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RESUMEN

Leclercia adecarboxylata es una bacteria Gramnegativa, perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae. Esta catalogada como un microorganismo patégeno
oportunista que proviene de ambientes acuaticos. Afecta a largo plazo,
principalmente a pacientes inmunocomprometidos debido a su caracter infeccioso,
ademas de ser resistente a varios antibigticos, entre ellos, la ampicilina. En estudios
recientes, se ha observado la secrecion de unas estructuras mas pequefias de un
tamafio entre 20 y 200 um, productos de la biogénesis de esta bacteria, conocidas
como microvesiculas de membrana externa (OMV'’s, por sus siglas en inglés). En e
laboratorio, se estudiaron cuatro muestras provenientes de diferentes pacientes,
etiquetadas como L.a 008, L.a 012, L.a 028 y L.a 029. Estas muestras fueron
cultivadas por separado, posteriormente se crecieron en medio de cultivo con
ampicilina para generar una condicion de estrés que permitiera la secrecion de
OMV’s de cada cepa. Mediante la visualizacion de las OMV’s con
inmunofluorescencia indirecta se confirmé la presencia cualitativa de las mismas y
mediante microscopia electronica de trasmision se determiné su tamafio, a través
de un ensayo de resistencia a antibidticos realizado por triplicado con una bacteria
de E. coli susceptible a ampicilina, se determiné que las OMV’s fueron capaces de
conferirle a E. coli resistencia al antibiético con un crecimiento exponencial el cual
aumentaba en relacion a el aumento en la concentracion en pg de las OMV’s.
Finalmente, se determiné que los resultados obtenidos son significativos para
afirmar que las OMV’s secretadas por L. adecarboxylata son capaces de transferir
la resistencia a antibiéticos a bacterias no resistentes, siendo este el primer estudio
donde se demuestra que la secrecibn de OMV's de L. adecarboxylata puede
transfiere genes codificantes para la resistencia a antimicrobianos como la

ampicilina.




INTRODUCCION

1.1 Leclercia adecarboxylata

Leclercia  adecarboxylata, anteriormente  conocida como  Escherichia
adecarboxylata, es una bacteria patégena oportunista descubierta en 1962 por H.
Leclerc, un bidlogo francés quien habilmente logro diferenciarla de E. coli a través
de la relaciébn de ADN, a pesar de las similitudes que presentaban ambas en la
produccion de sus pigmentos. Afios mas tarde, Tamura et al. en 1986 lograron
establecer un nuevo género Leclercia y una especie adecarboxylata gracias a la
tecnologia de hibridacién de acidos nucleicos, diferenciandola fenotipicamente del
resto de las especies Enterobacteriaceae. Su crecimiento se favorece a una
temperatura ambiente de entre 30-37°C en condiciones aerobias. Su morfologia es
una estructura de bacilo gramnegativo, oxidasa negativa y en su formacion de
colonia su textura es mucosa con una pigmentacion amarillo-blanquecina (Correa
et al.,, 2012). Es visible mediante microscopia Optica realizando tinciones Gram
(Figura 1).

Esta ampliamente distribuida por todo el mundo y ha sido aislada de diferentes
fuentes, que van desde cuerpos de agua y tierra, hasta alimentos de diferentes

grupos como maiz, algodén y trigo. Con menor frecuencia también se ha logrado
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Figura 1. Tincion de Gram de Leclercia adecarboxylata en aumento de 40X.




aislar de muestras de sangre, heces, esputo, orina y heridas de humanos y animales
(Espinoza et al., 2022)

1.2 Patogénesis de L. adecarboxylata

Alrededor del mundo se han reportado multiples casos de personas, en grupos de
edad desde nifios hasta adultos mayores, que han sido afectados por esta bacteria.
Sin embargo, actualmente no existe una cifra oficial por parte de la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) que estime el numero de personas afectadas

anualmente por este microorganismo patégeno.

Se han realizado diversas publicaciones de estudios clinicos y de investigacion de
casos reportados en niflos y adultos, en los que se han evidenciado la
susceptibilidad que presenta a ciertos grupos de antibiéticos. En un estudio titulado
“Leclercia adecarboxylata: reporte de un caso y revision de la literatura de 74 casos
que demuestran su patogenicidad en pacientes inmunocomprometidos” se
reportaron casos de 74 pacientes inmunocomprometidos, cuyos factores de riesgo
por enfermedades como hipertension, diabetes mellitus, neumonia, VIH, leucemia,
gatroquisis, cirrosis hepatica, cancer de diferentes tipos, asi como otros
tratamientos que mantienen el sistema inmune de los pacientes
inmunosuprimidos, tales como dialisis, hemodialisis, quimioterapias, trasplantes de
organos, transfusiones sanguineas, entre otras, propiciaron la infeccion por L.
adecarboxylata. Estos casos clinicos fueron reportados de 1991 a 2018 en 19
paises y afectando a un total de 51 hombres y 23 mujeres de diferentes grupos de
edad (Grafico 1). La infeccion causada por este patdégeno se manifestd en
diferentes partes del cuerpo de estos pacientes y se logré aislar a la bacteria en
muestras sanguineas, de orina, liquido peritoneal, liquido sinovial y heridas. Los
pacientes lograron recuperarse a través de tratamientos con diferentes grupos de
antibiéticos; el 97% de los casos reportados lograron su recuperacion exitosamente,
mientras que el 3% de estos resultaron en los decesos de los mismos. No obstante,
debido a la similitud que L. adecarboxylata comparte con el género Escherichia,

aunado a la falta de recursos para realizar una adecuada identificacion de su




morfologia y propiedades metabdlicas, se cree que existen muchos casos pasados

por alto ocasionados por este organismo patdogeno (Spiegelhauer et al., 2018).

Casos clinicos de infeccion por L. adecarboxylata
reportados de 1991 a 2018

Mujeres

m Hombres

Gréfico 1. Reporte de casos clinicos de infeccion por L. adecarboxylata en 19 paises de
1991 a 2018 (Spiegelhauer et al., 2018)

De manera particular, en 2021 se report6é el caso de una mujer de 74 afios con
bacteriemia por Leclercia adecarboxylata, que falleci6 a causa de la patogenia de la
misma a pesar de ser tratada con antibiéticos de alto espectro. Este es el Unico caso
conocido de un paciente no inmunocomprometido que desarroll6 la infeccidn sin un

factor de riesgo previo (Shaikhain et al., 2021).

