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Resumen
Este estudio demuestra que las vesiculas de membrana externa (OMV’s)

de Leclercia adecarboxylata comparten similitudes en sus perfiles proteicos
con los extractos totales bacterianos (EPT), lo que sugiere un proceso de
biogénesis regulado y especifico. La técnica SDS-PAGE reveld diferencias
significativas entre las bandas de extractos proteicos y OMV's, y se
confirmé la capacidad inmunogénica de las OMV’s mediante Western Blot,
identificando una molécula de aproximadamente 65 kDa, que
probablemente corresponde a la proteina OmpA. Esta proteina, altamente
conservada en la familia Enterobacteriaceae, presenta un papel clave en la
virulencia y el crecimiento bacteriano, ademas de inducir respuestas
inmunes humorales y citotoxicas.

Las OMV’s se mostraron capaces de activar respuestas inmunitarias
innatas y adaptativas, incluyendo la produccién de anticuerpos especificos.
Mediante ensayos de ELISA, se confirmé que las OMV’'s inducen
respuestas robustas, destacandose las subclases de anticuerpos IgG1,
IgG2a e IgG2b, lo que evidencia la activacion de respuestas inmunes
humorales y celulares especificas.

Ademas, se realiz6 una revision bibliografica acerca del papel de las OMV's
de diferentes bacterias, como E. coli, Salmonella, Klebsiella pneumoniae y
Bordetella pertussis, que han demostrado efectos protectores vy
propiedades inmunomoduladoras. Estos hallazgos refuerzan el potencial de
las OMV’s como herramientas inmunoldgicas versatiles para el desarrollo
de vacunas o adyuvantes.

En conclusion, las OMV’'s de L. adecarboxylata generan anticuerpos
especificos, provocan una respuesta inmune robusta y poseen propiedades
inmunogénicas prometedoras, posicionandolas como candidatas para

estrategias inmunolégicas innovadoras.



1. Introduccion

Leclercia adecarboxylata fue inicialmente denominada Escherichia
adecarboxylata por Leclerc, debido a su similitud fenotipica con Escherichia
coli. Sin embargo, Tamura y cols, en 1986, basadndose en técnicas de
biologia molecular del ADN bacteriano, la incluyeron en el género
Escherichia, dejandola como un sélo género y una sola especie a la que
clasificaron como Leclercia adecarboxylata, dentro del género Leclercia,
familia Enterobacteriaceae, orden Enterobacterales y nombrada L.

adecarboxylata [1], [2].

Se encuentra presente a nivel mundial de forma natural en alimentos, tierra
y ambientes de agua fresca, ademas ha sido aislada de animales y seres

humanos como parte de la microbiota intestinal [1].

Las infecciones por esta bacteria son inusuales, se ha encontrado en
cultivos polimicrobianos en personas inmunocompetentes, aunque tiene un
papel oportunista en pacientes inmunocomprometidos, provocando
bacteriemia, infeccion de tejidos blandos y piel, colecistitis, neumonia y
peritonitis, ademas se han reportado brotes intrahospitalarios de sepsis

provocados por nutricién parenteral total contaminada [3].

En cuanto a sus caracteristicas fenotipicas, L. adecarboxylata es movil,
crece de manera O6ptima a 37°C y en condiciones de aerobiosis.
Macroscopicamente, forma colonias mucosas, similares a colonias de E.
coli. Microscépicamente, se observa como un bacilo Gramnegativo a la
tincién de Gram. Es sensible a diversos grupos de antimicrobianos como
penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos, aminoglucésidos,
fluoroquinolonas, y también a tigeciclina y cotrimoxazol. Sin embargo, se

han encontrado cepas multi-resistentes capaces de producir B-lactamasas



de espectro extendido (BLEE), asi como algunas carbapenemasas de tipo
NDMM [2] Asi mismo, por medio de secuenciacién de genoma completo,
se han reportado cepas portadoras de plasmidos con genes de resistencia
a colistin (mcr) [3].

Tiene propiedades bioquimicas similares a E. coli, aunque L.
adecarboxylata se identifica por pruebas positivas de hidrolisis de ureasa,
para malonato y una pigmentaciéon amarilla y crecer en la presencia de
cianuro de potasio en contraste es negativa para las pruebas de lisina y

ornitina descarboxilasa [4].

Patogenicidad y virulencia Leclercia adecarboxylata

La via de transmisién y los mecanismos por los cuales L. adecarboxylata
causa infecciéon aun no estan del todo claros. Se han propuesto varias
hipotesis, incluyendo la contaminacion de heridas cutaneas, la
translocacién bacteriana a través del tracto gastrointestinal, catéteres o vias
urinarias. Aunque se ha demostrado su capacidad de danar células
epiteliales en el laboratorio, se cree que, en muchos casos, requiere de
otros microorganismos para establecer una infeccién, especialmente en

individuos inmunocompetentes[5].

Infecciones por Leclercia adecarboxylata

La literatura cientifica reporta un numero limitado de casos clinicos
asociados a L. adecarboxylata. La mayoria de estos casos involucran a
pacientes inmunocomprometidos o con enfermedades crénicas como

cancer, leucemia, insuficiencia renal o cirrosis. Las infecciones suelen



manifestarse como bacteriemias, infecciones de heridas, colecistitis y
endocarditis o complicaciones de procedimientos médicos como dialisis
peritoneal. Es comun encontrar a L. adecarboxylata en infecciones
!polimicrobianas\, a menudo junto con otros patégenos oportunistas como

Enterococcus spp, Haemophilus influenzae o Staphylococcus aureus [6].

