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1. Introduccidn

En el afio 2019, el director general de Prevencion y Promocién a la Salud del
Estado de Jalisco, Mario Marquez Amezcua, confirmé un brote de mas de 60 casos
de infecciones ocasionadas por Leclercia adecarboxylata en al menos 11 hospitales
de la zona metropolitana de Guadalajara, asi como una defuncion asociada. El
funcionario comenté que el cuadro clinico que presentaban los pacientes fue fiebre,
distermia, escalofrio, leucocitosis, leucopenia, mal estado general, calcitonina
elevada e hipoactividad (Garza-Gonzalez et al., 2021). Anteriormente no se habian
conocido brotes con un numero importante de casos, por lo cual no se conocia el
comportamiento epidemiol6gico que pudiera tener esta bacteria, solamente algunos
casos aislados que se habian reportado en la literatura (Grantham et al., 2015; Lucia
Correa et al., 2012; Prakash et al., 2015). Las causas relacionadas en un 100% con
el contagio por esta bacteria fue que los pacientes, entre los dias 13 al 19 de mayo
de ese mismo afio, recibieron nutricion parenteral. Para la fecha en la que concluyé
el brote epidemioldgico, acorde a los datos de la secretaria de Salud del Estado de
Jalisco, el 2 de julio de 2019, solamente se reportaron 69 afectados, de los cuales
se dio de alta de la infeccién a 67 pacientes y dos se reportaron como defuncion,
una asociada al patdégeno y la otra por diferentes causas (secretaria de Salud del
Estado de Jalisco, 2019).

Leclercia adecarboxylata, se ha descrito como un patégeno oportunista en humanos
y considerado como emergente, con el potencial de causar una infeccién grave en
pacientes tanto inmunodeprimidos como inmunocompetentes, ya que se ha
observado la participacion de esta bacteria en infecciones polimicrobianas
(Sandeep Thirunavukkarasu, Veena Ramaswamy, 2014), lo que sugiere la
dependencia de este microorganismo a la microbiota del hospedero para causar
una gran variedad de enfermedades, por ejemplo, sepsis nosocomial (Ordéfnez-
gutiérrez, 2011); peritonitis (Adapa et al., 2019); artritis séptica (Pérez-Moreno et al.,
2003); diarrea (Lucia Correa et al., 2012) e infecciones de la vesicula biliar (Merza
et al., 2019) y de vias urinarias (J. Li et al., 2021), que ademas son afecciones

caracteristicas ocasionadas por numerosas especies de enterobacterias.



Algunas de las condiciones gue se han reportado que predisponen a una infeccién
por Leclercia son la enfermedad de Hirschsprung, inmunosupresion vy

enfermedades de origen mitocondrial (Sanchez-Cédez et al., 2019).

Anteriormente, L. adecarboxylata era conocida como Escherichia adecarboxylata,
es un bacilo aeroanaerdbico, Gramnegativo mévil, mesofilo, oxidasa negativo y
flagelado peritrico, perteneciente a la familia Enterobacteriaceae, descrito por
primera vez por Leclerc en 1962. Se ha aislado de muestras ambientales, como
agua o suelo, asi como de alimentos y animales, principalmente del tracto
gastrointestinal, de tal modo que es considerada como parte de la microbiota
intestinal de los animales, incluyendo a los humanos (Aarab et al., 2021; Alvarado,
2005; Hospital Nacional de Nifios Dr. Carlos Saenz Herrera (Costa Rica) et al.,
2000).

En la actualidad, no se ha establecido bien la relevancia clinica de las infecciones
humanas por L. adecarboxylata (Spiegelhauer et al., 2019). El pobre niamero de
informes de infeccién puede conducir a un mal diagnéstico. Algunos estudios
mencionan que la incidencia de infecciones por L. adecarboxylata es probablemente
subestimada debido a la identificacion erronea de estas bacterias por parte de los
laboratorios de microbiologia clinica (Stock et al., 2004), ya que este
microorganismo comparte muchas caracteristicas bioquimicas con E. coli, de
hecho, en medios de cultivo cominmente empleados para la diferenciaciéon de
bacterias Gramnegativas, por ejemplo, agar sangre, agar EMB, agar MacConkey
(Gajdacs et al., 2020), las colonias de L. adecarboxylata se asemejan a las de E.

coli.

Como ya se menciond, las semejanzas en el perfil bioquimico entre estos dos
microorganismos son grandes, de ahi la importancia de los avances en las técnicas
de cultivo y aislamiento que han llevado a una identificacién y diferenciacion concisa
de L. adecarboxylata (Anuradha, 2014).

Las siguientes caracteristicas bioquimicas se utilizan para la diferenciacién de L.

adecarboxylata de otros miembros del orden como E. coli (Stock et al., 2004).



Prueba bioquimica +/-

Leclercia - _
Escherichia coli
adecarboxylata

1. Citrato - -
-
3. H:S - -
4. myo-Inositol - -
5. D-sorbitol i
6. Lactosa + +
7. L-ramnosa + +
8. Rafinosa + +
9. Esculina + +
10.Indol + +

11.Voges-Proskauer - -

13.D-Melobiosa + +

14. Sacarosa + +

Tabla 1. Perfil bioquimico de Leclercia adecarboxylata y Escherichia coli (Stock et al., 2004). Subrayado se encuentran las
pruebas bioquimicas que diferencian un microorganismo del otro.

En la actualidad, los avances tecnolégicos, en la que los procesos son
automatizados y requieren de menor tiempo, han permitido la identificacion puntual
y oportuna de este y varios patégenos bacterianos mas, empleando tecnologias
basadas tanto en caracteristicas bioguimicas (BD Crystal, MicroScan), como
métodos bioldgicos moleculares (PCR, secuenciacion de rRNA 16S, etc.) (Aquino
et al., 2017) y espectrometria de masas de tiempo de vuelo de ionizacion/desorcién
laser asistida por matriz (MALDI-TOF MS) (Schaumann et al., 2013).



1.1.  Microvesiculas y su participacion en la virulencia

En algunas bacterias Gramnegativas se han descrito procesos de secrecion de
microvesiculas o vesiculas de membrana externa (OMVs, por sus siglas en inglés
Outer Membrane Vesicles), que son entidades de origen endocitico rodeadas por
membranas esféricas (100 a 300 nm), las cuales se expulsan al medio extracelular
a partir de la membrana externa de las bacterias Gramnegativas (Beveridge, 1999).
Su formacion se lleva a cabo cuando una porcion de la membrana externa (OM) se
separa de la superficie bacteriana y encapsula la parte interior del espacio
periplasmico (Klimentova & Stulik, 2015). Se ha reportado la presencia de estas
entidades en consorcios bacterianos diferentes y su presencia parece ser esencial
para la supervivencia bacteriana. Estas microvesiculas se encuentran enriquecidas
con diferentes componentes celulares como toxinas, carbohidratos, lipidos,
proteinas, factores de virulencia y acidos nucleicos, y desempefan un papel

fundamental en las interacciones bacteria-bacteria y bacteria-huésped.

El papel que presentan estas microvesiculas en la interaccién con otras células esta
mediada por varios factores, uno de estos son las proteinas, las cuales aumentan
las capacidades invasivas promoviendo la internalizacion del patogeno a las células

del hospedero.

Segun la naturaleza y composicion de las OMVs, serd la manera en la que
participara en las diferentes interacciones de la bacteria, asi como pueden ayudar
a la adherencia y la internalizacion, también pueden intervenir en las respuestas al
estrés, lo que implica la formacion de biopeliculas, la drogorresistencia y la

modulacién de la respuesta inmunitaria del hospedero (Ellis & Kuehn, 2010)

