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RESUMEN

Las bacterias patdgenas pueden producir toxinas con capacidad hemolitica
conocidas como hemolisinas, estas son consideradas como factores de virulencia
las cuales se requieren de manera individual o en conjunto con otros factores para

una rapida adaptacion dentro del huésped.

Debido a sus caracteristicas las hemolisinas son catalogados como exotoxinas, y
por su mecanismo de formar poros se clasifican como toxinas formadoras de poro,
estds se clasifican segun las estructuras secundarias utilizadas para formar
dominios de poros transmembrana: las a-TFP forman poros a-helicoidales, mientras

que las B-TFP producen poros B-barril.

Las bacterias acido acéticas (BAA) son considerabas de gran ayuda en la industria
alimentaria como en el area médica por beneficios que se han desarrollado por la
biotecnologia. Sin embargo, se han presentado casos clinicos en personas
inmunocomprometidas que se encuentran infectadas por BAA, asi que la busqueda
de factores de virulencia en este tipo de bacterias es un nuevo fondo de

investigacion cientifica.

Por lo que indagar la posible presencia de una hemolisina en una BAA, en este caso
en Gluconacetobacter diazotrophicus nos demuestra la capacidad de bacterias
considerar a estas bacterias como posibles patdégenos. Para llegar a esta conclusion
se realizaron experimentos y busqueda de bioinformatica con el fin de dilucidar la

deteccion de una hemolisina.



INTRODUCCION

Los patdégenos bacterianos producen toxinas hemoliticas para lisar los eritrocitos y
liberar hierro para su crecimiento, ya que casi todo el hierro se localiza
intracelularmente, pero las hemolisinas bacterianas juegan un rol en la
patogenicidad mas alla de la lisis de eritrocitos, porque estas toxinas han adquirido
mas atributos que les confiere una mayor capacidad de adaptacion a nuevos nichos
y les permite ya sea solas o en conjunto con otros factores de virulencia causar un

amplio espectro de enfermedades (1).

El epitelio renal es dafiado por la hemolisina HlyA de Escherichia coli junto con otros
productos bacterianos, que generan una respuesta inflamatoria aguda recluta
leucocitos polimorfonucleares (PMN) en el sitio. También se ha demostrado que la
hemolisina induce oscilaciones de calcio en las células epiteliales renales, lo que da
como resultado una mayor produccion de IL-6 e IL-8. Esto favorece que juntos otros
factores de virulencia de E. coli pueda ascender en el huésped desde la vejiga a

través de los uréteres hasta los riflones, causando con gran frecuencia pielonefritis
(2).

Se ha observa que la a-hemolisina producida por Staphylococcus aureus induce la
liberacién de citocinas y quimiocinas, por ejemplo, la produccién excesiva de IL-13
y TNF-a dando como resultado una lesion tisular durante la inflamacion. a-
hemolisina junto con otras toxinas facilita la patogenia de la neumonia en
infecciones por S. aureus/MRSA y un aumento en la incidencia de neumonia grave.
Ademas, la a-hemolisina induce a las plaguetas a agregarse, mostrando
caracteristicas morfolégicas de activacion, este proceso es uno de los puntos clave
gue se requieren para poder influir en los eventos trombéticos asociados con sepsis
de S. aureus, ya que se ha visto que los pacientes con sepsis frecuentemente tienen
vias de coagulacion activadas desencadenadas por el factor tisular, niveles
reducidos de factores anticoagulantes, fibrindlisis reducida, superficies endoteliales

activadas y plaquetas activadas. (3).



Durante una infeccion, el ambiente anaerobico o microaerdbico del intestino
promueve la produccion y secrecion de hemolisina BL y otras toxinas producidas
por Bacillus cereus las cuales causan dafio a las células epiteliales del intestino
mediante la formacion de poros que conducen a la lesion de las microvellosidades,

la lisis osmatica de las células epiteliales intestinales y la diarrea subsiguiente (4).

Clostridium perfringens es la causa mas comun de mionecrosis clostridial, un papel
importante de la perfringolisina O junto con otra toxina, es el efecto citotdxico para
los fagocitos o el aumento de las moléculas de citoadherencia de PMN en las células
endoteliales, pero también perfringolisina O ha demostrado que puede mediar la

resistencia a la muerte mediada por macréfagos (5).

El siguiente trabajo da una vista general de los factores de virulencia conocidos en
bacterias patdégenas conocidos hasta el momento, y se centra en las exotoxinas en
especifico en las hemolisinas, ademas de dar a conocer el caso de una hemolisina

en G. diazotrophicus
JUSTIFICACION

Las bacterias patdgenas tienen como objetivo proliferar dentro del huésped tras un
desenvolvimiento exitoso de la infeccion, sin embargo, pueden causar una multitud
de infecciones diferentes, que varian en gravedad desde inaparentes hasta
fulminante. Esto ocurre porque el curso de la enfermedad depende de la interaccion

de los factores de virulencia con la respuesta del huésped.