En un estudio realizado por Tamura et al. los casos en los que se aisl6
Leclercia en cultivo puro, generalmente de sangre, incluyen pacientes con
gastrosquisis y atresia intestinal, leucemia no linfocitica aguda después de
un trasplante de médula dsea, cirrosis alcohdlica, enfermedad renal en
etapa terminal con peritonitis relacionada con el catéter (aislada solo del
liqguido peritoneal) y leucemia mieloide aguda [7]. La mayoria de las
infecciones polimicrobianas se produjeron en pacientes inmunodeprimidos.
Estas incluyeron un paciente con una vesicula biliar crénicamente
inflamada de tejido mezclado con Enterococcus spp., y un paciente con
enfermedad de Still que desarrolld neumonia y sepsis después de una
cirugia de hernia; el aislado de esputo se mezcl6 con E. coli, K. oxytoca y
H. influenzae. Ocurrieron otras infecciones mixtas en un paciente con
leiomiosarcoma (de una muestra de sangre y de la punta del catéter se aislé
el microorganismo mezclado con Escherichia hermannii), un paciente de
bypass coronario (muestra de sangre, mezclado con Enterococcus faecalis
y E. hermannii) y un paciente con leucemia linfoblastica aguda (muestra de
sangre, mezclado con Staphylococcus aureus). Finalmente, tres individuos
sanos tenian infecciones polimicrobianas de heridas en las extremidades

inferiores [7].
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Leclercia adecarboxylata en México

El primer brote de L. adecarboxylata identificado en México ocurrié en el
2019. La Secretaria de Salud del Estado de Jalisco confirmé 69 casos de
Infeccién en el Torrente Sanguineo (ITS) originados a causa de la bacteria
que afectaron a 15 hospitales; 13 de la Zona Metropolitana de Guadalajara
y 2 en Tepatitlan. De dichos casos se reportaron 2 defunciones, de las
cuales solo una fue asociada al brote de la bacteria por parte del Comité
Estatal de Vigilancia Epidemiolégica [8]. La defuncién ocurrié el 22 de mayo
del mismo afo en el Hospital Civil Juan I. Menchaca, en un recién nacido
prematuro extremo. La causa basica de la muerte fue la infeccion por la
bacteria[8]. El total de afectados recibieron Nutricion Parenteral Total (NPT),
por lo que se asocié a esta como posible causa del brote, y se confirmo
mediante un estudio realizado por Garza — Gonzalez y col., en tres de los
15 hospitales afectados donde se detecto6 la contaminacion proveniente de
las botellas de NTP sin abrir y la cepa de la nueva botella se identificd
mediante métodos moleculares para coincidir con la cepa aislada de los
pacientes [9]. Los pacientes adultos afectados por el brote sufrian
previamente de padecimientos graves como apendicitis aguda con
peritonitis generalizada, enfermedad de sistema digestivo no especificada,
tumor maligno de pancreas y gastroenteritis por Clostridium difficile [9]. En
tanto que los menores de un afio presentaban enfermedades de base como
atresia y estenosis congénita de otras partes especificadas del intestino
grueso, dificultad respiratoria, sindrome de Down, cardiopatia congénita,
gastrosquisis, hijo de madre toxicbmana, hipoxia neonatal, invaginacion
intestinal, hemorragia intraventricular, anemia del prematuro, sepsis
temprana, miocarditis, persistencia conducto arterioso y sepsis abdominal

[9]. Es decir, que en todos los casos L. adecarboxylata se presenté como
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un organismo oportunista.

Como ya se ha mencionado, el brote se convirti6 en un problema grave
debido a que no se conocia el comportamiento epidemiolégico que pudiera
tener esta bacteria ni otras caracteristicas especificas, solamente algunos
casos aislados que se habian reportado en la literatura; después de 57 anos

de ser descrita por primera vez [8].

Este brote destaca la importancia de la investigacion basica y clinica para
comprender mejor la epidemiologia, la patogénesis y la resistencia a los
antimicrobianos de L. adecarboxylata. Asimismo, subraya la necesidad de
desarrollar nuevas estrategias de prevencion y control de infecciones

nosocomiales causadas por este y otros microorganismos emergentes.

1.2 Caracteristicas de OMV's

Las microvesiculas de membrana externa (OMV's) son proteoliposomas de
tamafo nanométrico que se desprenden de la envoltura celular de todas las
especies de bacterias Gram negativas estudiadas hasta la fecha y en las
Ultimas décadas se ha descubierto que algunas bacterias Grampositivas
también liberan estructuras similares, aunque por mecanismos distintos
[10]. Originalmente consideradas un artefacto de la renovacion o lisis de la
pared celular, su liberacién de la célula bacteriana ahora se reconoce como
un sistema de secrecion generalizado que contribuye a mejorar la aptitud y
facilita las interacciones entre células en el contexto de comunidades
bacterianas mixtas y durante las interacciones hospedero - microorganismo
[11][12].

Las OMV's tienen tipicamente un diametro de 20 a 200 nm y se liberan

durante todas las fases de crecimiento y en todas las condiciones
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ambientales estudiadas hasta la fecha [11]. Las OMV’s son capaces de
entregar una gama quimicamente diversa de proteinas (factores de
virulencia, enzimas, adhesinas), lipidos (LPS, fosfolipidos), acidos
nucleicos (ARNm, ADN, ARN no codificante), moléculas de sefalizacion
(quorum sensing) peptidoglicano y polisacaridos a largas distancias
mientras protegen el contenido vesicular del ambiente externo [11]. La
carga puede estar contenida como un soluto dentro del lumen de la
vesicula, o puede incorporarse o asociarse con la bicapa de membrana
[13][14] .

Debido a su versatilidad como vehiculo de administracion, las
contribuciones de las OMV’'s a la aptitud bacteriana son igualmente
variadas, pero de creciente interés es su papel en la colonizacion del
hospedero y la patogénesis de la enfermedad [15]. La secrecién de OMV's
generalmente se considera una respuesta adaptativa al estrés, y la
infeccion a menudo ocurre dentro de un entorno estresante [16]. En algunos
casos, el aumento de la producciéon de OMV's en condiciones estresantes
se correlaciona con una mayor supervivencia, como en presencia de
péptidos antimicrobianos, y la vesiculacion aumenté la resistencia a la
infeccion por bacteriéfagos [17]. Las especies patdgenas de bacterias
generalmente liberan mas OMV’s que sus contrapartes no patdégenas, y es
probable que la secrecién de OMV's haya sido adaptada por los patégenos
para mejorar su virulencia [18]. Las OMV’'sde Pseudomonas
aeruginosa aisladas de un paciente con fibrosis quistica mostraron una
asociacion 3 a 4 veces mayor con las células pulmonares que las OMV's
de una cepa adaptada al laboratorio, PAO1, a través de la interaccion entre
la aminopeptidasa de Pseudomonas asociada a vesiculas (PaAp) y las
células pulmonares, lo que sugiere un papel importante para el cargo de

OMV'’s en un entorno de infeccién [19].
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Las OMV'’s tienen funciones defensivas durante la infeccién, secuestrando
antibioticos y anticuerpos, ademas de actuar como antigenos sefiuelo para

desviar la atencion del sistema inmunolégico de la célula bacteriana [20].

