. Seleccionar una temperatura
de hibridacion basada en la temperatura de fusion (Tm) de la porcién del cebador que se
hibrida con la secuencia que se va a amplificar (el ORF en este caso), no en la Tm de todo

el cebador.

Purificar producto de PCR del resto de la reaccion con QIA Quick Gel Extraction Kit. Extraer
plasmido pEXIJA de cepa que lo contiene guardada en -80°C.

Realizar reaccion de digestion enzimatica de 50 pl con 5 ul de ADN (plasmidico e inserto).
Es fundamental verificar que el plasmido fue linearizado, por lo tanto, es importante que la
digestion dure al menos 4 horas y/o durante toda la noche. Utilizar la SAP (fosfatasa alcalina
de camarodn) para evitar la recirculacion del vector. Aislar inserto y vector mediante

purificacién en gel. Determinar la concentracion de ADN recuperado.

Ligar el inserto con el vector: adicionar a una reaccion de ligacion de 20 pl una proporcion
de aproximadamente 3:1 de inserto:plasmido. También es importante establecer controles
negativos en paralelo. Por ejemplo, una ligadura del ADN del plasmido receptor sin ningin
inserto indicara plasmido receptor sin cortar o religacion. Incubar a temperatura ambiente

por 1 hora.

Descongelar, en hielo, un tubo Eppendorf de 100 pl de células TOP10 para cada reaccion
de ligacion y su respectivo control. Pipetear de 5 pl de cada reaccién a 50 pl directamente
en el cultivo de células competentes y mezclar golpeando suavemente. No mezclar
pipeteando hacia arriba y hacia abajo. Las mezclas de ligadura restantes se pueden
almacenar a -20 °C. Incubar los viales en hielo durante 30 minutos. Incubar durante
exactamente 1.5 min a 42°C. Agregar 750 pl de medio LB a cada vial. Agitar los viales a 37
°C durante exactamente 1 hora a 225 rpm en una incubadora con agitacion a 250 rpm.
Centrifugar a 6000 rpm por 4 min, decantar y plaquear en cajas de LB con el antibiético de

seleccion.
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Incubar a 37°C durante la noche. Seleccionar colonias y confirmar mediante PCR.
Conjugacion

Los plasmidos de intercambio alélico usados como base de las construcciones contienen
el origen de transferencia (oriT) del plasmido RP4, esta secuencia es reconocida por una
endonucleasa que corta el ADN del plasmido, asimismo, la transferencia de plasmido y la
sintesis de ADN conjugativo unidireccional de una sola hebra de ADN de la célula donadora
a la receptora deben iniciarse a partir de oriT [24]. Debido a lo anterior, con mayor frecuencia
estos vectores son transferidos por conjugacion de E. coli a P. aeruginosa, y es reportado
que el proceso es mas eficaz que la electroporacion [23].

Extraer plasmido de cepas TOP 10 confirmadas por PCR.

Centrifugar 1 ml de cultivo E.coli S-17. Resuspender en 1 ml de glicerol al 10%. Mezclar
con vortex y posteriormente centrifugar a 8000 rmp por 2 min. Decantar y repetir dos veces,
resuspender con 100 pl de glicerol al 10% y 1 pl de ADN. Electroporar con 1.8 kV. Adicionar
700 ul de LB e incubar con agitacién a 250 rpm y a una tempertura de a 37°C durante 1
hora. Plaguear en LB con antibiotico de seleccion.

Incubar por la noche a 37°C en 5 ml de caldo LB la cepa donadora E.coli S-17 con el

plasmido a transferir y la cepa receptora P. aeruinosa UCBPP-PA14.

Para las cepas receptoras de P. aeruinosa, diluir el cultivo saturado 1:1 en LB liquido e

incubar a 42°C durante 3 horas.

Para las cepas donadoras E.coli S-17, preparar un cultivo de ODsgo inicial de 0.05 en un
matraz con 10 ml de LB, incubar a 37° con agitacion a 250 rpm y cuando tengan ODego de
0.5, centrifugar 3 ml del cultivo de la cepa donadora, quitar sobrenadante y lavar 1 vez con
LB, agregar 600 pl del cultivo de la cepa receptora de P. aeruinosa, centrifugar juntas, tirar

sobrenadante y pipetear 100 pl en una placa de LB, incubar a 30°C por la noche.

Al dia siguiente recuperar conjugacion en 1 ml de PBS y plaquear en VBMM con
gentamicina 100 pg/ml. Incubar por la noche a 37°C. Seleccionar colonias y hacer parches
en PIA (medio de aislamiento de Pseudomonas) con gentamicina 100 pug/ml e incubar a

37°C por la noche. Comprobar por PCR.