Hasta la fecha, el mecanismo de patogenicidad de L. adecarboxylata aiin no ha sido
descrito. Sin embargo, algunos autores consideran la traslocacion bacteriana a
través de barreras mucosas del tracto gastrointestinal, del contacto genitourinario o
la entrada de catéteres o heridas como las posibles vias de contaminacion del
hospedero (Arab et al., 2021). Gracias a la documentacién de los diferentes casos
clinicos, también se respalda la suposicion de que L. adecarboxylata propicia la
coinfeccién con otras bacterias gramnegativas como Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Citrobacter freundii, Enterococcus spp., Haemophilus influenzae,

Stenotrophomonas maltophilia, Enterobacter agglomerans, Enterococcus faecalis,




Pantoea agglomerans, Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae,

Acinetobacter baumanii, Pseudomonas spp., entre otras (Spiegelhauer et al., 2018).

Dentro de los reportes de los casos clinicos también se han realizado diferentes
pruebas de susceptibilidad antimicrobiana. En un estudio realizado por Zayet y
colaboradores, titulado “Leclercia adecarboxylata como patdgeno emergente en
infecciones humanas: caracteristicas clinicas y pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana” se identificaron 8 muestras recuperadas de 8 pacientes diferentes
(iError! No se encuentra el origen de la referencia.). En todos los casos, las
diferentes cepas obtenidas de L. adecarboxylata demostraron ser sensibles a los
grupos de antibioticos betalactamicos, aminoglucésidos, quinolonas y miscelaneos
(Zayet et al., 2021).

Tabla 1. Aislados de L. adecarboxylata susceptibles a antibioticos.

Aislados de L.a.

Grupo de antibiotico Antibidticos probados _
susceptibles
Ampicilina 8/8
Amoxicilina/acido

_ 8/8

clavulanico

Penicilinas
Ticarcilina/acido

_ 5/5

clavulanico
Piperacilina/tazobactam 8/8
Cefazolina 3/3
Cefoxitina 6/6
_ Ceftriaxona 8/8

Cefalosporinas :
Cefotaxima 8/8
Ceftazidima 8/8
Cefepima 8/8
_ Imipenem/cilastatina 8/8
Carbapenémicos
Ertapenem 8/8
_ _ Amikacina 8/8
Aminoglucésidos .

Gentamicina 3/3




Tobramicina 1/1

Acido nalidixico 3/3
_ Norfloxacina 5/5
Fluoroquinolonas :
Ofloxacin 2/2
Ciprofloxacina 6/6
Inhibidores de la _ ]
) _ Trimetoprim/sulfametoxazol 3/3
sintesis de folato
Nitrofuranos Nitrofurantoina 2/2
Acido fosfénico fosfomicina 1/2

Recuperado de: (Zayet et al., 2021).

1.3 Mecanismos de resistencia a antibidticos

La resistencia a antibiéticos en las bacterias patégenas es una amenaza latente a
la salud que aumenta a niveles peligrosamente altos en todas partes alrededor del
mundo, lo que lo convierte en uno de los temas de salud publica mas urgentes. De
acuerdo a la informacién brindada por parte del centro de control de enfermedades
(CDC, por sus siglas en inglés), en 2019 la resistencia a antimicrobianos cobroé la
vida de al menos 1,27 millones de personas en el mundo, y la situacion solo ha
empeorado a raiz de la pandemia SARS-CoV-2; tan solo en México, se detectd un
aumento en la resistencia a carbapenémicos para K. pneumoniae (L6pez et al.,
2022).

Para las bacterias, adquirir la resistencia a antibiéticos es el resultado de la
interaccion entre diferentes organismos y su entorno (Munita et al., 2016). Existen
varios mecanismos moleculares que pueden conducir a la resistencia, mismos de
los que ya han sido investigados a detalle y se clasifican en tres principales grupos:
() reduccion de las concentraciones intracelulares de antibioticos, (i) modificacion
del objetivo del antibidtico y (iii) inactivacion del antibiético (Huemer et al., 2020). De
manera particular, se ha demostrado que las OMV’s secretadas por las bacterias
patdgenas son capaces de conferirles proteccion a diferentes clases de antibiéticos,

estrés fisicoquimico y péptidos antimicrobianos. Estas OMV’s pueden ofrecer




proteccion inmediata al actuar como sefiuelos que puedan unirse o absorber
antibioticos (Kim et al., 2018). Por ejemplo, Acinetobacter baumannii es una bacteria
patdgena resistente a carbapenémicos, pero que a través de las OMV’s que secreta
puede llevar a cabo una transferencia horizontal de genes que se relacionaria con
la resistencia a este grupo de antibiéticos, ademas de que demostro que las OMV’s

son capaces de secuestrar al antibiético y degradarlo (Rumbo et al., 2011).

1.4 Microvesiculas de membrana externa (OMV’s)

Las microvesiculas de membrana externa (OMV’s, por sus siglas en inglés), son
estructuras esféricas nanometricas que son secretadas al medio extracelular por las
bacterias. Estas estructuras pueden contener proteinas bioactivas, toxinas, lipidos,
acidos nucleicos y también factores de virulencia (Figura 2) (Collins et al., 2021).
Juegan un papel importante y fundamental en la interaccion bacteria-hospedero y
hospedero-patdgeno, dada la naturaleza de las bacterias patégenas de lidiar con un
entorno hostil continuamente, la composicién de las OMV’s puede modular la
respuesta inmunitaria del hospedero y la secrecidn de proteinas efectoras
bacterianas (Manning et al., 2011).

oMV T,
(B @  rertidogicanc

( Bacteria
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V4 ‘\‘ o
\ W o -
N

Figura 2. Composicion intracelular de las OMV's secretadas por las bacterias
gramnegativas. Modificado de: (Barron, 2021).




1.4.1 Biogénesis de OMV’s

Ya que alguna vez fueron consideradas como estructuras que se producian como
el desecho de celular o de desprendimiento por el rejuvenecimiento de la
membrana, el proceso de formacion de OMV’s resultd ser complejo y elusivo de
describir (Gould et al., 2021). En las ultimas décadas, ha habido un aumento en el
interés por demostrar que estas pequefas estructuras desempefian un papel mucho
mas importante del que habriamos imaginado en las funciones bacterianas y, en el
caso de las bacterias gramnegativas, de su interaccion bacteria-hospedero y
patbgeno-hospedero. Dada la evidencia generada a través de varios estudios
bioquimicos y genéticos, se han propuesto varios modelos para la produccién
mecanica de OMV’s. Un primer estudio realizado por Murray y colaboradores en
1976, sugirié que la reduccion del entrecruzamiento entre el peptidoglicano (PG) y
la OM (membrana externa) desencadena su formacion (Burdett et al., 1974). Dado
gue después se demostré que la lipoproteina Lpp contribuye a la formacion del
enlace OM-PG, también se planteo la hipétesis de que la hipervesiculacion podria
deberse a mutaciones en el gen Lpp y dar lugar a una lipoproteina diferente
involucrada en la sintesis y degradaciéon de PG, y que se asocié con la produccion
de OMV’s de E. coli y una cepa de E. coli K12 (Rolhion et al., 2005). El aumento en
la presion de turgencia de las bacterias también propicia la formacién de ampollas
en la OM, lo que conllevaria a un aumento en la produccion de las OMV’s. Sin
embargo, el empaquetamiento de las moléculas citosélicas en las OMV’s adn no

esta del todo claro (Figura 3).