La potencia de las OMV’s como armas ofensivas se demuestra por su
capacidad para inducir sepsis fatal incluso en ausencia de células

bacterianas intactas [21].

Las OMV’'s también pueden administrar una seleccién de factores de
virulencia, incluidas toxinas, adhesinas y moléculas inmunomoduladoras
directamente a las células hospederas durante la infeccion [22]. Si bien
muchos de estos factores de virulencia ya se han verificado como cargo de
OMV's, y algunos incluso se secretan preferentemente a través de esta via,
como la citolisina ClyA en E. coli enterohemorrdgica (EHEC), la
enterotoxina termolabil (LT) en E. coli enterotoxigénica (ETEC) y la toxina
vacuolante VacA en Helicobacter pylori, ha resultado dificil identificar los
procesos que permiten la entrega del cargo asociado a OMV's a las células
hospederas [23], [24].

Ademas, se ha informado que las OMV’s inducen la presentacién de
antigenos para provocar una respuesta inmunitaria especifica de antigeno
mediante la entrega de antigenos y adyuvantes de PAMP a células
presentadoras de antigeno (APC) [25]. Los macréfagos son una de las APC
importantes en el sistema inmunolégico innato y realizan funciones clave
que incluyen la fagocitosis, la migracion, el inicio de respuestas
inflamatorias, la produccion de citocinas y la presentacion de antigenos a
las células T [26]. Estas células expresan una variedad de receptores
inmunes innatos, incluidos los receptores “scavengers”, la lectina de unién
a manosa (MBL), los receptores Fcy, los receptores tipo Toll (TLR) y los

receptores tipo lectina tipo C (CLR), que se distribuyen por toda la
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membrana celular, el citoplasma y la camara de la membrana interna [27].
Durante una infeccion bacteriana, los macrofagos reconocen los PAMP a
través de receptores de reconocimiento de patrones (PRR) vesiculares o
citoplasmaticos expuestos a la superficie. Luego, fagocitan a los patégenos
invasores y liberan mediadores inflamatorios para facilitar las respuestas

inmunitarias innatas y adaptativas [28].

2. Justificacion

Leclercia adecarboxylata ha emergido como un patégeno oportunista de
creciente importancia clinica. Este proyecto se centra en explorar el
potencial de las vesiculas de membrana externa (OMV's) de esta bacteria
como plataforma para el desarrollo de una vacuna. A través de un modelo
murino, se busco determinar la naturaleza de la respuesta inmune inducida
por las OMV’s, identificando las proteinas inmunogénicas clave y evaluando
la generacidn de anticuerpos protectores. Los resultados de este estudio no
solo ampliaran nuestro conocimiento sobre la interaccién hospedero-
patdégeno, sino que también proporcionaran una base sélida para el disefio
de vacunas mas eficientes contra las infecciones por L. adecarboxylata. La
relevancia clinica de este proyecto radica en la necesidad de desarrollar
nuevas estrategias para prevenir y controlar las infecciones causadas por

este patégeno, especialmente en poblaciones vulnerables.

15



3. Hipétesis

La inmunizacién con vesiculas de membrana externa (OMV’s) de Leclercia
adecarboxylata es capaz de inducir una respuesta inmune en un modelo
murino, caracterizada por la produccion de anticuerpos especificos contra

antigenos de superficie presentes en las OMV'’s.

4. Objetivo general

® Caracterizar la respuesta inmune inducida por la inmunizacion con

OMV’s de Leclercia adecarboxylata, en un modelo murino.

4.1 Objetivos especificos

e Expresary purificar OMV'’s de L. adecarboxylata.
¢ Identificar proteinas inmunogénicas asociadas a OMV’'s mediante
SDS-Page y Western Blot.

e Cuantificar la cantidad de anticuerpos producidos en respuesta a la

inmunizaciéon con OMV's de L. adecarboxylata.

e Caracterizar las diferentes isoclases de anticuerpos producidos en la

respuesta inmune.
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5. Materiales y métodos

5.1 Esquema general de trabajo

Cultivo bacteriano

Produccion de OMV's
o \
Medio LB + ampicilina Q&

!

Purificacion OMV's

centrifugacion diferencial y
filtracién EPT

Isotipificacion de anticuerpos

1° Ac. contra OMV's de L.a.
2° Ac. especifico para cada subclase
3° Ac. HRP-goat anti-rabbit IgG

Titulo de anticuerpos

SDS - Page

1° Ac. contra OMV's de L.a.
2° Ac. HRP-goat anti-mouse IgG

WESTERN - Blot

1° Ac. ratones inm. con OMV's de L.a.
2° contra IgG producido en ratén acoplado
a fosfatasa alcalina
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5.2 Siembra de Cepas Bacterianas

Se llevaron a cabo siembras de las cepas de L. adecarboxylata LO08 y
LO12, facilitadas por la Dra. Rosa del Carmen Rocha Gracia del CICM-
ICUAP, en placas de agar soélido con medio Luria-Bertani (LB). Las
placas fueron incubadas durante 24 hrs a 37 °C. Posteriormente, se
realiz6 una siembra en 40 ml de medio liquido LB y se mantuvo en
agitacion a temperatura ambiente durante 24 horas. Tras este periodo,
se realizaron multiples centrifugaciones para obtener dos pellets, los

cuales se utilizaron para la obtencion de extractos proteicos totales.

5.3 Produccién y purificacién de microvesiculas por centrifugacién
diferencial y filtracién EPT

Inicialmente, se inocularon 2 tubos de ensayo con 5 ml de caldo LB
conteniendo el cultivo previo de las cepas L008 y L012 y ampicilina a
una concentracion de 25 ug/mL, para promover la produccion de
OMV'’s, se incubaron durante 24 hrs a 37 °C, posteriormente se
adicionaron 5 ml del cultivo a un matraz con 100 ml de medio de cultivo

LB y ampicilina (25 pg/mL), se incubd a 37 °C durante 48 hrs.