Seleccionar parches de cepas merodiploides confirmadas y estriar en medio TYS10 (medio
con triptona y extracto de levadura) con sacarosa e incubar a temperatura ambiente por 48

horas.
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Hacer parches en placas de algunas colonias e incubar a 37°C por la noche.

Probar por PCR los parches y hacer cultivo de cepas mutantes de 5 ml en medio LB liquido

por la noche, para el dia siguiente guardar la cepa en glicerol a -80°C.
Infeccion de Galleria mellonella con P. aeruginosa

Realizar un cultivo de 24 horas de la cepa requerida en LB a 37° y en agitacién a 250 rpm,
diluir con este mismo medio de cultivo para llegar a una ODeggo de 1 en 1 ml de LB, centrifugar
a 7000 rpm 5 min, descartar sobrenadante y resuspender células con cuidado en 1 ml
desolucion salina estéril a 0.9%. Medir de nuevo la ODeyo de la solucién y realizar una serie
de diluciones 1:10 en solucién salina al 0.9% estéril hasta la séptima dilucion.

Posteriormente, inyectar con jeringas de insulina de 0.3 ml a 10 larvas de G. mellonella con
20 pl de la dilucion seleccionada (10 o0 107). Realizar la inyeccién en el centro de la larva
entre las Ultimas y las penultimas pseudopatas, con una inclinacién de 45 grados, de forma
que la aguja llegara al centro de la larva. Tras inyectar, plaquear por duplicado 100 uL de
las diluciones 10 y 107 en placas con LB agar al 1.5% para contar unidades formadoras
de colonias (UFC). Finalmente, incubar las larvas inyectadas a 37°C en cajas Petri y dar
seguimiento registrando su curva de supervivencia. Como control, en cada experimento se

inyectaron 5 larvas con solucién salina siguiendo el mismo procedimiento.
Ensayo de piocianina

Realizar cultivos de las cepas a evaluar en medio liquido PB de ODsg inicial de 0.05 e

incubar a 37°C con agitacion a 250 rpm por 24 horas.

Determinar y registrar ODeoo a las 24 horas. Tomar 1.5 ml del cultivo y centrifugar a 13000
rpm por 3 min. Transferir 1 ml del sobrenadante a un tubo Eppendorf de 2 ml y afiadir 600
pl de cloroformo. Mezclar con vortex durante 1 min y posteriormente centrifugar 13000 rpm

por 1 min.

Tomar 500 ul de la fase de cloroformo y transferir a otro tubo eppendorf, adicionar 800 pl
de HCL 0.2 N. Mezclar con vortex durante 1 min y posteriormente centrifugar 13000 rpm

por 1 min. Tomar 650 pl de la fase acuosa (superior) y medir directamente a 520 nm.
Ensayo de elastasa

Realizar cultivos de las cepas a evaluar en medio liquido LB e incubar a 37°C con agitacion
a 250 rpm O/N.
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Tomar 2 ml del cultivo y pasarlo a tubo Eppendorf. Centrifugar a 13,000 rpm por 1 min.

Obtener el sobrenadante decantandolo.

Hacer una dilucion con 100ul de sobrenadante y 900 ul de Buffer de elastasa (Tris-HCI
100mM, CaCl; 1mM, pH 7.5) por duplicado. Para el control diluir 100 pl de LB con 900 pl
de Buffer.

En un tubo Eppendorf vacio, pesar 0.006 g de elastina-rojo Congo. Hacer un tubo por cada
muestra. La elastina es un sustrato de la elastasa LasB. La elastina-rojo Congo es cortada
por LasB, resultando en elastina y rojo Congo por separado. Asi, el rojo Congo puede
serdeterminado por espectrofotometria. A ese tubo agregar 50 ul de la dilucion y 950 pl del
Buffer de elastasa. Dejar en agitacion por 2 horas, asegurandose cada 30 min que se esté
mezclando bien. Parar reaccion adicionando 700 ul de Buffer de terminacién de elastasa
(Tris 20 mM, CaCl, 2mM, NaHPO, 0.7 M.

Centrifugar por 3 min a 13,000 rpm Si la muestra tiene mucho color, hacer una dilucién con
900 pl de muestra y 100 ul de agua. Si no, hacer dilucién con 500 pl de muestra y 500 pl
de agua.

Medir en el espectrofotémetro a 495 nm, usando agua como blanco. Multiplicar el resultado
por 2 o por 10, dependiendo de la dilucién.