En 2020, Jarzab y colaboradores, describen la importancia de las OMVs en la
patogénesis de Helicobacter pylori, bacteria gramnegativa asociada a la induccion
y progresién de trastornos gastricos, como gastritis, ulceracion en estomago y
duodeno, linfoma de tejido linfoide asociado a mucosas (MALT) y adenocarcinoma
gastrico (Jarzab et al., 2020; Waskito et al.,, 2018). Hay algunos estudios que
mencionan la formacion de biopeliculas durante la colonizacion de la mucosa

gastrica humana ya que se han obtenido biopsias, las cuales presentan capas



densas que asemeja a las bacterias asociadas a la biopelicula en la superficie de la
mucosa de los pacientes positivos para H. pylori, sin embargo, no se ha estudiado
a profundidad su composiciéon y genes asociados. Los estudios in vitro de la
formacion de biopeliculas por parte de este patégeno indican la participacion de las
OMV, aln no esta claro qué mecanismos tanto moleculares como celulares estan
involucrados (Grande et al.,, 2015). Un estudio informé que la capacidad de
formacion de biopeliculas de H. pylori dependia de las OMVs que mediaban los
contactos directos de célula a célula entre las bacterias (Yonezawa et al., 2011). La
adicion de microvesiculas de un aislado clinico con fuerte actividad de formacion de
biopelicula a cultivos de H. pylori mejor6é significativamente la capacidad de
formacion de biopeliculas (Yonezawa et al., 2009). Una proteina de 22 kD no
identificada (Yonezawa et al., 2011)y una proteina omp20 presentes en estas OMV
se describieron como factores importantes para este suceso. Otro estudio ha
demostrado que las OMV de H. pylori aisladas de una biopelicula contenian ADN
extracelular (eDNA), en comparacién con las aisladas de cultivos planctonicos de la
misma cepa, de este modo se le atribuye a las OMV la capacidad de prevenir la
degradacion del eDNA, lo que podria apoyar o modular la formacién de biopeliculas
o bien, presentar un papel en el intercambio intercelular de material genético. Por
otro lado, se identificO la enzima anhidrasa carbonica en extractos de
microvesiculas, se cree que esta enzima en coaccion con el eDNA podria estabilizar
la formacion de biopeliculas cuando estas se encuentran liberadas en el medio
(Ronci et al., 2019). En general, en diferentes géneros bacterianos las vesiculas son
abundantes en las biopeliculas naturales, y se ha observado que el ADN unido a la
superficie de la VME parece ser un componente de puente electrostatico que es
fundamental para las interacciones de la membrana vesicula-bacteria-matriz de
biopelicula (Schooling & Beveridge, 2006). Es bien sabido que H. pylori expresa
antigenos de Lewis en su membrana, este mimetismo molecular favorece su
virulencia. Dado que las OMVs producidas por H. pylori también contienen estos
antigenos de Lewis en su lipopolisacarido (LPS), se ha propuesto que las
microvesiculas podrian contribuir a la estimulacion cronica del sistema inmunitario

del hospedero (Hynes et al., 2005).



Como ya se menciond, una gran variedad de moléculas estan asociadas a estas
OMV’s. Se ha descubierto que las vesiculas liberan toxinas activas a las células
hospederas (Ellis & Kuehn, 2010). Kolling y colaboradores demostraron, mediante
inmunotransferencia, que la toxina Shiga esta presente dentro de las vesiculas de
membrana externa producidas por las células O157:H7 (Kolling et al., 1999), lo cual
permite entre ver la ventaja que estas microvesiculas le otorgan a la cepa de origen
al momento de establecer una infeccién. Algunos de los componentes de la
membrana externa de las microvesiculas incluyen adhesinas que permiten que las
OMV interactien con las células hospederas, las cuales, ademas, pueden incluir
proteasas y moléculas de sefalizacion. Por ejemplo, las vesiculas de Pseudomonas
contienen, quinolonas antimicrobianas, enzimas asociadas a la virulencia, y
moléculas con participacion en el quorum-sensing (Z. Li et al., 1998). Las proteasas
activas que conforman a las OMV pueden degradar las células hospederas, por
ejemplo, las microvesiculas de Treponema denticola, un patdgeno periodontal,
tienen proteasas activas que confieren caracteristicas de dafio a las células
hospederas, similares a las que ocasiona la bacteria que las origina (Chi et al., 2003;
Rosen et al., 1995). Ademas, en filtrados de sobrenadantes del cultivo de Neisseria
meningitidis se detectaron la presencia de factores procoagulantes y fibrinoliticos
para los monocitos humanos (Schlichting et al., 1993). Incluso, se ha observado que
las microvesiculas de algunas especies de Neisseria pueden unirse directamente e

incluso destruir los factores bactericidas del hospedero (Pettit & Judd, 1992).

Las OMVs producidas por enterobacterias colonizadoras pueden ser absorbidas
tanto por células epiteliales como por macrofagos, lo cual puede desencadenar una
respuesta innata inmediata del hospedero; esta respuesta de las células humanas
a los productos bacterianos secretados es un desencadenante bien conocido de la
cascada inflamatoria. Alaniz y colaboradores demostraron que las OMV de
Salmonella enterica serovar Typhimurium son potentes estimuladores de citocinas
proinflamatorias y de la activacion de las células del sistema inmune, ya que, activan
los macréfagos y las células dendriticas lo cual aumenta los niveles de expresion
del complejo principal de histocompatibilidad de superficie de clase Il (MHC-II), asi

como la produccién de mediadores proinflamatorios, el factor de necrosis tumoral



alfa (TNF- a) y la interleucina-12 (IL-12), ademas, activaron a las células T CD4+, lo
gue indica que los componentes del antigeno proteico de las vesiculas fueron
procesados y presentados de manera efectiva por las células presentadoras de
antigeno (Alaniz et al., 2007; Ellis & Kuehn, 2010).

Otra bacteria de la cual se ha reportado la presencia de microvesiculas es
Acinetobacter baumannii, la cual es una de las principales causas de infeccion
nosocomial. Algunos componentes bacterianos de este microorganismo que se
encuentran involucrados en la patogénesis y la induccion de la respuesta inmune
del huésped durante la infecciébn, como la proteina A de la membrana externa
(OmpA), las vesiculas de la membrana externay los LPS (Chen, 2020). La actividad
de las OMV de Acinetobacter baumannii en el sistema inmune del hospedero
durante una infeccion ha sido descrita. Estas OMV, por medio de los macrofagos,
son reconocidas a través del receptor TLR4, lo que provoca activacion de la
produccion de quimiocinas y citocinas proinflamatorias, por lo tanto, este
microorganismo puede aumentar su virulencia y reclutar mas neutrofilos (Z. Liu &
Xu, 2022; Pires & Parker, 2019). Estudios en ratones han demostrado que las OMV
de A. baumannii aumentan la liberacion de quimiocinas en los pulmones, lo que
condujo a reclutamiento masivo de neutréfilos en los alvéolos provocando dafio
epitelial alveolar, asi como obstruccion de las vias respiratorias; del mismo modo,
otro grupo de investigacién encontré que después de la administracion intranasal
de diferentes dosis de microvesiculas las concentraciones de quimiocinas y
citocinas en liquido de lavado broncoalveolar (BALF) aumentaron de manera
proporcional (Z. Liu & Xu, 2022; Marion et al., 2019).

2. Antecedentes

Hasta el momento no se ha descrito la produccién de microvesiculas por parte
de Leclercia adecarboxylata, sin embargo, se ha reportado la produccion de OMV’s

por parte de géneros bacterianos relacionados filogenéticamente.

Enterobacter cloacae es una bacteria gramnegativa relacionada filogenéticamente

a Leclercia, este microorganismo se ha asociado a una gran variedad de habitats



ambientales, se ha recuperado del suelo y agua, es considerada ademas una
especie endofitica fitopatdgena para varias especies de plantas, por otro lado, E.
cloacae es parte de la microbiota intestinal animal y humana, aunque también es
considerada como un patdgeno oportunista (Davin-Regli et al., 2019). Las especies
de Enterobacter son miembros del grupo ESKAPE (Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter) especies que se describen como la
principal causa de infecciones nosocomiales multidrogorresistentes. A pesar de la
relevancia de E. cloacae como patdégeno nosocomial, aln no se conocen en su
totalidad los mecanismos y factores de virulencia que contribuyen a la enfermedad
asociada a esta especie; esto podria deberse a la escasez de informacion disponible
(Davin-Regli et al., 2019). Se conoce que su capacidad para formar biopeliculas y
secretar diversas citotoxinas (enterotoxinas, hemolisinas, toxinas formadoras de
poros) son importantes para su patogenicidad, aunado a esto, en los Ultimos afos
se ha reportado la presencia de vesiculas de membrana externa en E. cloacae, lo
cual podria ser uno de sus mecanismos utilizado para causar infecciones, aun no
se ha descrito en la literatura como participan estas microvesiculas, sin embargo,
conociendo la funcién que estas OMVs realizan en otros microorganismos, como,
otorgarle a la bacteria tolerancia al estrés o modular el sistema inmunoldgico,
potenciar la virulencia y la colonizacion de tejidos en el hospedero, se teoriza que
podria ser una herramienta Util para E. cloacae y su capacidad infectiva, asi como
de resistencia a antibiéticos (Band & Weiss, 2014). En contraste, se han encontrado
OMVs de E. cloacae en cepas aisladas de platanares y se ha asociado a esta
bacteria con la capacidad de promover el crecimiento y la salud de los cultivos, por
lo cual, habria que realizar mas estudios para otorgarle funciones mas especificas

a las microvesiculas de E. cloacae (Macedo-Raygoza et al., 2019).