Para llevar a cabo la purificacion se realizé una centrifugacion de 30
min a 6000 rpm a 4 °C, se recuperd el sobrenadante para
posteriormente filtrar a través de una membrana de PVDF de 0.45 y
0.2 micrometros (Durapore), se adicioné un volumen de acetona fria
(JT Baker), se mantuvo a 4 °C durante 24 horas, posteriormente se
centrifugd durante 30 min a 6000 rpm para obtener la microvesiculas,

se descartd el sobrenadante y la pastilla se resuspendié en 1 ml de
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PBS (0.24 g H2PO4, 0.2 g KCI, 8 g NaCl y 1.44 g NaHPOu4) estéril, se
paso el volumen a tubo eppendorf para centrifugar a 5000 rpm durante
5 min, se descartdé sobrenadante y se resuspendieron las OMV's

purificadas en 200 microlitros de PBS para conservar.

Finalmente se realizd una prueba de esterilidad sembrando por estria
cruzada en placas de Agar LB que se incubaron a 37 °C durante 24

horas.

5.4 Cuantificacion de proteinas presentes en las OMV’s por el método
de Bradford

Se generd una curva estandar de albumina de suero bovino (BSA)
utilizando concentraciones de 1, 2, 5, 8, 10, 20, 40, 60, 80, 100 pg/ul,
empleando el método de Bradford. Estas concentraciones se aplicaron
en una microplaca para ELISA, y aparte se cargaron 5 yl de OMV'’s
purificadas, a continuacion, se afadieron 50 ul del reactivo de Bradford
(SIGMA) y se incubd la mezcla durante cinco minutos a temperatura
ambiente se realizé la lectura de las densidades opticas en un
microlector de placas para ELISA Accuris SmartReaderTM 96, modelo
MR9600 (Accuris Instruments, USA).

5.5 Preparacion de Extractos Proteicos Totales

Para la lisis celular y obtencion de los extractos proteicos, se
adicionaron 500 pl de buffer RIPA (3 mL de cloruro de sodio 5 M, 5 mL
de Tris-HCI (1 M, pH 8,0), 1 mL de nonidet P-40, 5 mL de desoxicolato

de sodio 10 %, 1 mL de SDS 10 %) al pellet bacteriano. Las muestras
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fueron calentadas a 100 °C durante 15 minutos, luego se dejaron
enfriar a temperatura ambiente. A continuacion, se anadieron 20 ul de
inhibidores de proteasas. Se realizaron dos tratamientos: una muestra
se centrifugd, se retir6 el sobrenadante y se resuspendié en 130 ul de
PBS; la otra muestra se mantuvo en buffer RIPA para su posterior uso
en electroforesis.

5.6 Electroforesis SDS-PAGE

Las muestras de extractos proteicos totales se mantuvieron en buffer
RIPA con inhibidores y se les afiadié buffer de carga (Tris-HCI a pH
6.8, SDS 10%, Glicerol, Beta-Mercaptoetanol, Agua tridestilada y azul
de bromofenol), por otro lado, para la preparacion de las OMV's se
tomaron 40 microlitros de muestra, se afiadieron 40 microlitros de
buffer de cargay se llevaron a 100 °C durante 15 minutos. Se cargaron
20 pl de cada muestra en dos geles SDS-PAGE al 10% y se realizd la
electroforesis con buffer de corrimiento tris-glicina (Tris — Base, Glicina
y SDS al 10%). La migracién se llevé a cabo a 70 V tanto para el gel
concentrador como para el separador. Posteriormente, se tifid un gel
con azul de Coomassie durante 24 horas y se destiid hasta obtener
bandas bien definidas, el otro gel se utiliz6 para transferencia a
membrana de nitrocelulosa.

5.7 Western Blot

Se realizo el procedimiento de SDS - PAGE, pero en lugar de teiir con

coomassie el gel se transfiri6 a una membrana de nitrocelulosa, para
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ello se coloco en el soporte y buffer de transferencia (Glicina 39 mM,
Tris — Base 48 mM y SDS 0.037%) la transferencia se realiz6 a 70 V
durante una hora, al término se bloqued la membrana con leche
descremada al 5% durante una hora, se realizaron 3 lavados con PBS
con Tween 20 al 0.05%, cada uno de 10 minutos en movimiento,
posteriormente se agregd el primer anticuerpo anti OMV’'s de L.
adecarboxylata obtenido en ratdén (generados por el Dr. Carabarin) a
una dilucién 1:1000 y se dejé 12 hrs en interaccidn, posteriormente se
realizaron 3 lavados con PBST al 0.05% cada uno de 10 minutos en
movimiento para posteriormente agregar el segundo anticuerpo un IgG
anti-ratén acoplado a fosfatasa alcalina hecho en cabra en una dilucion
1:5000, se incubd durante una hora a 37 °C, finalmente se realizaron 3
lavados con PBST al 0.05% cada uno de 10 minutos en movimiento y
la membrana fue revelada adicionando 2 ml de NBT/BCIP (Sigma-

aldrich) hasta observar la reaccion.

5.8 Titulo de Anticuerpos

El titulo de anticuerpos se determiné mediante ELISA. Los antigenos,
Extracto Proteico Total bacteriano (EPT) u OMVs integras (No lisadas)
se diluyeron para obtener una concentracién de 10 ug/ml y se
afiadieron 30 ul por pozo. Después de incubar a 4 °C durante 12 hrs,
se decanto y se bloque6 con 200 pl de BSA al 1% durante 1 hora a 37
°C. Se realizaron tres lavados con buffer de lavado (PBS-T al 0.05%).
Luego, se anadieron 100 pl de anticuerpos anti-OMV's de L.
adecarboxylata a diferentes diluciones (1:500, 1:1,000, 1:5,000,
1:10,000, 1:30,000) y se incubd a temperatura ambiente durante 2
horas. Después de tres lavados con PBST 0.05%, se anadi6 50 ul de
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HRP-goat anti-mouse 1gG (dilucién 1:5,000) y se incub6 durante 30
minutos a temperatura ambiente. Se realizaron cuatro lavados y se
afiadié 100 pl de sustrato TMB, incubando durante 10 minutos a
temperatura ambiente. La lectura se realiz6 a 630 nm en un lector de
microplacas para ELISA Accuris SmartReaderTM 96, modelo MR9600

(Accuris Instruments, USA).