Ensayo de hemolisina

Realizar cultivos de las cepas a evaluar en medio liquido LB e incubar a 37°C con agitacion
a 250 rpm O/N.

A partir de los cultivos O/N preparar un cultivo de ODeqo inicial de 0.05 en un matraz con 10
ml de LB, incubar a 37° con agitacion y cuando tengan ODeg de 2 (fase estacionaria

temprana).

Extraer sangre total heparinizada, tomar 2 ml en 1 eppendorfs de 1.5 ml, centrifugar a 3000

rpm por 10 min. Realizar 3 lavados con PBS pH 7.4.
Preparar tubos Eppendorf control con 100 pL:

1. Control negativo: PBS:etanol 9:1
2. Control positivo: tritobn 1%
3. Control positivo: SDS 1%
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Etiquetar tubos Eppendorf vacios para cada cepa a evaluar. Adicionar 100 pL de cultivo en

cuanto llegue a una ODggo de 2.

Adicionar a todos los tubos al mismo tiempo 1 ml de sangre al 2% con PBS. Homogeneizar

e incubar por 1 hora a 37°C sin agitacion.
Centrifugar a 3000 rpm por 10 min. Medir sobrenadante a 545 nm.
Ensayo de biopelicula

Realizar cultivos de las cepas a evaluar en medio liquido LB e incubar a 37°C con agitacion
a 250 rpm O/N. A partir de los cultivos O/N preparar cultivos (200 pL) de ODeoo inicial de
0.05 en una placa de 96 pozos con medio M63. Incubar a 30°C 24 horas.

Vaciar cultivo de la placa y realizar 2 lavados con PBS.

Adicionar 220 pL fijador glutaraldehido al 1.1% Incubar a temperatura ambiente durante 10

min. Vaciar fijador y secar placa.

Adicionar 220 uL de cristal violeta 0.1%. Incubar a temperatura ambiente durante 10 min.

Vaciar cristal violeta, realizar 2 lavados y secar placa.

Adicionar 220 uL de acido acético 30%. Incubar a temperatura ambiente durante 10 min.

Resuspender y leer a 570 nm.
Ensayo de pioverdina

Realizar cultivos de las cepas a evaluar en medio liquido LB e incubar a 37°C con agitacion
a 250 rpm O/N. Al dia siguiente diluir 1:10 en medio succinato de restriccion de hierro, e
incubar a 30°C con agitacion 220 rpm durante 24 horas. Al dia siguiente, diluir nuevamente

en medio succinato 1:10 e incubar a 30°C con agitacién 220 rpm durante 24 horas.

Configurar espectrofluorimetro a una longitud de onda de excitacion de 400 nm y un rango
de longitud de onda de 410 a 600 nm. La lampara debe tener una intensidad de 60 W y el

fotomultiplicador un voltaje de 900 V.

Tomar 100 ul del cultivo y transferir a una celda de cuarzo, completar a 1 ml con buffer Tris-
HCI pH 8.0, mezclar y medir. La pioverdina tiene una absorbancia a 380 nm o 400 nm
dependiendo del pH, es fluorescente a 447 nm. La forma férrica de la pioverdina no es

fluorescente.
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Resultados

1. Construccion de mutantes rstA (RR), rstB (HK), 4885 (RR) 4886 (HK)
purH en P. aeruginosa PA14.

Construccién de plasmidos suicida
Para las mutantes de rstA, rstB, 4885 y 4886 se uso el protocolo de clonacién tradicional.

Se insertaron al plasmido pExIJA regiones flanqueantes rio arriba (UP) y rio abajo (DOWN)
de los genes de interés y con secuencias de ADN homodlogas al cromosoma receptor.

Las regiones rio arriba de rstA, rstB, 4885 y 4886 se clonaron con HindllI-Sbfl, y las regiones
rio abajo se clonaron con Sbfl-BamHI. Para el gen de la HK RstB, con nombre en la cepa
P. aeruginosa UCBPP-PA14 de PA14 RS20080 y de un tamafo de 1359 pares de bases
(pb) se clon6 primero el fragmento rio abajo RstBDOWN de 860 pb, con las enzimas Sbhfl
y BamHL1 en el plasmido pExIJA. Ya que, al analizar la secuencia de los fragmentos, se
determind que hay un sitio de escision de la enzima BamHI en medio del fragmento RstBUP.
Esta enzima se utiliza para la clonacion de RstBDOWN en pEXIJA, la presencia del
fragmento RstBUP con su sitio de escision en pEXIJA propiciaria a un ensamblaje
incorrecto con el fragmento RstBDOWN. Esto puede evitarse con la insercion del fragmento

RstbDOWN a pEXIJA, con las enzimas Sbfl y BamHI, antes de su clonacién con RstBUP.