También se ha sugerido que cuando la OM presenta un alto contenido de
fosfolipidos, endotoxinas y otras moléculas, estas provocan una curvatura de la OM
que conduce a la formacion de OMV’s (Mashburn et al., 2005). En un trabajo mas
reciente, realizado por Lee y colaboradores, se utiliz6 a Pseudomona aeruginosa
como modelo de estudio del mecanismo de produccion de OMV’s. En él, se reveld
que, al realizar modificaciones a la curvatura de la OM con la insercion de moléculas
de deteccion de quérum, resultaba en biogénesis de estas estructuras. Ademas,
esta produccion mejoré considerablemente con la adiccién de agentes quelantes
(Lee et al., 2016).
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1.5 Funcién de las OMV’s en la patogenicidad de bacterias Gramnegativas

La diversidad de funciones que presentan las OMV’s es variada, pero en el caso de
las bacterias Gramnegativas como P. aeruginosa, C. perfringens, Escherichia coli,
Moraxella catarrhalis, Porphyromonas gingivalis, Helicobacter pylori y Neisseria
gonorrhae, estas estructuras han sido ampliamente estudiadas por su capacidad de
contribuir a la patogenicidad bacteriana a través del transporte de factores de
virulencia. A las OMV’s secretadas por estas bacterias se les han atribuido
funciones de citotoxinas, formacién de biopeliculas, adhesion a las células
hospederas, interrupcion de procesos fisioldgicos de la célula hospedera, moléculas
de deteccion de quérum, enzimas degradativas, induccion de la muerte celular a
través de OM, entre otras. Estas funciones delegadas a través de las OMV’s
funcionan como vehiculos que viajan a través de largas distancias y estrechos
conductos para comprometer las defensas del hospedero y sobresalir dentro de su

nicho (Villageliu et al., 2022). Sin embargo, actualmente no existen publicaciones




que describan las funciones de OMV’s, utilizando a L. adecarboxylata como modelo

de estudio.

ANTECEDENTES GENERALES

En un estudio realizado por Kim y colaboradores llamado “Vesicula de la membrana
externa: interacciones de la célula hospedero” se observo la formacion de OMV’s
con el objetivo de identificar su ruta intracelular durante la invasién de células
hospedero utilizando cepas de Escherichia coli. Se destacé que durante el
mecanismo de la formacion de OMV'’s, estas estan compuestas en gran parte por
proteinas en su membrana externa, ademas de fosfolipidos y polisacéaridos. De
manera importante, se plantea la posibilidad de que exista un mecanismo de
clasificacién que es altamente especifico para enriquecer a las OMV’s con proteinas
inmunogénicas que median la transmision de factores de virulencia, ademas de
otros componentes adquiridos de la envoltura bacteriana, hacia las células del
hospedero (Kim et al., 2008).

En otro estudio realizado por Ciofu y colaboradores, llamado “La B-lactamasa
cromosOmica se empagueta en vesiculas de membrana y es secretada por
Pseudomonas aeruginosa” se establece que existe una gran cantidad de proteinas
que las bacterias exportan a través de OMV’s. A través de un modelo de estudio
utilizando una bacteria gramnegativa, Pseudomonas aeruginosa, muchas de estas
proteinas mejoran las capacidades invasivas de las de las bacterias y de igual
manera, facilitan su adherencia. La actividad de una proteina en particular asociada
a OMV’s, la B-lactamasa, es clave en el aumento a la resistencia de penicilinas y
cefaolsporinas. Sus conclusiones resultan relevantes, pues plantean la posibilidad
de que otras bacterias patdgenas gramnegativas sean capaces de conferir en la
biogénesis de OMV’s la resistencia antimicrobiana que beneficie a toda una
poblacion bacteriana en cuestion, ademas de que puedan existir componentes
adicionales bien regulados por los mecanismos de secrecion de OMV’s que sean
capaces de dafiar a las células hospederos a través de la segregacion de toxinas
(Ciofu et al., 2000)




2.1 Antecedentes directos

La bacteria L. adecarboxylata aun no ha sido reportada como una principal fuente
de infecciones nosocomiales o de atencion a la salud, sin embargo, el referente que
se tiene es el brote que ocurrié en Jalisco en el afio 2019 en una poblacién expuesta
de 204 pacientes hospitalizados, ocasionado por una solucion parenteral
contaminada con la bacteria. Al concluir el brote epidemioldgico, se identificaron 69
casos de infeccidn originados a causa de L. adecarboxylata, de los cuales se
presentaron dos fallecimientos, de los cuales sélo uno fue asociado al brote de la
bacteria por parte del Comité Estatal de Vigilancia Epidemiolégica (Secretaria de
Salud, 23 de mayo de 2019). Esta bacteria se ha aislado de diferentes ambientes y
tiene la capacidad de generar infecciones en humanos, aunado a su movilidad, tiene
una plasticidad gendmica para adquirir genes de resistencia a antibiéticos lo cual
hace mas dificil el tratamiento en los hospitales.

En un trabajo previo realizado por Guerra y colaboradores, “Microvesiculas
bacterianas secretadas y su potencial uso en el desarrollo de vacunas”
establecieron un protocolo para la extraccién y purificacion de OMV’s secretadas
por Leclercia adecarboxylata. Si bien el proceso para la purificacion quedo
establecido, no es clara aun la relacién entre la secrecion de OMV’s de L.
adecarboxylata y su papel en la generacién de una respuesta inmune, debido a los
factores de virulencia implicados en la adhesion y evasion de los tejidos del

hospedero (Guerra et al., 2023).

Ademas, de manera reciente se notific6 en Puebla la presencia de la cepa
hipervirulenta de K. pneumoniae que contiene el gen KPC, el cual otorga resistencia
a carbapenémicos (ISSSTE, 2022), el cual puede ser transferido a otras bacterias
como L. adecarboxylata. Por lo anteriormente descrito es necesario determinar los
mecanismos que tiene L. adecarboxylata para adquirir o transferir proteinas o sus
genes codificantes a otras bacterias y, por lo tanto, convertirse en un alto riesgo
como reservorio de genes de resistencia a antibibéticos en bacterias

intrahospitalarias.