5.9 Isotipificacion

Se llevé a cabo mediante ELISA. Los antigenos, EPT y/o OMV’s , se
diluyeron a una concentracion de 10 ug/ml y se afiadieron 30 ul por
pozo. Se incubd a 4 °C durante la noche, luego se bloquedé con 100 pl
de BSA al 1% durante 1 hora a 37 °C. Se realizaron tres lavados con
buffer de lavado. Se afiadieron 100 pl de anticuerpos anti-OMV's de L.
adecarboxylata diluidos (1:500) y se incubd a temperatura ambiente
durante 2 horas. Tras tres lavados, se afadieron 50 pl de anticuerpos
especificos para subclases IgG (IgG1, IgG2a, 1IgG2b, 19G3, e IgGA) en
dilucion 1:1,000, seguido de incubacion durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Después de cuatro lavados, se afadieron 50 pl
de HRP-goat anti-rabbit IgG en dilucion 1:3,000 y se incubé durante 30
minutos. Finalmente, se realizaron cuatro lavados y se afiadié 100 pl
de sustrato TMB, incubando durante 15 minutos a temperatura
ambiente. La lectura se realizé a 630 nm en un lector de microplacas
para ELISA Accuris SmartReaderTM 96, modelo MR9600 (Accuris
Instruments, USA).
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6. Resultados

Se estableci6 un protocolo estandarizado para la obtencion y
caracterizacion de extractos proteicos totales de Leclercia
adecarboxylata, asi mismo se logré la expresion y purificacion de
Microvesiculas de membrana externa mediante centrifugacion

diferencial y filtracion EPT.

6.1 SDS-Page
En las imagenes se muestran las mismas bandas tanto entre los extractos

totales bacterianos de la cepa L. adecarboxylata 008 (carriles 1-4 de la
imagen 1) como entre los de la cepa L. adecarboxylata 012 (carriles 5-8 de
la imagen 1) que oscilan entre los 75 y 25 kDa. Por lo que se puede inferir
que los PM observados son coherentes para cada cepa.

Por otro lado, en el caso del analisis para las OMV’s se observan pesos
moleculares de entre 75 y 37 kDa para la cepa La. 008 (carriles 1y 1 de la

imagen 2) y de entre 100 y 25 kDa para la cepa La. ]012\ (carriles 3y 4 de la

imagen 2).

i

r

E

‘ Imagen 1. SDS -:P. Extractos totales Imagen 2. SDS - Page. Microvesiculas de
bacterianos: La. 008 (1-4) y La. 012 (5- 8). membrana externa: La. 008 (1y 2)y La. 012 (3y 4)
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6.2 Western — Blot

El anticuerpo primario utilizado fue obtenido de ratones inmunizados
previamente con OMV’'s de Leclercia adecarboxylata, el anticuerpo
secundario fue contra IgG producido en ratén acoplado a fosfatasa alcalina.
Se observaron las mismas bandas entre cepas tanto para extractos

proteicos totales como para extractos de OMV’!S\ (imagen 3y 4). Comentado [MG4]: Entre paréntesis

la imagen a la cual te haces referencia

Imagen 3. Western — Blot Extractos proteicos totales :  Imagen 4. Western — Blot Microvesiculas de membrana
La. 008 (1y2)yLa. 012 (3y4). externa: La. 008 (1y 2) y La. 012 (3y 4).
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6.3 Titulo de anticuerpos

Se observa en la grafica 1 el titulo de anticuerpos, en el cual tanto la cepa La. 008 y La. 012 coinciden con su

punto maximo en la dilucion 1:500 con 2.82 y 2.68 respectivamente, asi como en un descenso gradual

conforme a las diluciones y su punto minimo en la dilucién 1:30,000 con 0.43 y O respectivamente (grafica

1). Mientras que para las OMV's se observé el punto maximo en la dilucién 1:500 para ambas cepas y de

igual forma un descenso gradual de acuerdo con las diluciones estabilizandose en puntos minimos después

de la dilucién 15000 (grafica 2).

TITULO DE ANTICUERPOS (EPT)

1:1000 1:5000 1:10000 1:30000

LECLERCIA 008 LECLERCIA 012

TITULO DE ANTICUERPOS (OMV 'S)

0.9165
0.8745

0.188 —0.163 0.148 0.1405

0.152 0.121
1:1000 1:5000 1:10000 1:30000

LECLERCIA 008 LECLERCIA 012

Grafica 1. Titulo e anticuerpos para extractos proteicos totales de La. 008
yLa. 012

Grafica 2. Titulo de anticuerpos para microvesiculas de membrana
externa La. 008 y La.




6.4 Isotipificacion

Se observa en la grafica 3 que los subtipos de anticuerpos con mayor presencia en ambas cepas son para

los primeros tres isotipos, en el caso de La. 012 se observan valores superiores a 1 para los subtipos IgG1 e

IgG2a y muy cercano a 1 para el subtipo IgG2b, lo que indica que hay gran presencia de este, por otro lado,

para la cepa La. 008 se muestra alta presencia del subtipo IgG1, aunque también hay presencia considerable

de los subtipos 1gG2a e IgG2b (grafica 3). Mientras que, al usar a las microvesiculas como antigeno, se

observa mayor reaccion frente a las subclases IgG2b, IgG3 e IgG2a para la cepa Leclercia !01 Z (gréfica 4).

ISOTIPIFICACION (EPT)

0.8845

0.6015 '{* ‘
I 0

.A835
0.2265 puimm

IgG3

IgG2a 1gG2b

LECLERCIA 008 LECLERCIA 012

ISOTIPIFICACION (OMV " S)

0.7I15

IgG2a IgG2b IgG3

LECLERCIA 008 LECLERCIA 012

Grafica 3. Isotipificacion de proteinas para La. 008 y La. 012 con 1gG1,
IgG2a, IgG2b, IgG3 e IgA

Grafica 4. Isotipificacién de OMV'’s para La. 008 y La. 012 con IgG1,
IgG2a, IgG2b, IgG3 e IgA
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7. Discusion

A través de la técnica de SDS-PAGE fue posible comparar los perfiles
proteicos tanto de OMV'’s de Leclercia adecarboxylata como de la bacteria,
como se pudo observar hay gran similitud entre los extractos totales de las
dos cepas utilizadas, lo que denota similitud entre ellas a nivel de expresién
de proteinas, asi mismo se observa similitud entre los extractos de OMV's

de ambas cepas.