Otro microorganismo al cual se le adjudica la produccion de microvesiculas y que
estdn relacionadas con Leclercia, son las del género Pantoea, estos
microorganismos se encuentran frecuentemente en una amplia variedad de sitios,
incluyendo plantas, insectos, animales, humanos y suelo. Varias especies de

Pantoea son patdgenos vegetales, sin embargo, también se han aislado a partir de



muestras clinicas humanas (Nadarasah & Stavrinides, 2014). Se han obtenido
muestreas de Pantoea agglomerans especificamente, de pacientes pediatricos con
bacteriemia, osteomielitis, peritonitis, neumonia, artritis séptica y septicemia (Cruz
et al., 2007). La relevancia de este microorganismo radica en el sector
agroambiental por sus caracteristicas de promocién del crecimiento o de control
biolégico. En este microorganismo se ha reportado, de manera limitada la
produccién de microvesiculas, las cuales presentan funciones no tan comunes en
bacterias Gramnegativas, ya que se ha observado en diferentes estudios sobre
Pantoea agglomerans y Pantoea ananatis que (aunque no son psicrofilas) pueden
secretar proteinas nucleantes de hielo (PNH, proteinas de membrana que
desencadenan la formacion de hielo extracelular) a través de vesiculas de
membrana externa; con base en lo anterior, se ha propuesto que la secrecioén de
PNH asociada a produccién de microvesiculas son una herramienta empleada por
estas bacterias para prevenir o reducir el criodafio que puede ocasionar los cristales

de hielo a nivel intracelular (Zlatkov et al., 2021).

De igual manera, se ha descrito la presencia de OMVs en Klebsiella pneumoniae y
se han catalogado como nano complejos importantes dentro de las actividades
secretoras de la bacteria, debido a que provocan la induccion de la inmunidad
innata, incluida la regulacion positiva de la expresién de moléculas co-estimuladoras
y la produccion de mediadores proinflamatorios, lo que desencadena una potente
respuesta inflamatoria en el hospedero que contribuyen a la patogénesis de la
infeccion (Lee et al., 2015). K. pneumoniae es un patdgeno Gramnegativo que actla
como oportunistas, infectando a pacientes criticamente enfermos e
inmunodeprimidos, es causante de una gran variedad de infecciones asociadas con
la atencion meédica, como neumonia, infecciones del tracto urinario e infecciones del
torrente sanguineo (Martin & Bachman, 2018). Las microvesiculas obtenidas a partir
de este microorganismo han demostrado la induccion de cambios
postranscripcionales en células epiteliales bronquiales humanas, al desregular la
expresion de micro RNAs (miRNASs) los cuales presentan un papel importante en la
regulacion de las respuestas inmunitarias del huésped que implican las vias de
sefializacion NF-kB (miR-223), TLR4 (hsa-miR-21), citoquina (hsa-miR-25) e IL-6



(hsa-let-7g miRNA) (Dell’annunziata et al., 2020). Por otro lado, se ha demostrado
gue las vesiculas de membrana que carecen de porinas (caracteristica clave de
cepas de K. pneumoniae resistentes a los antibiéticos) como, OmpK35 y OmpK36,
provocan niveles significativamente mas bajos de secrecidbn de citocinas
proinflamatorias que las vesiculas de cepas que expresan una 0 ambas porinas, es
importante sefialar que la pérdida de porinas tiene un efecto amplio y significativo
en la composicion de las OMVs, lo cual repercute directamente en las interacciones
con las células fagociticas, lo que puede afectar la supervivencia bacteriana y las

reacciones inflamatorias en el hospedero (Turner et al., 2016).

3. Justificacion

Leclercia adecarboxylata es un patbgeno emergente oportunista humano, el cual
no ha sido estudiado de manera profunda, por lo que se desconocen sus
mecanismos de patogenicidad y factores de virulencia. En los dltimos afios se ha
relacionado con una diversidad de enfermedades, asi como de presentar
multidrogorresistencia, lo cual aumenta la preocupacion por este microorganismo.
Del mismo modo, la investigacién sobre microvesiculas de origen bacteriano es
reciente, pues hasta el momento no hay tanta informacién al respecto, en
comparacion con otros factores de virulencia como toxinas, capsula, enzimas, etc.
Existen reportes que demuestran la participacién de OMV’s en la patogénesis de
varias enfermedades de origen bacteriano, haciendo destacar como estas
microvesiculas confieren ventajas ante otras bacterias. La falta de estudios sobre
Leclercia provoca el desconocimiento acerca de la produccién de OMV’s por parte
de este microorganismo, y, por consiguiente, de la composicién molecular de estas
mismas. La identificacion de generaciéon y secrecion de OMVs por parte de la
bacteria, es de suma importancia para entender su patogenicidad. Este estudio
permitird describir a las OMVs como un posible factor de virulencia en Leclercia

adecarboxylata.



4. Hipodtesis

Leclercia adecarboxylata es capaz de producir vesiculas de membrana externa

inmunogénicas bajo ciertas condiciones de estrés in vitro.

5. Objetivo general.

Evaluar la capacidad de generacion de OMVs en Leclercia adecarboxylata y

caracterizar molecularmente las microvesiculas secretadas

6. Objetivos particulares

1. Identificar las condiciones de expresién y secrecién de microvesiculas
de aislados clinicos de Leclercia adecarboxylata.

2. Purificar las microvesiculas de L. adecarboxylata mediante
centrifugacion diferencial y filtracion.

3. Comparar los perfiles proteicos asociados a microvesiculas purificadas y
extractos totales bacterianos.

4. Identificar proteinas antigénicas presentes en OMVs de L.

adecarboxylata mediante un inmunoensayo.

7. Materiales y métodos

7.1 Resembrado de cepas de aislados clinicos de L. adecarboxylata y crio-
preservacion.

Se utilizaron 4 cepas de aislados clinicos de Leclercia adecarboxylata: L.a.
008, L.a. 012, L.a. 028 y L.a. 029.

Cada una de las cepas se sembraron por estria cruzada en placas Petri con medio
Luria-Bertani (LB) (Tabla 2), se etiquetaron y se incubaron a 37°C por 24 horas, a
partir de estas colonias obtenidas, se obtuvo una asada y se realiz6é un cultivo en
medio liquido para la posterior expresion de microvesiculas, por lo cual, se
prepararon matraces con 500 mL de medio LB liquido, los cuales se incubaron por

24 horas a 37°C a 120 rpm, pasado el tiempo, se recuperd una alicuota de 600



microlitros de este cultivo para su crio-preservacion a -70°C en medio LB con 20%

de glicerol.
Medio de cultivo Luria-Bertani (LB) 1 litro
Extracto de Cloruro de sodio Peptona de Agua Bacto-agar
levadura caseina
5gr 10 gr 10 gr 1 litro 15gr

Tabla 2. Componentes para la preparacion de medio Luria-Bertani (LB).

7.2 Produccién de OMV's.

Los cultivos en medio liquido anteriormente utilizados para la crio-
preservacion se emplearon para promover la expresion de microvesiculas, de esta
forma, los matraces se mantuvieron por 48 horas mas, a partir de que se obtuvo la
alicuota, en incubacion a 37°C a 120 rpm. Pasado 72 horas desde que se cultivé la
asada en medio liquido, se realiz6 tincion de Gram para observar OMVs y bacterias.

7.3 Purificacién y extraccién de microvesiculas por centrifugacion diferencial

y filtracién.

Para cada cultivo de cada cepa se realizG, en primera instancia, una
centrifugacion a 6000 rpm por 15 min a 4°C, se recupero el sobrenadante, el cual
fue sometido al mismo tratamiento. Finalmente, el sobrenadante se filtr6 a través de
membranas de nylon con poros de 0.40 y 0.22 micrOmetros. Se realizd la
precipitacion de las OMVs adicionando acetona fria a los filtrados en una proporcion
2:1y se mantuvo a 4°C por 24 horas. Posterior a este tiempo, se centrifug6 por 15
min a 6000 rpm a 4°C, se desecho el sobrenadante y con PBS se recuperd la pastilla
obtenida, a esto ultimo, se le realizé una ultima centrifugacion a 13000 rpm a
temperatura ambiente (TA), se retird el sobrenadante y a la pastilla que se obtuvo
se le adicionaron 500 microlitros de PBS estéril y se sometieron a luz UV por 15
minutos. Finalmente, en placas de agar LB, a partir de 20 microlitros de cada
extracto de OMVs, se realizaron cultivos masivos para realizar prueba de esterilidad

incubandolas a 37°C durante 24 horas.



7.4 Antibiogramas de Leclercia adecarboxylata.

Se realizaron cultivos masivos en placa Petri para cada cepa y se colocaron
sensidiscos para bacterias Gramnegativas. Se dejo en incubacion a 37°C por 24

horas.

7.5 Sobreexpresion de microvesiculas.

Se realiz6é de nueva cuenta, por cada cepa, un cultivo en 50mL de medio LB
liguido, en las mismas condiciones a los realizados anteriormente, con la Unica
diferencia de que se afiadi6 ampicilina a una concentracion de 30 ug/ml con la
finalidad de generar una condicion de estreés.

7.6 Obtencién de extractos proteicos totales y de microvesiculas mediante

tratamiento con buffer RIPA.