2.2 Justificacioén

Leclercia adecarboxylata es un patdégeno oportunista que representa un peligro
latente a la salud en pacientes inmunocomprometidos, principalmente en hospitales
y centros médicos de cuidados intensivos. Poco se conoce al respecto sobre los
factores de virulencia que puede generar esta bacteria en los pacientes, y la
informacion respecto al papel de las OMV’s secretadas por esta bacteria es aun
mas limitada. Ademas, aun no esta claro su papel en el transporte de factores de
virulencia y genes que puede conferir a otras bacterias. En este estudio se busca
demostrar la capacidad de las OMV’s de L. adecarboxylata de presentar proteinas
inmunogénicas en su superficie y conferir resistencia a antimicrobianos como la

ampicilina a través de ensayos de resistencia en una cepa susceptible.

2.3 Hipotesis

Las OMV'’s secretadas por Leclercia adecarboxylata son capaces de transportar en
su membrana proteinas inmunogénicas involucradas en la patogenicidad de la

bacteria.

2.4 Objetivo General

Evaluar la presencia de proteinas inmunogénicas en la membrana de las OMV’s
secretadas por Leclercia adecarboxylata, capaces de conferir resistencia a

antibioticos como la ampicilina.

2.5 Objetivos Especificos

» Obtener OMV’s a partir de los aislados clinicos de las cuatro cepas
disponibles de L. adecarboxylata a través de centrifugacion diferencial y

filtraciéon en membranas de PVDF.




» Examinar la presencia de proteinas contenidas dentro de la membrana
externa e interna de las OMV’s mediante la técnica de SDS-PAGE y mediante
TEM.

» ldentificar cualitativamente a las proteinas en la membrana de las OMV’s a
través de la técnica de Inmunofluorescencia Indirecta.

» Realizar ensayos de resistencia a ampicilina en una cepa de E. coli no
resistente para determinar si existe 0 no crecimiento en presencia de las

OMV'’s purificadas de las cuatro cepas de L. adecarboxylata.
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3.2 Cepas de L. adecarboxylata

Se dispuso de cuatro cepas de L. adecarboxylata, donadas por el laboratorio de
Microbiologia Hospitalaria y de la Comunidad del CICM, ICUAP de la BUAP,
aisladas de diferentes pacientes en el brote ocurrido en Jalisco en el afio 2019. Para
fines de este estudio, se etiquetaron a estas cuatro muestras con los numeros L. a
008, L.a.012,L.a.028y L. a. 029.

3.3 Cultivo de L. adecarboxylata

A partir de las cuatro cepas de L. adecarboxylata preservadas en congelacion a -80
°C se tomd una asada de cada una y se cultivaron utilizando el medio de cultivo LB
sélido a 37 °C por 24 horas. Pasadas las 24 horas, se procedié a tomar una asada
de las bacterias que crecieron en cada una de las cajas de Petri y se colocaron
nuevamente en medio de cultivo liquido (250 mL) en matraces de vidrio, adicionados
con 25 pg/pl de ampicilina para ser llevadas a una incubadora de agitacion, donde

permanecieron por 3 dias a 25 °C.

3.4 Tincién de L. adecarboxylata

3.4.1 Tincion de Gram para L. adecarboxylata

Con la tincion de Gram se comprobé el bajo crecimiento bacteriano y la secrecion
de OMV’s después de ser sometidas al estrés con el antibidtico. En un portaobjetos,
se colocaron 20 pL de PBS y 10 pL de muestra de cada uno de los matraces con
medio liquido, se fijé utilizando calor y se realizé la tincién con 1 gota de cristal
violeta al 1%, Lugol, alcohol-acetona y safranina, dejando pasar un intervalo de 1

minuto entre cada gota, para después lavar con agua destilada.




3.4.2 Tincion de Hiss para L. adecarboxylata

Para la tincion de Hiss se utiliz6 una gota de suero bioldgico y una toma de muestra
por cada cepa. Se dejo secar al aire y se fij6 suavemente con calor. Posteriormente
se cubrié con 2 gotas de cristal violeta al 1% y se pasoé por calor durante 2 minutos
sin dejar secar la gota de cristal violeta. Se lavo con una solucion de sulfato de cobre

al 20%, se dej6 secar y se observo al microscopio optico.

3.5 Purificacion de OMV’s

Se tomaron las cuatro muestras en los cultivos liquidos con medio LB adicionados
con ampicilina y se colocaron en tubos Falcon para realizar la centrifugacion en el
equipo CENTURIONN® a 6000 rpm y 4 °C durante 15 minutos. Al terminar, se
recolectd el sobrenadante en nuevos tubos Falcon. Se realiz6 una nueva
centrifugacion a 6000 rpm y 4 °C durante 15 minutos. Al retirar los tubos de la
centrifuga se realiz6 la filtracion del sobrenadante completo del tubo para extraer
las OMV’s y realizar la filtracion. La filtracion se realizé gota a gota con ayuda de un
filtro de 0.20 um y una jeringa de 50 mL. Al terminar la filtracion de las cuatro
muestras, se completd el contenido del tubo Falcon con acetona fria para su
precipitacion y se refrigeraron durante toda la noche.

Después de dejar en precipitacion con acetona fria durante toda la noche, se
procedio a realizar una nueva centrifugacion en el equipo CENTURION® a 6000
rpm y 5 °C durante 15 minutos. Una vez terminada la centrifugacion, se decantaron
los tubos dejando unicamente la pastilla con las OMV’s contenidas en el fondo. En
los tubos con las cepas 008 y 012 se afiadieron 2 mL de PBS estéril, mientras que
en los tubos con las cepas 028 y 029 se afadieron 3 mL de PBS, con lo que se
mezclo la pastilla y se agitdé con cuidado. Se recolecto el contenido de cada tubo en
tubos Eppendorf de aproximadamente 1.5 mL. Finalmente se procedié a realizar
nuevamente una tincion de Gram de cada muestra para identificar las OMV’s
purificadas. Estas OMV’s se sembraron en placas de LB y se incubaron a 37°C
durante 24 horas con la finalidad de determinar la nula presencia de bacterias. Las

OMV’s obtenidas de la purificacion se conservaron en un congelador a -20 °C.




3.6 Microscopia Electronica de Trasmisién

Posterior a la purificacion, las OMVs se lavaron dos veces con buffer de cacodilato
0.1 M y se posfijaron durante 1h con tetroxido de osmio al 1 % en tampdn de
cacodilato. Las OMVs se sedimentaron por centrifugacion, se deshidrataron y se
incluyeron en resinas de policapa. Posteriormente, las muestras se polimerizaron a
60 °C durante 24 h. Las secciones delgadas (70 nm) se tifieron con acetato de
uranilo y citrato de plomo y se examinaron en un microscopio electronico de
transmision JEOL JEM-1011.