Sin embargo, se logran identificar diferencias entre las bandas de extractos
proteicos totales y extractos de microvesiculas. Lo cual es importante ya
que esta vinculado a un proceso regulado y no uno al azar, lo que senala

que el cargo esta bien definido por la bacteria.

En la investigacion de proteinas bacterianas, se observd un patrén
diferencial entre extractos proteicos totales y microvesiculas en Escherichia
coli. Mientras que los extractos totales mostraron una distribucién uniforme
de proteinas estructurales y enzimaticas, las microvesiculas contenian
especificamente proteinas de membrana, incluyendo una de 30 kDa
relacionada con adhesion y otra de 45 kDa involucrada en la regulacién
génica. Esto indica un mecanismo selectivo de carga proteica para la

interaccidn y supervivencia bacteriana [29].

A medida que se profundiza en el estudio de las OMV s, se considera cada
vez mas su biogénesis como un mecanismo biolégico complejo,

conservado y sujeto a una regulacion precisa [30].

Diversos estudios han demostrado que la composicidon molecular de las
OMV’'s es selectiva, enriqueciéndose en ciertas proteinas y lipidos
especificos, mientras que excluye otros componentes [31]. Se ha sefalado

como altamente probable que OMV's liberadas por una misma cepa



bacteriana tengan un contenido heterogéneo a causa de los multiples
mecanismos de biogénesis, no obstante, en esta investigacion se realizé la
comparacioén entre perfiles proteicos de OMV's de diferentes cepas de L.
adecarboxylata, asi la composicidon consistente entre OMV's respalda la

idea de un proceso de biogénesis no aleatorio, sino especifico.

Tal como se ha expuesto en este trabajo, las OMV’s exhiben un perfil
molecular caracteristico, enriquecido en proteinas de membrana externa y
lipidos especificos. Su contenido molecular, que abarca desde proteinas y
acidos nucleicos hasta moléculas de sefalizacion, es dinamico y se ve
influenciado por las condiciones de cultivo. Esta heterogeneidad en su
composicion sugiere que las OMV’s pueden mediar diversas funciones
biolégicas, incluyendo la modulacion de la respuesta inmune [32] [33].
Gracias a esta composicion, las microvesiculas actian como potentes
activadores del sistema inmunitario, tanto innato como adquirido, al
presentar moléculas que desencadenan una respuesta inmunoldgica. Entre
estas moléculas se encuentran el lipopolisacarido (LPS) y las porinas de
membrana externa, que reconocen receptores especificos en las células
inmunitarias, induciendo la producciéon de citocinas y la activacion de

células efectoras [34].

Ademas, gracias al ensayo de Western Blot fue posible demostrar que las
Microvesiculas de L. adecarboxylata presentan  propiedades
inmunogénicas. Se pudo observar que esta capacidad inmunogénica es
causada mayoritariamente por una proteina de alrededor de 65 kDa,
presente tanto en extractos totales proteicos como en extractos de
Microvesiculas, tal como se esperaba debido a su estabilidad estructural,
conservacion evolutiva y seleccion durante la formacién de vesiculas. Su

conformacién terciaria estable la protege de la degradacién enzimatica y
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permite su preservacion durante la extraccién [35]. Ademas, su tamano
sugiere una funcion biolégicamente esencial, lo que explica su
conservacion en distintos contextos bacterianos. Durante la formacion de
OMV’s, mecanismos especificos seleccionan proteinas criticas para la
estructura y funcién de la membrana, asegurando su inclusiéon en estas
vesiculas. Desde el punto de vista inmunoldgico, la presencia de una o mas
proteinas en ambos extractos favorece una respuesta inmunitaria
consistente, ya que permite su reconocimiento por diferentes vias
inmunoldgicas y mantiene su capacidad antigénica. Su conservacién como
epitopo clave garantiza una respuesta inmune efectiva y especifica, lo que
refuerza su relevancia en la interaccion hospedero - patégeno y en el disefio

de estrategias inmunogénicas [35].

Aunque no hay estudios relacionados con las proteinas inmunogénicas que
presenta L. adecarboxylata, existen diversas investigaciones en bacterias
cercanas filogenéticamente, como es el caso de K. pneumoniae, en la que
se han identificado diversas proteinas inmunogénicas como, OmpA,
OmpK36, FepA, OmpK17, OmpW y proteina receptora de colicina | [36]. La
proteina observada en esta investigacion por medio del ensayo de Western
Blot, podria ser OmpA, ya que coincide con el peso molecular reportado
para esta proteina producida por L. adecarboxylata, que es de 63,7 kDa
(UniProt entry: AOA5B7XS04). Asimismo, se ha reportado en la literatura su
presencia con alta actividad inmunogénica en OMV’s [37]. Asimismo, se ha
identificado que la proteina A de la membrana externa (OmpA) esta
presente en grandes cantidades en la pared celular de las bacterias, es
altamente conservada entre las especies de la familia Enterobacteriaceae
y presenta un papel clave tanto en la virulencia como en el crecimiento

bacteriano [38] [39]. Ademas, se sefiala que OmpA desempefia un papel
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importante en la capacidad de las bacterias Gramnegativas para invadir
células de mamiferos. En estudios realizados con ratones, se inocularon
cepas de E. coli deficientes en OmpA, observandose una atenuacion
significativa de su virulencia y capacidad invasiva, ademas de una
reduccién en su resistencia frente a la actividad bactericida del suero [40].
En cuanto a sus propiedades inmunogénicas, se ha comprobado que la
OmpA de distintas especies es capaz de inducir respuestas humorales y
citotoxicas especificas incluso en ausencia de adyuvantes [41]. Se ha
asociado ademas con cepas hipervesiculantes, ya que la delecién del gen
que codifica la proteina OmpA ha demostrado aumentar la produccion de
microvesiculas. No obstante, también se ha observado que las alteraciones
en esta proteina conducen a una disminucién de la virulencia en cepas de
Klebsiella [42].

La capacidad de las Microvesiculas para activar una respuesta inmune, es
decir su capacidad inmunogénica ha sido ampliamente estudiada y
claramente descrita, pues son capaces de interactuar con células inmunes
innatas, por ejemplo, macréfagos y neutréfilos, asi como células inmunes
adaptativas y células presentadoras de antigenos, por ejemplo, células
dendriticas, y por lo tanto pueden conducir a respuestas inmunes
protectoras [43], [44].