Se tomaron 32.23 ug/ul de OMVs purificadas como de cultivo en medio
liguido de L. adecarboxylata, a los cuales, por separado se les adicioné 200 ul de
buffer RIPA, 20 pl de inhibidores de proteasas y 60 ul de Buffer de carga. Esta

mezcla se mantuvo a -4°C durante toda la noche.

7.7 Preparacion de las muestras para realizar SDS-PAGE.

Las muestras obtenidas previamente se mantuvieron a 100°C durante 15
min. Posteriormente se cargaron en un gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 12%. La
electroforesis se llevo a cabo con 25 pl de cada muestra, es decir extractos totales
de OMV’s y extractos totales bacterianos, y con buffer de corrimiento tris-glicina. La
migracion se llevé a cabo a 70 V' y 150 V, el primer voltaje para el gel concentrador
y el segundo para el separador. Este procedimiento se realiz6 en tres ocasiones y
en cada uno se obtuvieron dos geles (replica), uno de ellos se coloc6 en agitacion
constante para tefir con azul de Coomassie durante 24 horas; el otro se empleo
para la electrotransferencia a membrana de nitrocelulosa. Al gel que se le afiadi6
azul de Coomasie, posteriormente se le adicion6 solucion destefiidora hasta lograr

observar bandas bien definidas.



7.8 Electrotransferencia a membrana de nitrocelulosa. Western Blot.

Uno de los geles anteriormente generado se utiliz6 para realizar
electrotransferencia a membrana de nitrocelulosa. Se llevo a cabo por 1h a 70 V,
posteriormente la membrana se bloqueo con una solucion al 5% de leche en polvo
en PBS. Después las muestras se incubaron con los anticuerpos utilizando como
anticuerpo primario, anticuerpos contra OMVs de K. pneumoniae producidos en
raton a una dilucién 1:1000 el cual se mantuvo por toda la noche a temperatura
ambiente (aprox. 15°C). Posteriormente se realizaron 3 lavados con 10 ml de
solucién de PBS y Tween 20 al 0.05% (PBS-T) en agitacion por 10 min cada uno, y
se agreg6 el anticuerpo secundario anti-mouse 1gG acoplado a fosfatasa alcalina a
una dilucién 1:5000, se dej6 en agitacion por 1 hora a temperatura ambiente.
Posteriormente se realizaron 3 lavados mas con PBS-T al 0.05% por 10 min cada

uno, finalmente para el revelado se emple6é como sustrato 1 mL de BCIP/NBT.
7.9 Inmunofluorescencia indirecta en OMVs

Se tomd una alicuota de microvesiculas y se lavaron con PBS estéril,
posteriormente se fijaron en un portaobjetos, con paraformaldehido por 30 min a
temperatura ambiente, pasado el tiempo, se realizaron lavados con PBS de manera
lenta. Se procedio a limpiar con cloruro de amonio por 15 min a TA y de nueva
cuenta se lavo con PBS. Lo anterior, se realizé por duplicado para cada cepa, para
poder tener muestras bloqueadas y permeabilizadas. Las muestras a bloquear
fueron incubadas por 1 h temperatura ambiente con BSA 1%; las muestras a
permeabilizar se incubaron primeramente con Triton X-100 al 0.5% por 30 min y
después de este tiempo, con BSA al 1% por otros 30 min, todo esto a TA. El total
de las muestras se incubaron con el primer anticuerpo anti-OMVsKp a 4°C toda la
noche. Al otro dia se realizaron lavados con PBS para proceder a incubar con el
segundo anticuerpo anti-mouse IgG acoplado a FITC por 1 h a 37°C protegido de
la luz. Una vez mas, pasado este tiempo se procedio a lavar con PBS. Finalmente
se realizé el montaje con 5 pl de Vectashield dejando la muestra lista para observar

en microscopio de epifluorescencia.



8. Resultados

Para determinar la capacidad de L. adecarboxylata para producir OMVs se

realizaron cultivos a partir de diferentes aislados clinicos, los cuales fueron

sometidos a un estrés nutricional, esto permitié observar microvesiculas secretadas

al medio extracelular durante el cultivo in vitro. Posterior al

tiempo de estrés las

bacterias junto con sus OMVs, se observaron por medio de microscopia Optica. Se

pudo hacer un analisis morfologico; en todas las microvesiculas obtenidas de cada

una de las cepas se observaron resultados homogéneos,

es decir, entidades

esféricas, con una coloracién tipo-Gramnegativa y de menor tamafio a las bacterias

gue las origind, ademas, no se observaron diferencias en los niveles de expresion

de OMVs entre cada cepa (llustracion 1).
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Para lograr purificar las microvesiculas se llevo a

llustracion 1. Tincion de Gram
de Leclercia adecarboxylata y
OMVs de Cepas La.008,
La.012, La.028 y La.029.
Encerrado en circulo rojo se
muestran las OMVs
producidas, las cuales
presentan morfologia
homogénea. a) Cepa La.008, b)
Cepa La. 012, c) Cepa La.028 y
d) Cepa La.029. Imdgenes a
100x y zoom digital.

cabo una serie de

centrifugaciones y filtraciones para lograr separar estas OMVs del contenido celular.



Las OMVs son secretadas al medio extracelular y debido a su tamafio y densidad,
la ubicacion de estas en un medio liquido se encuentra en el sobrenadante, por lo
gue, es importante primero realizar centrifugaciones para descartar el precipitado y
poder trabajar con el sobrenadante, el cual se encuentra libre de células, este se
filtré en membranas de nylon con poros de 0.45y 0.22 um para asegurar no acarrear
bacterias y se volvi6 a centrifugar, se recuperé la pastilla obtenida de las
centrifugaciones y se procedié a realizar pruebas de esterilidad para confirmar la
ausencia de bacterias, se observo que no hubo crecimiento en las placas, indicando
gue las OMVs purificadas se encontraban estériles (llustracion 2).

llustracion 2. Tincion de Gram en OMVs. Cepas
La.008, La.012, La.028 y La.029. Se observan
| OMVs después de su purificacion, las cuales
presentan morfologia esférica y formacion de
cumulos, por otro lado, no se observa la
presencia de bacterias contaminantes. a)
La.008, b) La. 012, ¢) La.028 y d) La.029.
| Imdgenes a 100x y zoom digital.

8.2 Antibiogramas en Leclercia adecarboxylata.

El estudio microbiolégico de la sensibilidad a antimicrobianos de las diferentes
bacterias o cepas aisladas tiene como objetivo observar la presencia o ausencia de
la resistencia bacteriana, con objeto de evaluar el espectro del antimicrobiano. Este
estudio se realiz6 mediante el antibiograma, que mide la sensibilidad de una
bacteria frente a diferentes antimicrobianos in vitro. Con este estudio se pueden
obtener resultados cualitativos que indican si la bacteria es sensible o resistente a

un antibiético. La interpretacion de los resultados del antibiograma (sensible,



intermedio o resistente) se realiza en funciébn de los valores establecidos por
diferentes comités, lo cuales determinan con base en diferentes propiedades tanto
microbiolégicas como farmacocinéticas, la sensibilidad o resistencia de las
diferentes especies bacterianas, 0 cepas, a cada antimicrobiano (Cercenado &
Saavedra-Lozano, 2009). Para cada cepa se realizd un antibiograma, con el fin de
obtener su perfil de resistencia (Tabla 3). Se observd que todas las cepas son
altamente resistentes a los antibiéticos administrados por el multisensidisco, por otro
lado, se pudo determinar que los antimicrobianos con mejor eficacia en contra de
este patdégeno es la Nitrofurantoina (NF) y la Gentamicina (GE) ya que en todas las

cepas empleadas se lograron apreciar halos de inhibicion.

La. 008 La. 012 La. 028 La. 029
Resistente AM, CB, CF, | AK, AM, CB, | AK, AM, CB, | AK, AM, CFX,
CFX, CPF, CF, CFX, CF, CFX, CPF, CL, GE,
CL, NET, CPF, CL, CPF, CL, NET, NOF,
STX, NOF, NET, NF, NET, STX, STX, CB, CF
AK STX, NOF NOF

Intermedio GE NF
Sensible NF, GE GE NF

Tabla 3. Perfil de resistencia a antimicrobianos por Leclercia adecarboxylata. Cepas La.008, La.012, La.028 y La.029.
Abreviaciones y concentraciones: Amikacina (AK) 30 mcg, Ampicilina (AM) 10 mcg, Carbenicilina (CB) 100 mcg,
Cefalotina (CF) 30 mcg, Cefotaxima (CFX) 30 mcg, Ciprofloxacino (CPF) 5 mcg, Cloranfenicol (CL) 30 mcg, Gentamicina
(GE) 10 mcg, Netilmicina (NET) 30 mcg, Nitrofurantoina (NF) 300 mcg, Norfloxacino (NOF) 10 mcg y Sulfametoxasol /
Trimetropim (STX) 25 mgc.