Los insertos de las regiones flanqueantes que fueron instertados primero, fueron productos
de PCR purificados en gel, y los insertos clonados después fueron productos de PCR

insertados a pGEM.
Transformacién y Conjugacion.

Se llevo a cabo la transformacién de células quimiocompetentes E.coli TOP10 con los
pladsmidos suicidas construidos. Se seleccionaron las colonias resistentes a ampicilina en
el caso de la captacion del plasmido pEXIJA rstA, pEXIJA rstB, pEXIJA 4885 y pEXIJA 4886

y las colonias resistentes a gentamicina para el plasmido pEX18Gm purH.

Se llevé a cabo la extraccion y transferencia de los pldsmidos a E.coli S-17 por
electroporacién y posteriormente una segunda transferencia de este microorganismo a P.
aeruginosa mediante conjugacion. Se seleccionaron las colonias merodiploides en medio
minimo Vogel-Bonner (VBMM) con gentamicina, y posteriormente se estriaron en medio
con sacarosa para propiciar la segunda recombinacion homéloga y finalmente se
comprobaron las mutantes por PCR.

17



2. Determinacién del efecto de la delecion y sobreexpresién de estos
genes sobre el fenotipo de P. aeruginosa PA14 asociado a factores de
virulencia.

Se generaron las mutantes de los sistemas de dos componentes a estudiar y se evaluaron
las diferencias en estas cepas (4886, 4885, rstA', rstB) y cepas con sobreexpresién del
RR (p4885, prstA) con la cepa silvestre en cuanto a produccion de factores de virulencia

como piocianina, pioverdina, elastasa y hemolisina. Asimismo, se evalué la formacién de

biopelicula

Efecto en la produccién de piocianina
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Figura 1. Medicion de piocianina en cepas de P. aeruginosa PA14 con mutaciones en HK,
en RR o sobreexpresion de los RR de los TCS RstA/RstB y 4886/4885.

No se observa una diferencia significativa en la produccién de este factor de virulencia en

particular para las cepas evaluadas.
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Efecto en la produccién de elastasa
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Figura 2. Medicién de elastasa en cepas de P. aeruginosa PA14 con mutaciones en HK, en
RR o sobreexpresion de los RR de los TCS RstA/RstB y 4886/4885. N=4

No se observa una diferencia significativa en la produccién de este factor de virulencia en

particular para las cepas evaluadas.
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Efecto en la producciéon de hemolisina

Hemolysis
15-

Figura 3. Medicion de hemolisina en cepas de P. aeruginosa PA14 con mutaciones en HK,
en RR o sobreexpresion de los RR de los TCS RstA/RstB y 4886/4885. N=3

No se observa una diferencia significativa en la produccién de este factor de virulencia en

particular para las cepas evaluadas.
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Efecto en la produccién de biopelicula

Se midio la formacion de biopelicula para las cepas a evaluar.
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Figura 4. Medicion de biopelicula en cepas de P. aeruginosa PA14 con mutaciones en HK,
en RR o sobreexpresion de los RR de los TCS RstA/RstB y 4886/4885. N=4

En cuanto a este factor de virulencia, se observa por primera vez una tendencia al realizar
los ensayos. La cepa rstA- mostro una produccion de biopelicula mucho mayor a la cepa
silvestre de manera consistente. Existe una diferencia significativa, como se observa en la
figura 3, al comparar los datos obtenidos de las cepas y asimismo al comparar la cepa rstA-
con las RstA pro y RstA ORF que contienen los plasmidos que sobre expresan el gen.
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Efecto en la produccidén de pioverdina.

Se realizd la deteccion de pioverdina mediante espectrofluorimetria UV en Ex=370-
410/Em=450-470. 900v para las cepas UCBPP-PA14 rstB, rstA, 4885 y 4886,
adicionalmente se incluyé la cepa UCBPP-PA14 transformada con plasmidos pUCP24 que

sobreexpresan los genes de los RR p4885 y prstA.
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Figura 5. Medicion de pioverdina en cepas de P. aeruginosa PA14 con mutaciones en HK,
en RR o sobreexpresion de los RR de los TCS RstA/RstB y 4886/4885. N=4

No se observé una diferencia significativa al comparar las cepas mutantes con la silvestre.
La sobreexpresion de 4885 RR condujo a una cantidad significativamente menor de

pioverdina.
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3. Determinar el efecto de la delecion y sobreexpresion de los genes
RstA, RstB, 4885 y 4886 sobre la virulencia de P. aeruginosa PA14 en
Galleria mellonella.