3.7 Determinacion de la concentracion de OMV’s de L. adecarboxylata

Se prepar6 un stock de BSA de 10 mg/mL de una solucion 1:10 para obtener una
dilucion de BSA 10 ug/mL. Para esto, se prepararon 200 L de un stock de 10 pg/uL
en 180 uL de agua para tener BSA a 1 pug/uL. La determinacion de la concentracion
de OMV's se realiz6 cuantificando el contenido de proteinas presentes en 1 uL de
OMV's por medio del método de Bradford. En tubos Eppendorf, se colocaron los
volimenes mostrados en la Tabla 1, donde el tubo marcado con X fungié como
nuestro tubo control.
Tabla 1. Esquema para la determinacion de la concentracion de OMV’s.
Reactivo de
Bradford (uL)

BSA (uL) Agua (uL)




Se mezclaron los tubos cuidadosamente y se incubaron durante 5 minutos a
temperatura ambiente. La densidad oOptica se midié en un microlector de placas
BioTek EIx800® a 595 nm.

3.8 Lisis de OMV’s

Se lisaron las muestras de OMV’s en nuevos tubos de Eppendorf con el contenido

mostrado en la Tabla 2.

Tabla 2. Esquema para la lisis de OMV’s.

Componentes Volumen

OMV’s 40 pL
Buffer RIPA (Tris HCI, NaCl, SDS
0.01%, EDTA)

Inhibidor de Proteasas 20 L
Buffer de carga 60 pL
Contenido Final 320 pL

200 pL

Posteriormente se hirvieron las muestras contenidas en los tubos Eppendorf en la
parrilla de calentamiento para tubos durante 15 minutos a 100°C. Las muestras

hervidas se conservaron en refrigeracion a 4°C.

3.9 Electroforesis de proteinas (SDS-Page) para OMV’s

Para el gel SDS-PAGE se prepar6 gel separador al 12% y gel concentrador como
se muestra en la Tabla 3. EI marcador utilizado de peso molecular utilizado fue
MaestroGen® y el buffer de carga seleccionado para correr el gel fue Tris-Glicina al
4%. Después de preparar los geles, se colocaron en recipientes con azul de
coomassie sobre un oscilador de laboratorio durante 24 horas. Posteriormente, se
utilizé solucién destefiidora con carbén activado para visualizar las bandas.




Tabla 3. Esquema para SDS-PAGE de OMV'’s.

Componentes Gel Separador 12% Gel Concentrador

‘Agua 145mL 1.04 mL
Acrilamida al 30% 3.23mL 320 uL
Bis acrilamida al 2% 1.31 mL 130 pL
Tris HCI 1.5M

PH 8.8 2mL -
SDS 0.4%

Tris HCI 0.5 M

PH 6.8 - 500 pL
SDS 0.4%

Persulfato de amonio

10% 64 UL 40 pL
TEMED 8 UL 3L

3.9 Inmunofluorescencia indirecta

Para la inmunofluorescencia indirecta (IFI) se usé un cultivo de nuestras cepas 008,
012, 028 y 029 de L.a. y las muestras de OMV’s de cada cepa. En portaobjetos
colocamos una asada del cultivo de cada cepa y en otro 20 yL de las OMV’s
purificadas con una gota de PBS estéril. Se fijaron las muestras con una gota de
paraformaldehido fresco al 4% y pH 7.4 a temperatura ambiente por 30 minutos. Se
limpiaron las muestras nuevamente con 3 mL de PBS estéril de manera lenta y
uniforme para después lavar con cloruro de amonio durante 15 minutos a
temperatura ambiente; pasado el tiempo se lavaron nuevamente con PBS estéril.
Posteriormente se realiz6 el bloqueo y permeabilizado de las muestras con 25 pL
de suero de leche al 4% por 1 hora a temperatura ambiente. Después, se incubo
con el primer anticuerpo policlonal anti-OMV’s de K. penumoniae en una diluciéon

1:1000 en PBS estéril durante toda la noche a una temperatura de 4°C (Figura 4).




Al dia siguiente, se realizaron lavados con PBS estéril durante 5 minutos en 3
ocasiones. Se incubd con el segundo anticuerpo monoclonal IgG anti-ratén hecho
en cabray marcado con FITC durante 1 hora a 37 °C en una camara oscura. Pasado
ese tiempo, se lavaron nuevamente con PBS estéril durante 5 minutos en 3
ocasiones. Se realizé el montaje con 8 pL de Vectashield® y se cubrieron con
cubreobjetos. Sellamos los preparados con barniz transparente y se conservaron a
4 °C durante toda la noche en camara oscura hasta su observacion en un

microscopio de epifluorescencia (Motic) (Figura 5).
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3.10 Ensayo de resistencia a antibiéticos

Se preparé medio de cultivo LB liquido adicionado con 100 pg/uL ampicilina de un

stock de 100 mg/mL y se distribuy6 su contenido en tubos de ensayo con 5 mL cada

uno. La distribucion del contenido de OMV’s para cada tubo se realizé en
concentraciones crecientes de 10, 20, 50 y 100 pg para cada OMVs purificadas de
las cepas de estudio indicadas en la Tabla 4; este ensayo se realiz6 por triplicado

en experimentos independientes.

Tabla 4. Esquema para el ensayo de resistencia a antibiéticos.
Tubos con Medio LB + Ampicilina

Cepa OMV’s 1

2
20 pL
20 pL
20 L
20 pL

3
50 pL
50 pL
50 pL
50 pL

100 pL
100 pL
100 pL
100 pL




Después de realizar la distribucidn de las muestras en los tubos, se conservaron en
una incubadora de agitacion donde permanecieron durante 2 horas a 37 °C,
posteriormente se adicionaron 1.5 x 108 UFC/mL de una Escherichia coli DH5q, la
cual es susceptible a ampicilina. Se dejaron los tubos en incubacion a 37°C durante
24 hrs. Finalmente se midié la densidad éptica a 600 nm para determinar el
crecimiento de E. coli en las diferentes concentraciones de OMVs. Como control
positivo se uso E. coli crecida en medio LB sin ampicilina y como control negativo la

cepa de E. coli crecida en un medio LB con ampicilina.

3.10.1 Control Positivo y Negativo

En el control positivo se utilizd el medio de cultivo adicionado con antibiético en la
misma cantidad, con una asada de un cultivo de E. coli no resistente a ampicilina.
En el control negativo se utiliz6 medio de cultivo sin antibidtico y se le adicioné una

asada del mismo cultivo de E.coli no resistente a ampicilina.

3.11 Anélisis estadistico

Todos los resultados obtenidos fueron analizados mediante la prueba de One-Way
ANOVA, seguida por la prueba de Tukey con la finalidad de determinar diferencias

estadisticamente significativas utilizando el servidos Astatsa.

RESULTADOS

4.1 Purificacion de OMV’s

La técnica de recuperacion de OMV’s mas comun se logra a través del método de
centrifugacion diferencial, no obstante, este método puede presentar un riesgo de
gue también se aisle material que no pertenece propiamente a la membrana externa
bacteriana (Novoa, 2021). Para evitarlo, las OMV’s recuperadas de las cepas L. a.