8.3 Sobreexpresion de OMVs.

Para obtener mayor cantidad de microvesiculas se realizé un segundo cultivo de
cada cepa, en las mismas condiciones, a excepcion de que se agregé antibiético al
medio de cultivo. El antibiético empleado fue ampicilina, el cual, con base en el
antibiograma realizado previamente, el microorganismo es capaz de resistir. Se
utilizaron subdosis de ampicilina con la finalidad de inducir un estrés, después de
realizar el cultivo, se procedié a centrifugar, filtrar y purificar las OMVs. Se
obtuvieron niveles de expresion mas altos en comparacién con las obtenidas
solamente por escasez de nutrientes (llustracion 4). La morfologia es la misma entre
cada una de las muestras, al igual que las obtenidas con el protocolo inicial (estrés

metabolico por escasez de nutrientes) (llustracion 3).



llustracion 3. Sobreexpresion de OMVs. Cepas La.008,
La.012, La.028 y La.029. Se observan OMVs después
de su purificacion, no se observa la presencia de
bacterias contaminantes. a) La.008, b) La. 012, c)
La.028 y d) La.029. Imdgenes a 100x y zoom digital.

llustracion 4. Comparacion de expresion de
microvesiculas por dos métodos. Cepa La.008. Se
observa una notable diferencia en la produccién de
OM Vs entre los dos métodos empleados después de
su purificacion, no se observa la presencia de
bacterias contaminantes. a) OMVs purificadas,
producidas por La.008 en medio liquido con agitacion
constante por 72 hrs.; b) OMVs purificadas,
producidas por La.008 en medio liquido con
ampicilina, en agitacion constante por 72 hrs.
Imdgenes a 100x y zoom digital.

8.4 Perfil proteico de OMVs de Leclercia adecarboxylata.

La creciente investigacion y analisis de las microvesiculas ha permitido conocer
sus constituyentes principales, como proteinas y lipidos, los cuales varian segun la
entidad de origen. Con los avances tecnolégicos se ha podido realizar perfiles
protedmicos y se han identificado una gran cantidad de proteinas vesiculares.
Diferentes analisis han demostrado una gran abundancia de proteinas de



membrana externa (Omp) en las OMV como OmpA, OmpC y OmpF, proteinas
periplasmicas (AcrA y fosfatasa alcalina) (Jan, 2017). La técnica de electroforesis
en gel de poliacrilamida es de las técnicas mas importantes ya que permite la
separacion de una mezcla de proteinas segun su peso molecular, ademas de ser la
técnica de entrada para la realizacion del Western-Blot. El fundamento de la técnica
SDS-PAGE es hacer que el movimiento de la proteina en el gel, por accion del

campo eléctrico sea exclusivamente proporcional a su peso molecular.

Se decidié evaluar la presencia de un cargo proteico en OMVs de Leclercia
adecarboxylata. Para poder obtener el perfil proteico de las microvesiculas de L.
adecarboxylata se realizé una electroforesis en gel de poliacrilamida al 12%. Para
esto, primeramente, las OMVs purificadas fueron lisadas mediante incubacion con
buffer RIPA, inhibidores de proteasas y buffer de carga, para exponer las proteinas
contenidas en las OMVs. Una vez teniendo las muestras listas, se cargaron en un
gel de poliacrilamida y se realiz6 la migracion, este procedimiento se realizdé dos
veces para obtener dos geles, uno de ellos se colocé en agitacion constante para
tefiir con azul de Coomassie, a este mismo, pasado el tiempo, se le agregd solucion
destefiidora en varias ocasiones hasta lograr observar bandas bien definidas
(llustracion 6). Obtenidas las bandas, se compararon los perfiles proteicos de las 4
cepas, tanto de extractos totales bacterianos como de OMVs. Entre los extractos
totales bacterianos (Carriles 1-4 de la llustraciébn 6) no se encontraron bandas
diferenciales entre si, indicando la igualdad en el cargo proteico entre cada una de
las cepas. Entre los extractos de OMVs (Carriles 5-8 de la llustracion 6) de igual
manera no se encontraron bandas diferenciales entre si, sin embargo, comparando
extractos totales bacterianos con extractos de microvesiculas, si se logran identificar

bandas diferenciales, esto es relevante ya que se puede relacionar a un proceso



regulado en lugar de uno al azar, por consiguiente, se podria determinar que el

cargo esta bien caracterizado.
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llustracion 5. SDS-PAGE de extractos totales bacterianos y de OMV. Extractos totales bacterianos, carriles 1-4; Extractos
OMV, carriles 5-8. Se identifican bandas diferenciales entre extractos totales bacterianos y extractos de OMV. El perfil
proteico entre las diferentes cepas, tanto de extractos totales bacterianos como de OMV, son similares. PM, marcador de
peso molecular; Extractos totales bacterianos: La. 008 (1), La. 012 (2), La. 028 (3), La. 029 (4); Extractos OMV: La. 008 (5),
La. 012 (6), La. 028 (7), La. 029 (8).

8.5 Western Blot.

El Western Blot es una técnica utilizada para detectar una proteina especifica en
una muestra dada. Como ya se mencion0, el paso inicial para esta metodologia es
la electroforesis en gel para separar las proteinas de la muestra, una vez separadas
las proteinas, se transfieren del gel a la superficie de una membrana la cual es
expuesta a un anticuerpo especifico contra la proteina en estudio. La unién del
anticuerpo se detecta usando un marcador, el cual puede ser un anticuerpo

secundario acoplado a una molécula capaz de dar una sefial colorimétrica visible,



es decir, dentro del espectro visible para el ser humano. En trabajos anteriores
realizados en el laboratorio, se ha demostrado la capacidad antigénica que tienen
las OMVs, como bien se ha descrito, estas presentan un cargo muy variado, dentro
de este cargo se pueden presentar moléculas con inmunogenicidad, las cuales le
confieren esta misma caracteristica a la microvesiculas. El anticuerpo primario
empleado se obtuvo de ratones inmunizados previamente con OMVs de Klebsiella
pneumoniae, el anticuerpo secundario fue contra IgG producido en ratén acoplado
a fosfatasa alcalina. Se identificd 1 banda inmunogénica con peso molecular de ~60
kDa y ~65kDa, en los 4 extractos totales bacterianos y en las 4 OMVs. (llustracion
7). Lo anterior indica que las proteinas antigénicas presentes en la célula bacteriana
de origen, se presentan de igual forma en las OMVs. Ademas, es importante
mencionar que el anticuerpo empleado fue producido en ratones inmunizados con
OMVs de K. pneumoniae, lo cual demuestra la reaccion cruzada que existe por parte
de los anticuerpos generados en los modelos murinos para detectar moléculas
antigénicas presentes tanto en K. pneumoniae como en Leclercia adecarboxylata,
seguramente debido a la cercania filogenética que existe entre estas dos especies.
Se realizé un andlisis bioinformatico empleando la base de datos UniProt, la cual
cuenta con un alto nimero de proteinas de Leclercia adecarboxylata (Tabla 4). Se
encontraron 5 proteinas que se han reportado previamente como parte del cargo de
OMVs en otras especies bacterianas. Sin embargo, la mas reportada es OmpaA,
ademas de que, segun la bibliografia, es de las mas antigénicas, por lo que se cree,

podria ser una de las proteinas expuesta en el ensayo de Western Blot.
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llustracion 6. Ensayo de Western Blot. Anticuerpo primario (anticuerpos heterdlogos anti-OMVs) 1:1000; Anticuerpo
secundario anti IgG ratén 1:5000. Se identifican bandas inmunogénicas con peso molecular de ~65 kDa y ~60kDa.
Extractos totales bacterianos: La. 008 (1), La.012 (2), La.028 (3) y La.029 (4); Extracto OMV: La. 008 (5), La.012 (6), La.028

(7)y La.029 (8).

Tabla 4. proteinas inmunogénicas candidatas presentes en extractos totales y extractos de OMV. Gracias a ensayo tipo
Western Blot se proponen proteinas con peso de entre 60 y 65 kDa. Elaboracion propia, resume resultados de la base de

datos Uniprot.

Nombre de la Descripcion Masa Presencia UniProt

Gen en OMVs

proteina

Asociado con
la absorcién

de iones
Iron ABC metalicos,
transporter fopB = como hierro, i%g Mzn(?lg; 2, AOA514VFX4
permease zincy
manganeso
(Garmory &

Titball, 2004).




Multidrug ABC
transporter
permease/ATP-
binding protein

mdIB

Los
transportador
es de union
de ATP (ABC)
resistentes a
multiples
farmacos
translocan
estas
moléculas
acoplando el
flujo de salida
de
farmacol/lipido
S con energia
derivada de la
hidrolisis de
ATP (Chang,
2003).