Se administraron las diferentes cepas a las larvas de la polilla de la cera y se evaluaron las
diferencias en las cepas mutantes de los TCS a evaluar (4886-, 4885-, rstA-, rstB-) y cepas

con sobreexpresion del RR (p4885, prstA) con la cepa silvestre en cuanto a su capacidad

para causar mortalidad.

4886/4885
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Figura 6. Supervivencia en Galleria mellonella posterior al tratamiento con cepas de P.
aeruginosa con mutaciones en 4885, 4886 y sobreexpresion de 4885. Porcentaje de
supervivencia en individuos inyectados con 20 pl de una diluciéon 10 de una suspension

bacteriana de ODggo de 1.

Se observa un mayor porcentaje de supervivencia en el grupo administrado con la cepa P.
aeruginosa PA14 p4885, se encontr6 diferencia significativa con respecto a la cepa silvestre

mediante la prueba de Gehan-Breslow-Wilcoxon.
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Figura 7. Supervivencia en Galleria mellonella posterior al tratamiento con cepas de P.
aeruginosa con mutaciones en RstA, RstB y sobreexpresion de RstA. Porcentaje de
supervivencia en individuos inyectados con 20 pl de una dilucién 107 de una suspension

bacteriana de ODggo de 1.

No se observa una diferencia significativa de supervivencia entre las larvas tratadas con las

distintas cepas.
Discusion
Las infecciones por P. aeruginosa se desarrollan en pacientes inmunocomprometidos y a
menudo son nosocomiales, ya que las caracteristicas del microorganismo le permiten
adherirse y sobrevivir tanto en equipos médicos, como en otras superficies hospitalarias [2].
Estas infecciones demuestran una alta morbilidad y mortalidad ya que su erradicacion se

ha vuelto cada vez mas dificil debido a los mecanismos de resistencia intrinsecos y

adquiridos de este microorganismo a la mayoria de los antibidticos [1].

El tamafo gendmico de P. aeruginosa es grande (6 millones de pares de bases) lo cual
permite codificar muchas enzimas reguladoras para sobrevivir en condiciones adversas y
tener gran versatilidad metabdlica [25]. P. aeruginosa tiene una capacidad notable para
prosperar en muchos entornos diferentes, tanto fuera como dentro de un huésped, y tiene

la extraordinaria capacidad de colonizar casi todos los tipos de tejido humano [26].
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Esto es debido a que es un microorganismo altamente versétil, capaz de tolerar condiciones
bajas de oxigeno, puede sobrevivir con bajos niveles de nutrientes y crecer en rangos de
temperatura de 4 a 42°C. Adicionalmente, P. aeruginosa cuenta con una gran cantidad de
factores de virulencia que le permiten que evada el sistema inmunolégico del huésped, y
que favorecen la invasién mediante una adhesion efectiva, motilidad y la secrecién de
exotoxinas y proteasas [5]. Estos factores estan siendo controlados por circuitos
reguladores y sistemas de sefalizacién interconectados increiblemente complejos, que le

dan a este patégeno una gran plasticidad [2].

Los TCS constituyen un mecanismo importante mediante el cual P. aeruginosa detecta
sefales de su ambiente y modifica la expresién génica de multiples mecanismos,
incluyendo los factores de virulencia que le permiten generar infecciones. P. aeruginosa
codifica un gran conjunto de mas de 60 TCS que le permitan detectar y responder
rapidamente a diversas sefiales externas [27]. Este es el nimero de TCS mas alto
identificado hasta ahora en bacterias y mas del 50% de estos TCS se han relacionado con

virulencia [19].

Los TCS 4886/4885 y RstB/RstA se han reportado como esenciales para la virulencia en P,
aeruginosa, sin embargo, no se ha identificado la manera en la cual contribuyen [28]. Se
generaron las mutantes de los TCS a estudiar y se evaluaron las diferencias en estas cepas
(4886, 4885, rstA, rstB) y cepas con sobreexpresion del RR (p4885, prstA) con la cepa
silvestre en cuanto a produccion de factores de virulencia como piocianina, pioverdina,
elastasa y hemolisina. Asimismo, se evalué la formacion de biopelicula y la capacidad de

provocar muerte en larvas de G. mellonella.