Por ejemplo, existen reportes que las microvesiculas con propiedades
procoagulantes, obtenidas de células mononucleares de sangre periférica
estimuladas con la proteina M1, pueden limitar la propagaciéon y el
crecimiento bacteriano [45]. Asimismo, Oehmcke vy colaboradores
observaron que la formacién de trombos plasmaticos esta asociada a la
interaccién entre OMV'’s procoagulantes y Streptococcus pyogenes [46].

Por otro lado, se ha informado que las microvesiculas que contienen ARN
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de parasitos presentes en eritrocitos infectados por malaria pueden
fusionarse con células NK, activandolas para desempenar un papel crucial

en la defensa inicial contra infecciones parasitarias [47].

El impacto de las microvesiculas en la patogénesis de coagulopatias se
evidencié en casos de meningococemia, fiebre hemorragica por Ebola [48]
y enfermedad de Chagas [49]. Ademas, las OMV's pueden influir en la
funcion de los macrofagos, fundamentales para la eliminaciéon de
patdégenos. Por ejemplo, la entrega de toxinas formadoras de poros a los
macréfagos a travées de OMV’s puede inducir su polarizaciéon hacia un
fenotipo CD14*MHCIICD86", caracterizado por una mayor sensibilidad a

ligandos bacterianos Grampositivos [50].

También se ha reportado que las microvesiculas derivadas de células
madre mesenquimales (MSC) poseen potencial terapéutico en modelos
murinos de neumonia bacteriana [51]. Monsel et al. identificaron varios
mecanismos que explican este efecto protector: la estimulacion de la
fagocitosis por monocitos para mejorar la eliminaciéon bacteriana en los
pulmones [51] la modulacidn de las actividades de monocitos y macréfagos
alveolares para reducir el dafio pulmonar inducido por citocinas y la
permeabilidad de proteinas [52] y el apoyo al metabolismo de las células
epiteliales alveolares tipo 2, facilitando la eliminacion microbiana mediante

enzimas transportadas por las microvesiculas [52].

Las OMV’s derivadas de Neisseria meningitidis y Vibrio cholera se han
incorporado en formulaciones de vacunas autorizadas [53] [54][55].

Ademas, se utilizé un ensayo de ELISA (Graficas 1 y 2) para evaluar la
unién de anticuerpos presentes en suero de ratéon frente a antigenos

(extractos proteicos y microvesiculas de membrana externa) diluidos a 10

31



pg/ml. Las muestras de suero se probaron en distintas diluciones y la
deteccion se realizé mediante un anticuerpo secundario conjugado con
HRP. Los niveles de anticuerpos especificos se cuantificaron mediante la
densidad 6ptica (DO) a 630 nm. A una dilucién de 1:500, se observé el valor
maximo para ambas cepas (L.a. 008 y L.a. 012) de extractos proteicos con
un valor promedio de 2.75, asi mismo para los extractos de OMV’s con un
promedio en el valor maximo de 0.9. Los extractos proteicos totales
presentan valores considerables hasta la dilucion 1:10000 con valor
promedio de 0.796 mientras que para los extractos de OMV's la dilucion
1:1000 es en la cual se presentan los valores minimos considerables con
0.55 de promedio. En diluciones mas altas (1:10,000 y 1:30,000), los
valores de DO disminuyeron progresivamente, mostrando una relacién

inversa entre la dilucién y la sefial detectada.

Los extractos proteicos totales de la bacteria mostraron una respuesta de
anticuerpos mayor en comparacion con las OMV's en todas las diluciones
probadas, esta mayor respuesta de anticuerpos observada con los
extractos proteicos totales (EPT) en comparacion con las vesiculas de
membrana externa (OMV’s) puede atribuirse a multiples factores
bioquimicos e inmunoldgicos. Los EPT presentan una mayor cantidad de
proteinas en forma libre y desestructurada, lo que facilita su reconocimiento
por los anticuerpos debido a una mayor accesibilidad y concentracién de
epitopos. Ademas, la ausencia de una membrana limitante permite una
exposicion directa de antigenos, favoreciendo el reconocimiento mediado
por los anticuerpos. Aunque los EPT demuestran reconocimiento inmune
mas intenso, las OMV’s proporcionan una inmunidad especifica y duradera
al tener una presentacion antigénica enriquecida de proteinas bacterianas
[56] [57]. Lo que respalda el uso potencial de OMV’s como candidatos para

futuras estrategias inmunoldégicas.
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Finalmente, el ensayo ELISA desarrollado para la Isotipificacion permitié
evaluar la respuesta inmune humoral inducida por el antigeno especifico
mediante la cuantificacion de subclases de inmunoglobulinas en suero de
ratones inmunizados con OMV'’s (Graficos 3 y 4). Los resultados obtenidos
reflejan diferencias tanto entre extractos totales bacterianos y OMV's como
en los niveles de las distintas subclases de IgG, lo cual aporta informacién

valiosa sobre el tipo de respuesta inmune predominante para cada uno.

Cuando se usaron los EPT como antigenos, se observan niveles de
respuesta para las subclases 19G1, 1IgG2a e IgG2b, mientras que al utilizar
a las OMV’s como antigenos, los niveles de respuesta identificados fueron
para las subclases 1gG2b, 1gG3 e IgG2a. Las diferencias en el
reconocimiento de los anticuerpos entre los EPT y OMV’s como antigenos
se debe a la presencia diferencial de antigenos, mayoria en los EPT con
respecto a las OMV'’s, las cuales no estan lisadas [58]. Ademas, los EPT
presentan una mezcla de proteinas con conformacién desnaturalizadas,
facilitando el reconocimiento por epitopos lineales y facilitando Ila
interaccién de los anticuerpos IgG1 e IgG2a, las OMV’s presentan
antigenos en su conformacion nativa y estructurada, imitando mejor la
presentacion natural antigénica. Por otra parte, las OMV’s contienen
patrones moleculares asociados a patdégenos (PAMPs) en su configuracién
original, lo que permite la activacion de receptores especificos de particulas
y genera una respuesta predominante de IgG2b e IgG3 [59].