65,5
kDa

(Lan et al.,
2022)

AOAB855EGT
6

Ferrous iron
transport
protein B

feoB

Forma parte
del sistema
de transporte
de hierro (I1)
gue puede
contribuir de
manera
importante al
suministro de
hierro de la
célula en
condiciones
anaerobicas
(Kammler et
al., 1993)

65,7
kDa

(Lan et al.,
2022)

AOA4U9IXB3

Periplasmic
trehalase
(Alpha,alpha-
trehalase)
(Alpha,alpha-
trehalose
glucohydrolase)

treA

Brinda a las
células la
capacidad de
utilizar
trehalosa a
alta
osmolaridad
al dividirla en
moléculas de
glucosa que

65,6
kDa

(Bosch et al.,
2016)

AOA514VIL6




posteriorment
e pueden ser
absorbidas
por el sistema
de captacién
mediado por
fosfotransfera
sa (Gutierrez
et al., 1989).

Proteina de
membrana
externa.
Forma
complejos
con RcsF,
una
lipoproteina

Outer
membrane
protein A
family protein

OmpA

expuesta en
la superficie
que
desencadena
la respuesta

63,7
kDa

(Bielaszewsk
aetal.,
2017,
Shahryari et
al., 2021)

AOA5B7XS0
4

de estrés de
Rcs cuando
se produce
dafio en la
membrana

externa

(Dekoninck et

al., 2020).

8.6 Inmunofluorescencia indirecta en OMVs.

La técnica de inmunofluorescencia indirecta es una técnica la cual hace uso de
moléculas fluorescentes que permiten detectar la presencia de un anticuerpo o
antigeno en una muestra. En el caso de la inmunofluorescencia indirecta, los
anticuerpos especificos se unen al antigeno y, en una segunda etapa, se agrega el
anticuerpo secundario que se encuentra marcado con una molécula fluorescente
para que se una a los anticuerpos especificos. Es decir, a diferencia de la

inmunofluorescencia directa, el fluorocromo se conjuga con un anticuerpo



secundario dirigido contra el anticuerpo primario. Se decidié emplear esta técnica
para poder observar la ubicacién de las moléculas inmunogénicas. Las OMVs
fueron tanto bloqueadas, para evitar tener un pegado inespecifico por el anticuerpo
OMV, como permeabilizadas, para lograr la incorporacion del anticuerpo al espacio
interno, de esta manera se logré visualizar la ubicacién de la molécula
inmunogénica. Gracias a lo observado con el microscopio de fluorescencia, en cada
una de las muestras, tanto bloqueada y permeabilizada, se pudo determinar la
presencia de las moléculas inmunogénicas. Ademas, se logré observar que las
microvesiculas tienden a agruparse y forman complejos en forma de anillo
(llustracion 7). Por otro lado, la fluorescencia indirecta realizada a las bacterias

demostré un reconocimiento alrededor de la membrana bacteriana (llustracion 8).
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llustracion 7. Inmunofluorescencia indirecta en OMVs. Anticuerpo primario
1:1000 (anticuerpos heterdlogos anti-OMVs de Klebsiella pneumoniae);
Anticuerpo secundario anti IgG acoplado a FITC 1:5000. Se aprecian
estructuras en forma de anillos (indicados con flechas rojas), las cuales son
agrupaciones de microvesiculas en toda la muestra. Se confirma claramente
la presencia de la molécula inmunogénica. Imdgenes a 100x y zoom digital.
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llustracion 8. Inmunofluorescencia indirecta en bacteria, Leclercia
adecarboxylata. Anticuerpo primario 1:1000 (anticuerpos
heterdlogos anti-OMVs de Klebsiella pneumoniae); Anticuerpo
secundario anti IgG acoplado a FITC 1:5000. Se aprecia la proteina
inmunogénica presente en la bacteria, ademds de que su
localizacién se encuentra en la membrana. Imdgenes a 100x y
zoom digital.

9. Discusidon

Los aislados clinicos; L.a. 008, L.a. 012, L.a. 028 y L.a. 029 de la bacteria
Gramnegativa Leclercia adecarboxylata fueron capaces de secretar OMVs, las
cuales presentaron morfologia esférica y un tamafio promedio, lo que corresponde
con lo citado acerca de OMVs de origen bacteriano en la bibliografia, es decir,
entidades rodeadas por membranas esféricas con un tamafio entre 20 y 300 nm de
diametro, que son secretadas al medio extracelular (Beveridge, 1999). Hasta el
momento, no hay reportes en la literatura sobre la capacidad de L. adecarboxylata
de secretar OMVs, por lo tanto, no hay antecedentes sobre la morfologia de estas,
sin embargo, bacterias filogenéticamente cercanas han sido mayormente
estudiadas, por lo cual, existen evidencias acerca de la morfologia de OMVs
semejante a las observadas en este trabajo. Por ejemplo, las microvesiculas
secretadas por Klebsiella pneumoniae, mediante microscopia de transmision

electronica, fueron descritas como vesiculas esféricas de tamafio generalmente



uniforme (25-250 nm) (Martora et al., 2019). Desde el inicio del estudio de estas
estructuras se ha mencionado la forma y tamafio caracteristico que las identifica.
Las vesiculas extracelulares fueron descubiertas por Wolf en 1967, al observar su
liberacion por parte de células de la sangre, a estas estructuras las describié como
productos o polvo resultante de la fragmentacion de la membrana plaquetaria en el
plasma humano (Alaarg et al., 2013; Wolf, 1967). En ese mismo afio, Work y
colaboradores encontraron estructuras semejantes a las descritas por Wolf,
entidades esféricas, pero no producidas por una célula eucariética, sino por una
bacteria, E. coli., con un tamafio de entre 20 y 200 nm de diametro (E Work et al.,
1966; Liang et al., 2022).

Por otro lado, las OMV producidas por las cepas de L. adecarboxylata, presentaron
un color rosado en tincion de Gram, al igual que la bacteria de origen, ya que estas
estructuras se forman cuando una porcion de la membrana externa (ME) se separa
de la superficie bacteriana y encapsula la parte interior del espacio periplasmico
(Klimentova & Stulik, 2015). La cantidad de microvesiculas producida entre cada

cepa fue parecida, en ninguna hubo mayor cantidad de secrecion respecto a otras.

Las 4 cepas trabajadas fueron sometidas a una prueba de resistencia a
antimicrobianos. El antibiograma reveld que las cepas eran resistentes a mas de 6
antibiéticos, como lo fueron: Amikacina, Ampicilina, Carbencilina, Cefalotina,
Cefotaxima, Ciprofloxacino, Cloranfenicol,  Netilmicina, Norfloxacino vy
Sulfametoxasol/Trimetropim; y sensibles a dos, Gentamicina y Nitrofurantoina,

ambos involucrados en la inhibicion de la sintesis proteica.

L. adecarboxylata se ha relacionado dudltimamente con la presencia de
multidrogorresistencia. En 2004, Stock, Burak y Wiedemann investigaron la
susceptibilidad natural de 101 cepas de Leclercia a 70 agentes antimicrobianos y
observaron que las cepas de L. adecarboxylata eran naturalmente sensibles a las
tetraciclinas, aminoglucésidos, casi todos los betalactamicos a excepcion de dos,
las quinolonas, los inhibidores de la via del folato, el cloranfenicol, la nitrofurantoina
y la azitromicina, ademas de que eran naturalmente resistentes a penicilina G,

oxacilina, eritromicina, roxitromicina, claritromicina, cetélidos, lincosamidas,



estreptograminas, linezolid, glicopéptidos, rifampicina, acido fusidico y fosfomicina,
sin embargo, actualmente este perfil de susceptibilidad y resistencia ha cambiado,
pues se han reportado casos de cepas de Leclercia resistentes a cefalosporinas
como ceftazidima, cefepima, cefotaxima y cefoperazona; betalactamicos como
aztreonam, carbapenem vy piperacilina; aminoglucésidos como gentamicina y
tobramicina; quinolonas y sulfonamidas. Esta resistencia se relaciona con que,
gracias a estudios de secuenciacion, se observé que muchas de estas cepas
albergan genes productores de [(B-lactamasas, tales como blaTEM-1, blaCTX-M y
blaNDM-1, ademas, integrones de clase 1, como intll, el tipo méas frecuente de
integrones que se encuentran en aislados clinicos, ya que se han descrito mas de
60 casetes génicos que confieren resistencia a B-lactamicos, aminoglucosidos y
trimetoprima, siendo estos elementos determinantes genéticos de la resistencia
(Guzméan & Alonso, 2008; Mazzariol et al., 2003; Papagiannitsis et al., 2013;
Piergiacomo et al., 2020; Riazzo et al., 2017; Shin et al., 2012; Stock et al., 2004,
Sun et al., 2019).