008, L. a. 012, L. a. 028 y L. a. 029 ademas de someterse a centrifugacion




diferencial, se combind la filtracion y la precipitacion en acetona fria para garantizar
una alta especificidad en la recuperacién de estas estructuras, descartando otro tipo
de contaminantes y sales. Para comprobar la eficacia de la combinacién de estos
métodos, los componentes presentes en la membrana de las OMV’s permitieron su
identificacibn mediante tincion Gramnegativa mostrando una coloracion puarpura-
rojiza, correspondiente a este grupo bacteriano (Figura 6 - Figura 7). De esta

forma, se obtuvieron las OMV’s altamente purificadas.

Figura 6. Tincion de Gram de OMV’s de Leclercia adecarboxylata. Cepa 008 en aumento

10X.

b)

-

Figura 7. Tincion de Gram de OMV’s de Leclercia adecarboxylata. Presentan morfologia esférica y
tienden a formar agrupaciones. a) Cepa 008 y b) cepa 012 son las que presentan imagenes mas
nitidas que las obtenidas de las cepas 028 y 029. Aumento 100X.




4.2 ldentificacion cualitativa de OMV’s mediante TEM

Las OMVs purificadas se identificaron mediante TEM (microscopia electronica de
transmision) por su capacidad de amplificar los detalles estructurales de las OMV’s,
demostrandose la agrupacion entre ellas (Figura 8), asi como la presencia de una
variedad de tamafios entre 45-250 nm, mas aun se observd la presencia de
proteinas en la membrana, en el interior de las OMVs e incluso se aprecia la
secrecion al medio de proteinas por parte de las OMV’s (Figura 9). Con la obtuvimos

dos imagenes de las cepas L.a. 012 (Figura 8) y la cepa L.a. 008 (Figura 9).

Figura 8. TEM de OMVs de cepa L.a. 012 mostrando agrupaciones
entre las OMVs. Aumento de 20 000X.
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Figura 9. TEM de OMVs de cepa L. a. 008, demostrando diferentes tamafios,
asi como presencia de proteinas en membrana y secretadas al medio. Aumento
de 20 000X.

4 .4 ldentificacion cualitativa de OMV’s

Para este estudio, se opté por el método de IFI considerando que ayuda en la
determinacion de proteinas contenidas en moléculas de bajo peso molecular (Anaya
et al., 2008). La OMV’s secretadas por las cuatro cepas de L. a. fueron purificadas
e identificadas con microscopia de fluorescencia usando los anticuerpos

heter6logos de las OMVs de K. pneumoniae.

La visualizacion de proteinas se realizd6 en el microscopio de epifluorescencia
Motic® y la camara ProgRES C14Plus®. Las imagenes mostradas permiten ver a
los anticuerpos acoplados claramente a la membrana de las OMV’s, ademas de
permitir ver un agrupamiento en algunas de las OMV’s en una forma particular de
anillo. Las imagenes obtenidas en IFI, permiten ver a los anticuerpos acoplados
claramente a la membrana de las OMV’s, con un agrupamiento de las OMV’s. De
manera importante en las microscopias no se observa la presencia de bacterias L.

a. contaminantes (Figura 10 - Figura 13)




C14Plus | 100x

Figura 8. Inmunofluorescencia indirecta de OMV’s purificadas de
Leclercia adecarboxylata. Cepa 008.

C14Plus | 100x

Figura 9. Inmunofluorescencia indirecta de OMV'’s purificadas de
Leclercia adecarboxylata. Cepa 012.
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Figura 10. Inmunofluorescencia indirecta de OMV’s purificadas de
Leclercia adecarboxylata. Cepa 028.
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Figura 11. Inmunofluorescencia indirecta de OMV’s purificadas de
Leclercia adecarboxylata. Cepa 029.




4.3 Visualizacion de Proteinas en SDS-PAGE

Las OMV’s secretadas por bacterias gramnegativas se caracterizan por estar
altamente enriquecidas con proteinas bioactivas (Jan, 2017). Decidimos comprobar
la presencia de proteinas que pudieran estar contenidas en la membrana de las
OMV’s, visualizandolas mediante un gel SD-PAGE. Se logré la identificacion de
unas bandas para las cuatro cepas con un perfil proteico bastante similar (Figura
14).

MPM L.a. 008 L.a. 012 L.a. 028 L.a. 029

~130

~100

~75

~63

~48

~35
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Figura 14. SDS-PAGE de proteinas de OMV’s obtenidas de L. adecarboxylata. En el
carril 1, cepa 008; carril 2, cepa 012; carril 3, cepa 028; carril 4, cepa 029.

Las bandas tenues se explican debido a la tendencia que presentan las OMV’s de
precipitarse al fondo de los tubos donde se encuentran contenidas después de la
lisis. Con unas bandas de entre 30 y 80 kDa, podemos apuntar a la presencia de
proteinas enriquecidas en las OMV’s, las cuales podrian ser inmunogénicas
capaces de activar y regular las respuestas del sistema inmune, reconociendo a las

OMV’s como agente patdgeno externo (Vazquez et al., 2022).




4.5 Ensayos de resistencia a antibioticos

Para demostrar la capacidad de las OMV’s de L. adecarboxylata de conferir
resistencia a antibioticos, utilizamos ampicilina y una cepa de E. coli no resistente a
ampicilina. Los resultados de los ensayos de resistencia a antibiético demostraron
gue existe mayor crecimiento de la cepa de E. coli no resistente a ampicilina cuando
la concentracién de OMV’s es mayor. Como se observa en la Figura 15, en todos
los tubos con las cuatro diferentes cepas de L. a. se presentd crecimiento de la
bacteria de E. coli no resistente a ampicilina. En el control positivo de E. coli en
medio sin ampicilina se observa crecimiento, mientras que en el control negativo de
E. coli adicionado con ampicilina no se observa crecimiento. La turbidez fue el

principal indicio visual de que existié dicho crecimiento.