Las cepas p4885y prstA deberian presentar una sobreexpresion del RR y por lo tanto una
mayor respuesta en cuando a la expresion de los genes que regula el TCS. Se insert
unicamente el gen en direccion con el promotor /ac del plasmido pUCP24, este promotor es
inducible en E. coli por lactosa pero en P. aeruginosa es constitutivo. La sobreexpresiéon en
ambas cepas se da por la alta replicacién del plasmido y esta gran cantidad de material

genetico disponible para su expresion.

Como se ha mencionado, se evalué la produccion de piocinaina (PCN) en las cepas, ésta
molécula constituye uno de los productos excretados durante la infeccién con P. aeruginosa
[4]. La PCN es un compuesto aromatico nitrogenado que cuenta con propiedades de bajo
peso molecular y de zwitterion, ésta Ultima le confiere un estado neutro a pH fisiolégico y

ambas caracteristicas le permiten a la toxina permeabilizar membranas celulares. Esta
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molécula azul-verde le da su color caracteristico a P. aeruginosa y como toxina tiene un

papel crucial en la infeccién por este microorganismo [29].

La exposicion a PCN provoca la formacion de especies reactivas de oxigeno que dafian
componentes del ciclo celular y el ADN, ademas de provoca el agotamiento de NAD(P)H y
la inhibicion de enzimas [30]. Asimismo, se ha demostrado que PCN se intercala con ADN
extracelular para promover interacciones de célula a célula entre las células de P.
aeruginosa al influir en sus propiedades de superficie celular e interacciones fisicoquimicas.
Por lo tanto, se ha sugerido que PCN también puede contribuir a la formaciéon de
biopeliculas mediante la promocion de eDNA [31]. El estrés oxidativo inducido por PCN no
solo provoca dafio celular directo y muerte, sino también la persistencia de infecciones por
lo que esta toxina es de gran importancia para la virulencia y patogenicidad de P.

aeruginosa.

PCN también tiene efectos en la respuesta inmune del huésped. Algunos de estos efectos
incluyen la alteracién de la expresion y liberaciéon de citocinas. Por ejemplo, PCN provoca
una disminucion en la secrecién de inmunoglobulinas por los linfocitos B, ademas de que
inhibe su proliferaciéon. La toxina también produce apoptosis de neutréfilos y mitiga los
mecanismos de defensa mediados por neutrdfilos [29].

Como se encuentra representado en la Figura 1. No se observa una diferencia significativa
en la produccién de este factor de virulencia en particular para las cepas evaluadas, lo cual
indica que los TCS RstA/RstB y 4886/4885 probablemente no regulan genes relacionados

con la produccién de piocianina en P. aeruginosa PA14.

El siguiente factor de virulencia evaluado fue la elastasa B (LasB), ésta es la proteasa mas
abundante secretada por P. aeruginosa con un amplio espectro de sustratos de hidrdlisis.
El sustrato mas estudiado de LasB es la elastina, que es un componente clave de los tejidos
conectivos gue proporciona elasticidad y la capacidad de recuperar la forma después de la
contraccion o el estiramiento. Otras proteinas estructurales degradadas por LasB son el
colageno y laminina, que son componentes de la matriz extracelular, asi como proteinas

involucradas en la union estrecha y la adherencia celular [32].

Ademas de los componentes estructurales, existen muchos factores
circulatorios/inmunitarios que también son degradados por LasB. Estos incluyen
inmunoglobulinas, citocinas, quimiocinas, receptores, tensioactivos, componentes del

complemento, péptidos antimicrobianos e inhibidores de proteasa [33].
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Al analizar la Figura 2, no se observa una diferencia significativa en la produccion de este
factor de virulencia en particular para las cepas evaluadas, lo cual indica que los TCS
RstA/RstB y 4886/4885 probablemente no regulan genes relacionados con la produccion

de elastasa en P. aeruginosa PA14.

Entre la variedad de toxinas extracelulares y enzimas elaboradas por P. aeruginosa que
podrian contribuir a su patogenicidad, se incluyen 2 hemolisinas. Una de estas hemolisinas
es un glicolipido resistente al calor, mientras que la otra es termolabil y se ha identificado
como fosfolipasa C (PLC) que cataliza la hidrolisis de la fosfatidilcolina [33]. La mayoria de
los aislamientos de P. aeruginosa excretan sustancias que pueden lisar los glébulos rojos

in vitro y causar lesiones necroticas cuando se inyectan en la piel de los animales [34].

Como se observa en la Figura 3, se evalué este factor de virulencia y se observa que no
existe una diferencia significativa en la produccion de LasB para las cepas de interés. Lo
cual indica que los TCS RstA/RstB y 4886/4885 probablemente no regulan genes
relacionados con la produccion de hemolisina en P. aeruginosa PA14.