Gracias a la informacion obtenida acerca de la susceptibilidad y resistencia a
antimicrobianos de las diferentes cepas de L. adecarboxylata se realizé un segundo
cultivo para sobre expresar OMVs. Para esto, el nuevo cultivo se realizé en las
mismas condiciones, a excepcion de que se agregd antibidtico al medio. El
antibiético empleado fue ampicilina, al cual, las 4 cepas son resistentes. De esta
manera se obtuvieron niveles de expresibn mas altos en comparacion con las
obtenidas solamente por escasez de nutrientes. La morfologia no se vio afectada y
fue la misma entre cada una de las muestras. El estrés antibidtico parece estimular
la secrecion de microvesiculas. Estudios posteriores a los de Work, al cual se le
atafie el descubrimiento de las OMV en los afios 60s, encontraron que las
microvesiculas pueden ser producidas por casi todas las bacterias Gram negativas
y, ademas, se liberan durante todas las etapas del crecimiento del cultivo
bacteriano, aunque el nimero y su composicion pueden presentar cambios ligeros
segun las condiciones de crecimiento. La secrecion de OMVs se describe como una
caracteristica conservada en las bacterias Gram negativas, tanto patbgenas como

no patégenas. A lo largo del tiempo y con el incremento en el estudio de estas



entidades, los investigadores han descubierto que la biogénesis de las OMV esta
sumamente relacionada con varias condiciones estresantes, ya que varios reportes
han demostrado que los niveles de secrecion de microvesiculas se ven alterados
por factores estresantes tanto fisiolégicos como ambientales, como las altas
temperaturas, el estrés oxidativo y el tratamiento con antibidticos El tratamiento de
las bacterias con concentraciones no letales de antibioticos es un disparador ya
reportado que favorece la formaciéon de OMVs (Andreoni et al., 2019; Kim et al.,
2020; Kuehn & Kesty, 2005). El efecto por parte del antibiético hacia la bacteria, que
provoca la sobreexpresion de microvesiculas, ha sido muy estudiado, incluso se
han identificado tres vias por las cuales el estrés antibidtico estimula la formacion
de estas microvesiculas; estrés en membrana, activacion de respuesta SOS y
debilitamiento de pared celular (X. Liu et al., 2022; Toyofuku et al., 2019). El empleo
de antibiéticos puede provocar el aumento de la presion sobre la membrana
bacteriana. Un ejemplo de los antibidticos que pueden provocar este fendmeno, son
la gentamicina y la polimixina, ya que se ha visto que promueven la formacion de
protuberancias en la membrana externa, lo cual desencadena la secrecion de OMVs
(Kadurugamuwa et al., 1993). En el caso particular de la gentamicina, el cual, es un
antibiotico aminoglucdésido, que como ya se mencion6 anteriormente, elimina a las
bacterias al inhibir la sintesis de proteinas, también puede alterar el orden de
empaquetamiento de los lipidos, lo que puede conducir a una inestabilidad de la
membrana. En un estudio realizado por Beveridge y Kadurugamuwa en 1997,
observaron gque la gentamicina aumenta la liberacion de OMVs de 3 a 5 veces en
P. aeruginosa (J L Kadurugamuwa & T J Beveridge, 1997). Por otro lado, las

polimixinas presentan una actividad similar a la de un detergente en la pared celular.

Anteriormente ya mencionado, el antibiético empleado para la sobre expresién de
microvesiculas, fue ampicilina, el cual es un antimicrobiano betalactamico y actta
debilitando la membrana de la bacteria al presentar un efecto inhibidor de la sintesis
de la pared celular. Debido a esto, se han propuesto diferentes mecanismos para la
generacion de OMVs, uno de ellos es, la generacion de orificios en la capa de
peptidoglicano a través de los cuales el material del espacio periplasmico puede

sobresalir hacia el espacio extracelular y liberarse como OMV; también puede



deberse a que gracias a la interrupcion de la sintesis de la membrana ocurra un
fenomeno de intercalacion de moléculas hidrofobicas en la membrana externa. De
forma general, se puede deber a la remodelacion de la membrana, la presién de
turgencia alterada del espacio periplasmico, la repulsién de carga aniénica entre las
moléculas de LPS y la pérdida de enlace entre el peptidoglicano y la membrana
externa (Sutterlin et al., 2016; Toyofuku et al., 2019). En la literatura se ha reportado
gue tanto la fosfomicina, como antibiéticos carbapenémicos, aumentaron la
produccion de OMV de E. coli enterohemorragica (EHEC) al actuar como una fuente
de estrés de la envoltura bacteriana, esto, ademas, coincide con informes que
mencionan la induccion de microvesiculas mediada por imipenem y meropenem en
Stenotrophomonas maltophilia y P. aeruginosa, respectivamente (Bauwens et al.,
2017; Devos et al., 2015; X. Liu et al., 2022; Siqueira et al., 2014).

Gracias a la técnica de SDS-PAGE, se pudo comparar los perfiles proteicos tanto
de OMVs de L. adecarboxylata como de la bacteria. No se encontraron bandas
diferenciales entre los extractos totales de las 4 cepas trabajadas. Lo cual nos indica
gue las cepas no son tan diferentes entre si a nivel de expresion de proteinas. De
igual manera, entre los extractos de OMVs no se encontraron bandas diferenciales
entre si, sin embargo, entre extractos totales bacterianos y extractos de
microvesiculas, si se logran identificar bandas diferenciales, esto es relevante ya
gue se relaciona a un proceso regulado en lugar de uno al azar, por consiguiente,
se puede determinar que el cargo esta bien definido por la bacteria. Con el paso del
tiempo y por el incremento de investigaciones sobre este tema, la biogénesis de las
OMV ahora se considera un proceso fundamental, bien regulado y tal vez
conservado (X. Liu et al., 2022). De acuerdo a varios estudios, ciertas moléculas
como proteinas y lipidos, estan enriquecidos en las OMV mientras que otros estan
excluidos (Bauman & Kuehn, 2006; Kato et al., 2002). Se ha hecho hincapié en que
se debe tener en cuenta que las OMV liberadas por una sola cepa bacteriana
pueden tener un contenido heterogéneo debido a multiples mecanismos de
biogénesis, sin embargo, en este trabajo se compararon perfiles proteicos de OMVs
de diferentes cepas de L. adecarboxylata. Este cargo consistente entre OMVSs,

respalda un mecanismo de biogénesis de microvesiculas especifico y no aleatorio.



Como se ha mencionado a lo largo de este texto, las OMVs estan enriquecidas en
proteinas de la membrana externa, muestran composiciones de lipidos especificas
y difieren en la cantidad y el contenido de las moléculas del cargo segun las
condiciones de crecimiento (Kulp et al., 2015; Orench-Rivera & Kuehn, 2016).
Ademas de contener proteinas, también hay reportes que indican la presencia de
otras moléculas tales como fosfolipidos, peptidoglicanos, lipopolisacaridos (LPS),
proteinas de la membrana externa (PMO), proteinas (periplasmicas, citoplasmaticas
y unidas a la membrana), acidos nucleicos (ADN, ARN), metabolitos iénicos,
moléculas de sefializacién e inmunogénicas, etc. (Altindis et al., 2014; Ellis & Kuehn,
2010; Jan, 2017; Koeppen et al., 2016). La composicion de las microvesiculas las
convierte en importantes activadores de las vias de respuesta inmunitaria innata y
adquirida del huésped, al presentar propiedades inmunogénicas. Ademas de LPS,
gue es una potente molécula inmunomoduladora, las vesiculas contienen porinas
de membrana externa y otros importantes ligandos de activacion inmunitaria (Ellis
& Kuehn, 2010). Gracias a que se realizaron las técnicas de Western Blot e
inmunofluorescencia indirecta, se pudo demostrar en este trabajo que las
microvesiculas de L. adecarboxylata presentan propiedades inmunogénicas. Esta
inmunogenicidad es producida por una molécula de entre 60 y 65 kDa, presente
tanto en extractos totales como en extractos de OMV, como era de esperarse.
Todos los extractos totales al igual que todos los extractos de microvesiculas de
todas las cepas, presentaron la misma molécula antigénica. Ademas, es importante
recalcar que el anticuerpo utilizado para la deteccién es un anticuerpo heterélogo
contra OMVSs, producido por ratones al ser inoculados con OMVs de K. pneumoniae,
por lo tanto, existe la presencia de proteinas en las OMVs de L. adecarboxylata
capaces de generar una respuesta inmune, y mas aldn estas guardan relacion
filogenética con las que se encuentran en las microvesiculas de K. pneumoniae. La
capacidad de las OMV para desencadenar respuestas inmunoldgicas, o, dicho en
otras palabras, la capacidad inmunogénica de las microvesiculas ha sido muy bien
estudiada. Alaniz et al., demostraron que las OMVs de Salmonella entérica serovar
Typhimurium son potentes estimuladores de la secrecidbn de citocinas

proinflamatorias y la activacion de células inmunitarias, pues, activaron las células



T CD4+, lo que indica que los componentes del antigeno proteico de las vesiculas
fueron procesados y presentados por las células presentadoras de antigeno (Alaniz
et al., 2007). Durand y colaboradores, encontraron que las vesiculas de membrana
externa de Neisseria, activan la expresiéon de MHC-II en células dendriticas (Durand
et al., 2009). Las porinas presentes, de manera prominente, en OMVs de H. pylori,
Salmonella, Fusobacterium y especies de Yersinia promueven actividades
proinflamatorias (Galdiero et al., 1993; Takada et al., 1988; Tufano et al., 1994). La
adhesina, NadA, presente en OMVs de N. meningitidis, activd por completo la
produccion de citoquinas de macréfagos cuando se presenté como parte del cargo
de la membrana de la microvesicula, en lugar de como una mezcla de componentes

de vesicula purificados (Ellis & Kuehn, 2010; Tavano et al., 2009).