Con los contenidos de los tubos de la Figura 15, mismos que se realizaron por
triplicado durante cada ensayo y se repitieron tres veces, con un total de tres
ensayos, se midio la absorbancia para determinar su grado de crecimiento (jError!
No se encuentra el origen de la referencia.). Con los datos obtenidos, se
construyo el grafico mostrado en el Grafico 2, donde se demuestra claramente que
existe una relacion directa entre el crecimiento de E. coli y el aumento en la
concentracion de las OMV’s de las cepas de L. a. Los controles positivo y negativo

nos ayudan a comprobar la fiabilidad de nuestros resultados.
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Figura 15. Cultivos de E. coli no resistente a ampicilina en medio LB liquido adicionado
con 100 pg/ pl de ampicilina y diferentes concentraciones de OMV'’s de la cepa 008 (a),
012 (b), 028 (c) y 029 (d).
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Gréfico 2. Crecimiento de la cepa de E. coli no resistente a ampicilina adicionada con las
diferentes concentraciones de OMV’s de las cuatro cepas de L. a. estudiadas. Notese el
aumento del crecimiento; a mayor concentracion de OMV’s, mayor crecimiento de E. coli.
Ademas, se sefalan las diferencias significativas obtenidas a través de la prueba One-Way
ANOVA. Para las OMV’s de la cepa 008 se determina que entre la concentracién de 10 a
20 pg no hay diferencia significativa, pero entre las concentraciones de 20 a 50 ug, de 20 a
100 pg y de 50 a 100 ug existe una diferencia significativa (p<0.01). Por otro lado, para las
OMV’s de las cepas 012, 028 y 029 se determina que, si hay una diferencia significativa
entre la concentracion de 10 a 20 pg, al igual que entre las concentraciones de 20 a 50 ug,
de 20 a 100 pg y de 50 a 100 pg (p<0.01).




DISCUSION DE RESULTADOS

Las microvesiculas de membrana externa fueron observadas por primera vez en
1946 y confirmadas como exosomas en el afio de 1987. Aunque mucho tiempo se
considerd a estas estructuras como parte del residuo intracelular, mas tarde se
demostraria que estas poseian en su interior 4cidos nucleicos, ademas de lipidos y
proteinas; en el caso de las bacterias gramnegativas, las OMV’s representan incluso
un mecanismo para la supervivencia no solo en bacterias, también en plantas,
parasitos y humanos (Clancy et al., 2021), los cuales podrian ser un factor de
virulencia clave de la interaccién patégeno-hospedero (Matsuzaka et al., 2022).
Para el estudio de OMV’s, es relevante realizar un adecuado asilamiento y
purificacion de las mismas para realizar adecuadamente los analisis posteriores.
Una manera de lograr la secrecion de OMV’s en bacterias es a través del estrés por
antibioticos, ya que es considerado como uno de los inductores mas potentes de los
mecanismos de defensa en los patdégenos (Ultee et al., 2019). Debido a que en
diversos estudios se ha observado una sobreproduccion de OMV’s después de ser
sometidas a tratamientos con antibiéticos, se cree que son una forma de defensa
bacteriana contra el estrés (Mozaheb et al., 2020). Por lo tanto, en este estudio las
cepas 008, 012, 028 y 029 de Leclercia adecarboxylata lograron secretar
exitosamente OMV’s después de ser sometidas a un estrés por ampicilina. Estas
estructuras obtenidas corresponden a las descritas previamente, con un tamafo de
entre 20 y 200 nm y con una tincidn correspondiente a la caracteristica de bacterias
gramnegativas que se puede apreciar en las Figura y Figura (Schwechheimer et
al., 2015). La purificacion de OMV’s implica un aislamiento exitoso de OMV'’s
también y la eliminacion de bacterias, para lo cual es necesario realizar multiples
pasos de centrifugacién y, posteriormente, de filtracion. Como lo menciona
Klimentovd y colaboradores (Klimentova et al. 2015), la cantidad de OMV’s
obtenidas mediante centrifugacion en el medio suele ser baja; no obstante, al
combinar la precipitacion y la centrifugacion se permite la sedimentacion de OMV’s,
tal y como lo que se realiz0 dentro del protocolo de obtencion para nuestras
muestras OMV’s de L. adecarboxylata, permitiéndonos obtener un alto contenido de

estas estructuras en nuestras cuatro cepas. Por otra parte, la inmunofluorescencia




indirecta es una técnica que nos permite aprovechar el potencial de union de los
anticuerpos para unirse a nuestras estructuras objetivo de estudio. En este caso,
utilizamos anticuerpos policlonales anti-OMV’s de K. penumoniae para reconocer
cualitativamente a las proteinas contenidas en la membrana de las OMV’s de L.
adecarboxylata. Para no comprometer la estructura de Ila OMV’s, la
permeabilizacion se realizé a temperatura ambiente con paraformaldehido al 4% en
solucion de PBS estéril. Reportes previos con la técnica de inmunofluorescencia en
un trabajo realizado por Park y colaboradores, empleando a E. coli DH5a como uno
de sus modelos de estudio, después de permeabilizar las células y fijarlas, indican
gue la morfologia de las bacterias no cambia y, por lo tanto, no es especifico del
método de fijacidn utilizando paraformaldehido, revelandonos imagenes a través de
IFI de las OMV’s (Park et al., 2019). De lo anterior podemos inferir que las
estructuras mostradas en la Figura 10, Figura 11, Figura 12 y Figura 13
corresponden a la estructura de las OMV’s de L. adecarboxylata, confirmando
también que las tinciones realizadas y observadas a través del microscopio optico
corresponden a las OMV’s de L. adecarboxylata (Figura , Figura ). La técnica de
TEM nos permite tomar una muestra para formar una imagen a través. Entre las
diferentes técnicas de visualizacion para TEM, la tinciébn negativa y crionegativa es
capaz de revelarnos particulas finas y dispersas como esporas, protozoos,
parasitos, bacterias y OMV’s (Harris, 2015). En el afio 2019, Delgado y
colaboradores desarrollaron un protocolo para visualizar y analizar la estructura de
las OMV’s de bacterias Gramnegativas con la técnica de TEM, utilizando como
modelo de estudio a Neisseria gonorrhoeae, Pseudomonas aeruginosa Yy
Acinectobacter baumannii, en donde las OMV’s se presentan como estructuras
redondas regulares y uniformes, con una clara apreciacién de la membrana externa,
de manera que coinciden con las obtenidas a partir de TEM de nuestras cepas L.a
008, L.a. 012, L. a.028 y L.a. 029 (Figura 8 - Figura 9) (Delgado et al., 2019).

En este estudio realizamos una evaluacion cualitativa sobre la presencia de las
proteinas contenidas en la membrana de las OMV’s. No obstante, gracias al gel
SDS-PAGE obtenido que se muestra en la Figura 14, se muestran unas bandas

tenues con un peso de entre 30 y 80 kDa. Para las cuatro cepas de L.a. las bandas




presentaban el mismo tamafio y peso. Existen precedentes de proteinas
inmunogénicas encontradas en la membrana da OMV’s de bacterias
Gramnegativas, con un contenido variable dentro de la membrana de estas
estructuras. De acuerdo a un trabajo de Schwechheimer y colaboradores, las
bacterias que producen las OMV'’s son capaces de inducir una respuesta de estrés
envolvente en beneficio de la adaptacidon bacteriana, que puede ser estimulada por
diversos factores (Schwechheimer et al., 2013). En 2011, Manning y Kuehn también
reportaron proteinas inmunogénicas contenidas en la membrana de OMV’s de
cepas de Escherichia coli patégenas al inducir a la bacteria a tratamiento con
péptidos antimicrobianos; al ser constantemente expuesta al tratamiento con
polimixina B, la supervivencia a través de las OMV’s aumenté considerablemente
(Manning & Kuehn, 2011).