Una capacidad hemolitica disminuida en las mutantes de RstA y RstB ha sido reportada en
Vibrio alginolyticus, lo cual no coincide con los resultados obtenidos en la Figura 3, donde
no se observa diferencia significativa en los resultados de estas mutantes con la silvestre.
Esto se podria deber a la diferencia en microorganismos ya que, aunque son bacilos gram
negativos, tienen hemolisinas distintas cuya expresion es regulada de manera diferente
[21], [35].

Posteriormente se procedié a evaluar la formacion de biopelicula en las cepas, debido a
que P. aeruginosa es capaz de formar biopeliculas en una variedad de superficies vivas y
no vivas, como los tapones de moco del pulmén con fibrosis quistica, catéteres

contaminados y lentes de contacto [25].

Las biopeliculas con comunidades bacterianas incrustadas en una matriz de
exopolisacaridos (EPS). Se ha demostrado que la matriz del biofilm de P. aeruginosa
abarca principalmente polisacaridos, ADN extracelular (eDNA), proteinas y lipidos. La
matriz, que es responsable de mas del 90 % de la biomasa del biofilm, ademéas de
proporcionar nutrientes esenciales, enzimas y proteinas citosélicas para la comunidad de
biopeliculas, la matriz también facilita la comunicacion de célula a célula, actda como un
andamio para la adhesion a las superficies y actla como refugio para las bacterias

encerradas en condiciones ambientales adversas [36].
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En cuanto a este factor de virulencia, se observa por primera vez una tendencia al realizar
los ensayos. La cepa rstA- mostré una produccion de biopelicula mucho mayor a la cepa
silvestre de manera consistente, tanto en los ensayos cualitativos como los cuantitativos.
Existe una diferencia significativa, como se observa en la Figura 4, al comparar los datos
obtenidos de las cepas y asimismo al comparar la cepa rstA- con las RstA pro y RstA ORF

gue contienen los plasmidos que sobre expresan el gen.

Esta informacion obtenida coincide con lo reportado para E.coli respecto al sistema de dos
componentes RstB/RstA, en un estudio donde realizan RNAseq identificaron varios genes
de diguanilato ciclasa que son regulados a la alza en la cepa mutante RstA. Estos genes
participan en la formaciéon del omnipresente segundo mensajero, ciclico-di-GMP (c-di-
GMP), que promueve la formacion de biopeliculas en muchas bacterias. Asimismo
realizaron tincidon con cristal violeta donde se observan graficas con resultados que

coinciden con los observados en la Figura 4 [20], [21].

Es probable que en P. aeruginosa PA14, el TCS RstB/RstA regule genes relacionados a la
formacioén de biopelicula, ya que la falta del RR RstA provoca una formacion de biopelicula
significativamente mayor. En cuanto al TCS 4886/4885, no se observaron diferencias
significativas en las cepas evaluadas por lo que es probable que este TCS no regule genes

relacionados a la formacion de biopelicula.

La pioverdina se ha convertido en un objetivo promotedor para la intervencion terapéutica
en infecciones por P. aeruginosa ya que es un sider6foro con funciones multifacéticas en la
patogénesis. Los sideréforos son moléculas quelantes del hierro solubles en agua que los
microorganismos producen como defensa a la restriccion de hierro, método clave utilizado
por la mayoria de los organismos multicelulares para limitar la infeccién. La pioverdina, el
principal sideréforo producido por P. aeruginosa, ademas de solubilizar el hierro de fuentes
inorganicas, puede liberar este metal de los factores secuestradores de hierro del huésped
como la transferrina y de las ferroproteinas residentes en las mitocondrias del huésped [37],
[38].

Una vez que ha adquirido hierro, la pioverdina funciona como una molécula de sefializacion
para regular la produccion de varias toxinas. Cuando la ferripioverdina se une a su receptor,
FpVvA, en la membrana externa de la bacteria, se libera un factor sigma alternativo, PvdsS,
que activa la produccioén del inhibidor de la traduccion Exotoxina A, la proteasa PrpL y los
genes responsables de la biosintesis de pioverdina. La exotoxina A en particular ha sido

reconocida como una de las toxinas mas potentes secretadas por P. aeruginosa, ya que
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puede inducir la muerte apoptoética en las células huésped y matar organismos modelo.
PrpL (también conocida como proteasa IV) es una proteasa extracelular que degrada los
factores del huésped necesarios para la inmunidad de la mucosa pulmonar, como las
proteinas surfactantes y la interleucina-22. La produccién de pioverdina también promueve
la formacion de biopeliculas de P. aeruginosa, lo que es consistente con el paradigma
establecido de que la disponibilidad de hierro es necesaria para el desarrollo de biopeliculas
[23], [24]. Una combinacién de estas funciones hace que la produccion de pioverdina sea
necesaria para la virulencia total de P. aeruginosa contra huéspedes mamiferos e
invertebrados y debido a esto se decidi6 investigar si alguno de los TCS de interés regula

genes relacionados a este factor [39].