No hay estudios relacionados con las proteinas inmunogénicas que presenta L.
adecarboxylata, sin embargo, al igual que con la morfologia de las OMVs, bacterias
cercanas filogenéticamente han sido reportadas, como es el caso de K.
pneumoniae, en la cual se han identificado diversas proteinas inmunogénicas como
lo son, OmpA, OmpK36, FepA, OmpK17, OmpW y proteina receptora de colicina |
(Kurupati et al., 2006). La proteina encontrada en este trabajo por medio del ensayo
de Western Blot, se presume 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). Ademas, en la literatura se ha reportado su
presencia en OMVs, asi como su alta actividad inmunogénica (Shahryari et al.,
2021). La proteina A de la membrana externa (OmpA) se encuentra en gran
cantidad en la pared celular bacteriana, se conserva entre las Enterobacteriaceae y
esta involucrada en la virulencia y el crecimiento bacteriano (Alex Pautsch & Georg
E. Schulz, 1998; Kurupati et al., 2011). También se menciona que contribuye a la
capacidad de las bacterias Gramnegativas para invadir células de mamiferos, pues
en ratones, se inocularon cepas de E. coli deficientes de OmpA y se observo la
atenuacion de su virulencia y capacidad invasiva, asi como una disminucion en la
resistencia a la actividad bactericida del suero (Weiser & Gotschlich, 1991).
Respecto a sus propiedades inmunogénicas se ha demostrado que OmpA de

diferentes especies induce respuestas humorales y citotoxicas especificas en



ausencia de adyuvante (Jeannin et al., 2000; Poolman, 1996). Incluso se ha
relacionado con cepas hipervesiculantes, pues se han realizado deleciones del gen
gue produce la proteina OmpA y se ha observado el incremento en la produccion
de microvesiculas, sin embargo, también se ha observado que defectos en la
proteina, provocan la disminucién de la virulencia en cepas de Klebsiella (Kurupati
et al., 2006).

Dado la gran cantidad de moléculas, asi como de su variedad, tanto los
componentes de las OMVs como su misma estructura, pueden ser Utiles para
diferentes objetivos. Aprovechando las caracteristicas fisiologicas de las
microvesiculas, ya se ha logrado la entrega de una serie de cargas terapéuticas
(siARN, microARN y proteinas) a los tejidos (Ozpolat et al., 2014; Raposo &
Stoorvogel, 2013). Se ha aprovechado la bioingenieria para lograr la administracion
especifica de agentes terapéuticos mediante el disefio de nanoportadores
liposomales, en otras palabras, aprovechando la estructura de las OMV. Irene y
colaboradores describen una estrategia en la que, por medio de ingenieria, emplean
microvesiculas combinadas con antigenos heterdlogos de Staphylococcus aureus
en ratones, con el proposito de crear una vacuna contra este microorganismo,
teniendo resultados satisfactorios, pues los ratones para el final del experimento
estuvieron completamente protegidos contra S. aureus; colaborando enormemente
en el camino para el desarrollo de vacunas, asi como en el combate contra este
importante patégeno (Irene et al., 2019; Lei et al., 2019). Actualmente, como se ha
visto con la creaciéon de vacunas de mRNA, se ha detonado la investigacion y el
desarrollo de métodos de creacion, asi como de obtencién de nanoestructuras
liposomales para la encapsulacion de terapias como antigenos, anticuerpos,
antibioticos, etc. (Ozpolat et al., 2014). Incluso, ya se ha evaluado la funcion de
transportar farmacos como agentes quimioterapéuticos, a manera de aumentar la
acumulacion dirigida hacia el tumor provocando una toxicidad significativamente
reducida, en comparacion con el uso de estos agentes de manera libre (Petros &
Desimone, 2010). La facilidad en la liberacion de carga terapéutica requiere la
bioingenieria de nanoportadores basados en liposomas naturales, como las OMV,

para lograr una mejor focalizacion y una mayor absorcién de la terapia. Como ya se



visualiz6 a lo largo del texto, gracias a la naturaleza inmunogénica de estas

estructuras, se pueden emplear como adyuvante e incluso como vacuna.

10. Conclusiones

1. Los aislados clinicos de Leclercia adecarboxylata son capaces de producir
vesiculas de membrana externa en condiciones in vitro.

2. El empleo del antibitico ampicilina durante el cultivo, promueve la
sobreproduccién de OMVs bajo condiciones especificas de laboratorio.

3. El protocolo propuesto para la purificacion de microvesiculas de Leclercia
adecarboxylata es eficiente.

4. Lamorfologia de las microvesiculas no se ven afectadas, aunque se cambien
las condiciones de cultivo. Ambos cultivos, con antibiético y sin antibidtico,
presentaron OMVs Gram negativas con morfologia esférica.

5. Las OMV presentaron en su cargo una proteina inmunogeénica con peso de
entre ~60 y ~65 kDa, asociada con 5 proteinas posibles, las cuales tienen
registro previo de estar presentes en OMVs de diferentes especies
bacterianas, de las cuales se presume podria tratarse de una proteina de
membrana OmpA, ya que esta proteina es de las mas inmunogénicas que
se han detectado en microvesiculas.

6. La proteina inmunogénica se encuentra en la membrana de la OMV.

No existen diferencias en los perfiles proteicos de los extractos totales de las
cuatro cepas. Del mismo modo, no hay diferencias en los perfiles proteicos
de los extractos de OMV de las cepas trabajadas.

8. El perfil proteico entre extractos totales y extractos de OMV de las cuatro
cepas presentan diferencias en cuanto a la concentracion de determinadas
proteinas.

9. El cargo proteico consistente entre OMVs, respalda un mecanismo de
biogénesis de microvesiculas especifico y no aleatorio.

11. Perspectivas

1. Secuenciar la proteina de 60-65 kD para determinar de qué proteina se
trata.



2. Inocular modelos murinos previamente expuestos a OMV'’s de Klebsiella
pneumoniae con Leclercia adecarboxylata y observar capacidad de

respuesta.

12. Glosario de siglas, abreviaturas y acrénimos
ADN Acido desoxirribonucleico
AK Amikacina
AM Ampicilina
ARN Acido ribonucleico
BALF Bronchus-associated lymphoid tissue
BCIP/NBT 5-bromo-4-cloro-3-indol fosfato/Nitroazul de tetrazolio
°C grados Celcius
CB Carbencilina
CF Cefalotina
CFX Cefotaxima
CPF Ciprofloxacino
CL Cloranfenicol
eDNA Acido desoxirribonucleico extracelular
FITC Fluoresceina isotiocianato
GE Gentamicina
ar gramo
h/hr Hora/Horas
lgG Inmunoglobulina G

IL-12/6 Interleucina 12/6



kDa

L.a.

LPS

LB
MALDI-TOF
MALT
MHC-II

ML

mL

MRNA
MIiRNA

nm

NET

NF

NOF

OM
OmpA/C/F
Ompk 35/36
OMV/OMVs
PBS

PBS-T

PCR

PNH

Kilodalton
Leclercia adecarboxylata
Lipopolisacarido

Luria-Bertani

Matrix-assisted laser desorption/lonization Time of flight

Mucosa-associated lymphoid tissue

Complejo principal de histocompatibilidad de clase Il

microlitro

mililitro

RNA mensajero

Micro RNA

nanémetro

Netilmicina

Nitrofurantoina

Norfloxacino

Outer membrane

Outer membrane protein A/C/F
Klebsiella outer membrane vesicle 35/36
Outer membrane vesicle/s

Phosphate buffered saline

Tween 20 - Phosphate buffered saline
Polymerase chain reaction

Proteinas nucleantes de hielo



RIPA

rpm

rRNA

SDS-PAGE

STX

TA

T CD4+

TLR

TNF- a

uv

VME

Radioimmunoprecipitation assay buffer
Revoluciones por minuto

RNA ribosomal

Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
Sulfametoxasol / Trimetropim
Temperatura ambiente

Células T CD4+

Toll-like receptor

a- Tumor necrosis factor

Ultravioleta

Volts

Vesiculas de membrana externa
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