Asi mismo se observa una constante para las subclases IgG2b e IgG2a,
este patrén es consistente con estudios previos que destacan la asociacion
de las subclases de IgG con diferentes tipos de respuesta inmune. 1gG1
esta asociada a respuestas humorales mediadas por Th2, dirigidas contra

antigenos extracelulares, como toxinas y helmintos, y favorecidas por
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citocinas como IL-4, [60] IgG2a, en cambio, esta vinculada a respuestas
celulares mediadas por Th1, esenciales para combatir patdégenos
intracelulares (virus, bacterias intracelulares), y estimuladas por IFN-y,
promoviendo la fagocitosis y la activacion del complemento[60]. Por otro
lado, 1IgG2b tiene un rol inmunomodulador, asociado a una respuesta mixta
Th1/Th2 y a la regulacién y resolucién de la inflamacion, frecuentemente
generada bajo la influencia de TGF-B. Estas subclases actian de manera
complementaria para brindar proteccion integral frente a diversos tipos de

antigenos [61].

Por ello la generacion de anticuerpos de varias subclases indica que el
antigeno utilizado es inmunogénico, capaz de inducir una respuesta
policlonal y ademas estos resultados estarian indicando que el contenido
del cargo microvesicular es liberado durante el procesamiento antigénico
mediado por las células presentadoras de antigeno y de esta manera se
generan los anticuerpos del tipo IgG1, sin embargo, se tienen que realizar

mas estudios para comprobar esta hipotesis.

Investigaciones previas han demostrado que la inmunizacion con OMV's es
eficaz para prevenir infecciones bacterianas. Los estudios realizados con
OMV's derivadas de E. coli mostraron un alto efecto protector, previniendo
de manera efectiva tanto la letalidad inducida por bacterias como el
sindrome de respuesta inflamatoria sistémica, mediado por las respuestas
de las células Th1 y Th17 [62], [63]. Las OMV de Campylobacter jejuni
representan una opcién para la entrega de proteinas a las células
hospederas, las cuales poseen actividad citotdxica e inducen una respuesta
inmune en las células epiteliales del intestino del hospedero [64]. Las
vesiculas de la membrana externa de Pseudomonas aeruginosa

desencadenan una respuesta proinflamatoria notable de IL-8 en las células
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epiteliales pulmonares y provocan inflamaciéon pulmonar mediante el
incremento de quimiocinas y citocinas en los pulmones y en los macrofagos
alveolares de ratones, segun un modelo experimental en roedores [65]. Los
ratones inmunizados con OMV’s derivadas de Salmonella, generaron
respuestas sdlidas de células B y T, ademas de estimular significativamente
la produccion de IFN-y por una elevada proporcion de células T CD4+ en
ratones previamente infectados con estas bacterias[66]. Las OMV's
derivadas de Bordetella pertussis ofrecieron proteccién contra la infeccion
por tos ferina en un modelo murino, mostrando un efecto comparable al de
las vacunas de células completas basadas en la cepa de referencia de la
OMS [67]. Por otro lado, en estudios clinicos, la vacuna multicomponente
Men-B (4CMenB), que incorpora tres antigenos recombinantes
ampliamente conservados en la superficie y OMV'’s especificas, demostré
brindar una proteccién amplia frente a cepas heterélogas circulantes de
MenB. Esta formulacion ha probado ser inmunogénica en adultos,
adolescentes, lactantes y otros grupos de edad vulnerables [68]. Las OMV's
obtenidas de K. pneumoniae son nanocomplejos secretores de gran
relevancia que desencadenan una respuesta inflamatoria intensa [69]. Las
OMV's derivadas de cepas de E. coli, tanto enteropatégenas (EPEC) como
enterotoxigénicas (ETEC), demostraron generar una fuerte respuesta de
anticuerpos especificos, ademas de presentar una reactividad cruzada

heteréloga entre ambas [70].

Como se ha podido apreciar en este trabajo la naturaleza inmunogénica de
las microvesiculas las convierte en herramientas versatiles en el campo de
la inmunologia, con aplicaciones potenciales en el desarrollo de vacunas,

como adyuvantes y terapias inmunomoduladoras.
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8. Conclusiones

Se confirmé que las OMV’s son capaces de generar anticuerpos especificos
contra Leclercia adecarboxylata, ademas los sueros de ratones
inmunizados presentaron un alto titulo de anticuerpos y finalmente se
identificaron los subtipos de anticuerpos IgG1, IgG2a e 1gG2b indicando la

activacion de una respuesta inmune humoral y celular especifica.

9. Perspectivas

1. Secuenciar las proteinas presentes en la banda de 60-65 kD
mediante técnicas como MALDI-TOF para identificarlas.

2. Ampliar el estudio sobre los antigenos presentes en las OMV’s y su
capacidad para inducir respuestas inmunitarias especificas,
mediante técnicas como citometria de flujo, para analizar la
interaccion de las OMVs con células del sistema inmune.
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10.Glosario de siglas, abreviaturas y acrénimos

ADN: Acido desoxirribonucleico

APC: células presentadoras de antigenos

ARN: Acido ribonucleico

ARNi: Acido ribonucleico interferente

ARNmM: Acido ribonucleico mensajero

BCIP/NBT: 5-bromo-4-cloro-3-indol fosfato/Nitroazul de tetrazolio
EPT: Extractos proteicos totales

HRP: peroxidasa de rabano picante.

LPS: lipopolisacarido

OMV'’s: Microvesiculas de membrana externa
PAMP: patrones moleculares asociados a patégenos
PBS: Phosphate buffered saline

PBS-T Tween 20: - Phosphate buffered saline
PVDF: Polyvinylidene fluoride filtration membrane
RIPA: Radioimmunoprecipitation assay buffer

SDS-PAGE: Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
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12.2 Buffer corrimiento SDS - PAGE 1L

Tris - Base 39
Glicina 14449
SDS 10% 10 mL

12.3 Buffer salino de fosfatos (PBS) 1L

KH2PO4 0.24g

KCI 02g

NaCl 8.0g

NazHPO4 144 ¢g

12.4 Buffer de carga para SDS - PAGE

Tris HCI pH 6.8 1.25 ml

SDS 10 % 2 ml

Glicerol 1 mi

Betaheptamercaptoetanol 1ml
Agua tridestilada 4.75 ml

Azul de bromofenol

1 pizca
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12.5 Buffer de transferencia (Western blot) 1L

Glicina 39 mM 29g
Tris Base 48 mM 58¢g
SDS 0.037% 0.37g
Agua tridestilada 800 mi
Metanol 200 ml
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