No se observo una diferencia significativa al comparar la produccion de piocianina de las
cepas mutantes con la silvestre. La sobreexpresion de 4885 RR condujo a una cantidad
significativamente menor de pioverdina, lo que sugiere que 4886/4885 puede regular genes
relacionados con este sideroforo.

Se administraron a las larvas de G. mellonella las cepas y se evaluaron las diferencias en
las cepas mutantes de los TCS a evaluar (4886, 4885, rstA,, rstB) y cepas con
sobreexpresion del RR (p4885, prstA) con la cepa silvestre en cuanto a su capacidad para

causar mortalidad.

Tradicionalmente se han utiizado modelos de mamiferos para la investigacion en patogenia,
farmacologia e inmunologia, sin embargo, este tipo de pruebas pueden consumir mucho
tiempo, mucho trabajo y ser costosas [40], [41]. Dado el papel de la respuesta inmunitaria
innata en la proteccion de los mamiferos contra la infeccién microbiana y el alto grado de
similitud que existe entre las respuestas inmunitarias innatas de los mamiferos y los
insectos, estudiar la respuesta de los insectos a la infeccién puede proporcionar resultados
comparables a los que pueden obtenerse utilizando mamiferos [42]. Es probable que varios
factores esenciales para la infeccién bacteriana, como la adhesion celular, la resistencia a
los péptidos antimicrobianos, la degradacion de los tejidos y la adaptacion al estrés

oxidativo, sean importantes tanto en insectos como en mamiferos [43].

La Gran Polilla de la Cera, G. mellonella, es cominmente utilizada como modelo para
evaluar la virulencia de una variedad de microorganismos. Las larvas son de color blanco
opaco, miden unos 3 cm de largo, pesan entre 0,3 y 0,5 g y sufren una metamorfosis para
convertirse en una polilla gris [42]. Se ha demostrado la capacidad estas larvas para

detectar diferencias en la patogenicidad de mutantes deficientes en LPS de P. aeruginosa
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[44], y existe una buena correlacién entre la virulencia de P. aeruginosa en larvas de Galleria

y en ratones [42].

Se observa un mayor porcentaje de supervivencia en el grupo administrado con la cepa P.
aeruginosa PA14 4885 ORF, se encontré diferencia significativa con respecto a la cepa
silvestre mediante la prueba de Gehan-Breslow-Wilcoxon. Asimismo, se observa que, en el
grupo de larvas administrado con la cepa mutante de ese mismo RR 4885, todos los
individuos mueren antes de las 25 horas, a diferencia de los grupos administrados con las

otras cepas, en donde siempre hay sobrevivientes.

Lo anterior indica que una sobreexpresion del RR 4885 disminuye la virulencia en el

microorganismo y permite la supervivencia de los individuos por un tiempo mayor.
Los resultados obtenidos son representados en la siguiente tabla.

Tabla 1. Caracterizacion de los sistemas de dos componentes RstA/RstB y 4886/4885.

Factor de virulencia Conclusion

Piocianina No hay diferencia significativa

Elastasa No hay diferencia significativa

Hemolisina No hay diferencia significativa

Biopelicula Mutante de RstA (RR) produce mayor cantidad de
biopelicula

Mortalidad en Galleria mellonella | Sobreexpresién de 4885 (RR) provoca menor mortalidad y

la cepa mutante de 4885 provoca mayor mortalidad

Pioverdina Sobreexpresion de 4885 (RR) provoca la deteccién de una

cantidad menor de pioverdina
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Conclusion

Con los resultados anteriores de los fenotipos probados se puede inferir que ambos

sistemas RstA/RstB y 4886/4885 estan implicados en la virulencia de P. aeruginosa
UCBPP-PA14.

Perspectivas

Determinar por RNAseq los genes regulados por 4886/4885 en P. aeruginosa
UCBPP-PA14.

Confirmar la regulacion 4886/4885 de los genes encontrados mediante la
generacién de reporteros -lacZ.

Encontrar la secuencia consenso de la union del RR de interés y corroborarla
mediante ensayos EMSA.

Definir el regulon completo de este TCS en P. aeruginosa UCBPP-PA14.
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