En este estudio, demostramos mediante los ensayos de resistencia a ampicilina que
las OMV’s de L. adecarboxylata son capaces de transferir la resistencia a
antibiéticos a otras bacterias patdégenas como E. coli. En un estudio realizado por
Ciofu y colaboradores se describe el aislamiento P. aeruginosa sensible a B-
lactdmicos obtenida de pacientes con fibrosis quistica. La presencia de la B-
lactamasa codificada cromosémicamente en las OMV’s fue demostrada mediante
microscopia electronica y estudios enzimaticos, convirtiéndolo en el primer reporte
de secrecidn extracelular de B-lactamasa en P. aeruginosa empaquetada en las
OMV’s secretadas por la misma (Ciofu et al., 200). En el caso de este estudio, la
envoltura de las OMV’s sugiere que la presencia de proteinas B-lactamicas son
esenciales para la supervivencia de bacteria (Kim et al., 2020). Por lo tanto, si
comparamos esta aseveracion con los resultados presentados en el Gréafico 1,
demostramos que las OMV’s secretadas por L. adecarboxylata son capaces de
conferir la resistencia a antimicrobianos a bacterias que compartan un mismo
entorno dentro del hospedero. De manera importante, destacamos que las
concentraciones de OMV’s deben mantenerse altamente concentradas para lograr

conferir exitosamente dicha resistencia.




En el trabajo “Vesiculas de membrana externa (OMV) de bacterias gramnegativas:
una perspectiva actualizada” realizado por Jan, también se sugiere que las OMV’s
puede ser reconocida por otras bacterias como un mensajero que fortalece la
interaccion bacteriana con el hospedero. Esta misma interaccion puede ser utilizada

para transformar a las bacterias desde su nucleo (Jan, 2017).

Comprender como sobreviven las bacterias en entornos hostiles se ha convertido
en una parte importante de la comprensién de la patogenia y las defensas
bacterianas. La formacion de membranas externas bacterianas juega un papel
importante en la adaptacion a factores estresantes ambientales como el frio, el calor
y los antibioticos que conducen a la supervivencia bacteriana. De acuerdo con esta
aseveracion, la estructura, biogénesis, funcion y regulacién de las OMV’s resultaria
en una nueva area de investigacion en relacion con la resistencia a antimicrobianos
(Uddin et al., 2020). Aunque las funciones biologicas de los componentes que
contienen OMV’s se consideran importantes para comprender los mecanismos de
la resistencia a los antibi6ticos, aun falta informacion sobre la biogénesis de la
resistencia a los antibiéticos por parte de la OMV’s, especificamente de las
generadas por L. adecarboxylata. Por el momento, el mecanismo ha sido descrito
en estudios realizados en Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Shigella sp.,
Salmonella sp., Helicobacter pylori, Campylobacter jejuni, por mencionar algunos
(Jan, 2017). Es por ello por lo que resulta importante descifrar la funcién de los
acidos nucleicos contenidos en la membrana externa e interna de las OMV’s, y
como promueven la resistencia bacteriana a otras bacterias dentro del sistema del

hospedero.




CONCLUSIONES

La purificacién de las OMV’s se logré a homogeneidad para las cuatro cepas
de L. adecarboxylata.

Las inmunofluorescencias indirectas permitieron reconocer la unién del
anticuerpo de K. pneumoniae con las proteinas contenidas en la membrana
de las OMV'’s, presuntivamente inmunogénicas.

Se determind que existe mayor crecimiento bacteriano en la cepa de E. coli
no resistente a ampicilina cuando las concentraciones de OMV’s aumentan.
La capacidad de las OMV’s de conferir resistencia a antibiéticos a otras
bacterias no resistentes es un factor que puede determinar la patogénesis de
la enfermedad en pacientes afectados por L. adecarboxylata.

Este es el primer estudio donde se demuestra que la secrecion de OMV's de
L. adecarboxylata es capaz de conferir resistencia a antimicrobianos como la
ampicilina a otras bacterias.

PERSPECTIVAS

Identificar y determinar cuantitativamente las proteinas contenidas en la
membrana externa e interna de las OMV'’s.

Elaborar un protocolo de inmunizacion en un modelo animal para determinar
posibles isotipos de inmunoglobulina.

Profundizar en el estudio de secuencias de ADN y/o ARN o cromosomas
circulares que puedan estar contenidos dentro de la membrana externa e

interna de las OMV’s de L. adecarboxylata,
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ANEXOS

XLVII CONGRESO NACIONAL DE INFECTOLOGIA Y MICROBIOLOGIA
CLINICA, organizado por la Asociacion Mexicana de Infectologia y Microbiologia
Clinica A.C., del 24 al 27 de mayo de 2023. WTC Veracruz, Ver. México. Modalidad
de trabajos libres de la categoria “Trabajo de Investigacién”. Tema:
MICROVESICULAS BACTERIANAS SECRETADAS Y SU IMPORTANCIA EN LA
MULTIDROGORRESISTENCIA

CVIll REUNION DE LA ASOCIACION MEXICANA DE PROFESORES DE
MICROBIOLOGIA Y PARASITOLOGIA 2023 “Dr. Malagon” y el XIX Congreso
Nacional de Estudiantes de Microbiologia y Parasitologia, organizado por la
Asociacion Mexicana de Profesores de Microbiologia y Parasitologia A.C., del 20 al
22 de abril de 2023 en la modalidad presentacién oral, “Identificacién de proteinas
inmunogénicas asociadas a OMVs e involucradas en la patogenicidad de Leclercia
adecarboxylata” en la categoria de Investigacion basica y clinica. Se obtuvo el 3er
lugar en la Presentacion Oral (Modalidad — Pregrado — Investigacion Basica y
Clinica).

I COLOQUIO DE INVESTIGACION DE LA FACULTAD DE CIENCIAS
BIOLOGICAS, organizado por la Facultad de Ciencias Biologicas de la Benemérita
Universidad Autonoma de Puebla, el dia 27 de enero de 2023 en la modalidad cartel,
“ldentificacion de Proteinas asociadas a Microvesiculas e involucradas en la

patogénesis de Leclercia adecarboxylata”.

XL CONGRESO INTERAMERICANO DE INFECTOLOGIA PEDIATRICA “Dr.
Raudl Romero Cabello”, organizado por La Asociacion Mexicana de Infectologia
Pediéatrica A.C., del 17 al 19 de noviembre de 2022, Guadalajara, Jal. México. En la
modalidad de trabajos libres, “Leclercia adecarboxylata es capaz de secretar

microvesiculas con componentes inmunogénicos”.