Asi que los patégenos bacterianos representan una amenaza ante los humanos,
por este motivo es de gran importancia comprender como un factor de virulencia en
este caso hemolisinas que son mecanismos de atague de las bacterias causando a
su paso enfermedad. Con esto en mente se debe optar por entender que dentro de
las BAA se han informado registros que son causantes de enfermedad en humanos,
por lo cual es interesante investigar las posibles herramientas que tienen para poder
infectar, de este modo se optd por averiguar la existencia de hemolisina en las BAA

ya que no se han considerado como posibles patégenos.
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PATOGENICIDAD BACTERIANA

La patogenicidad bacteriana se define como la capacidad de una bacteria patdgena
para poder producir una enfermedad en un huésped susceptible. La manera de
expresarlo es utilizando la virulencia, la cual se describe como el grado de dafio
provocado. De este modo, las moléculas que ayudan a la bacteria a lograr un

proceso exitoso de infeccion en el huésped son los factores de virulencia son (6).

FACTOR DE VIRULENCIA

Para las bacterias patdgenas la regulacion y el momento de la expresion de los
factores de virulencia son importantes porque se requieren durante el proceso de la
infeccibn ya que cambian continuamente el microambiente lo que permite una
rapida adaptacién del patégeno al nuevo entorno para que pueda invadir, sobrevivir,
dafar e incluso evadir mecanismos de defensa dentro del anfitrion, ademas uno o

mas factores pueden participar juntos o por separado durante la infeccion (7).

Los factores de virulencia se han dividido en varios grupos en este apartado se
presenta la propuesta mas reciente. El recurso en linea VFDB por sus siglas en
inglés que significa Virulence Factor Database es una plataforma que ha recopilado
la informacién de los factores de virulencia conocidos de 32 géneros bacterianos
comunes. El esquema de clasificacion general contine 14 categorias principales y
mas de 100 subcategorias, en la Tabla 1 se presentan solo las subcategorias de
mayor cantidad descritas. De esta manera se establece un sistema integral capaz

de cubrir todos los factores de virulencia de bacterianas conocidas (8).

Tabla 1. Categoria de factores de virulencia

recientemente propuesta

Categoria Subcategoria Funcion
Adhesién Adhesion fimbrial Adherir a células del
Adhesion no fimbrial huésped
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No se han catalogado Penetrar las células del

huésped y asi
diseminarse
Sistema de secrecion tipo | Transportar  proteinas
Sistema de secrecion tipo Il efectoras del citosol
Sistema de secrecion tipo Il bacteriano a la célula

Sistema de secrecion tipo IV huésped para poder
Sistema de secrecion tipo V. alterar el metabolismo
Sistema de secrecion tipo VI celular

Sistema de secrecion tipo

Vi

Motilidad mediana por flagelo Capacidad para
Motilidad intracelular moverse

Toxina que actla sobre la Proteina secretada
membrana extracelularmente la

_ _ cual afecta a células que
Toxina activa
_ contengan  receptores
intracelularmente

especificos
Hialuronidasa Enzima secretada que
Quinasa funciona fuera, siendo
Coagulasa crucial en procesos
Lipasa biol6gicos
Proteasa
Nucleasa
Antifagocitosis Sustancia que estimula
Evasion del o deprime el sistema

complemento/Resistencia al inmunitario
suero

Inmunoglobulina




Variacion de antigeno

Apoptosis

Via de sefializacion

inflamatoria

Formacién de biopeliculas Capacidad de tener

» ; comunicacion
La deteccidén de quorum

intercelular
Captacién de metales Mejorar el desarrollar del
Adaptacién metabdlica crecimiento bacteriano
No se han catalogado Sobrevivir a condiciones
desfavorables en

diferentes ambientes

No se han catalogado Funciones vitales en
diversos procesos
celulares

No se han catalogado Compuesto con

capacidad para inhibir o
eliminar una poblacion

bacteriana
No se han catalogado Controlar regulacion
transcripcional o]

postraduccional de uno

0 Mas genes

No se han catalogado

Esta tabla fue tomada y modificada de: Liu y colaboradores (8).

TOXINAS BACTERIANAS
Gran variedad de patégenos bacterianos producen toxinas, estas moléculas son
factores de virulencia que se dirigen a las células del huésped y desempefian

funciones clave en la interaccion huésped-patdégeno, teniendo control de las



actividades biologicas del huésped para facilitar la infeccion bacterial, a menudo

suficientes para determinar el resultado de la infeccion (9).

Se ha mantenido la clasificacion de las toxinas bacterianas por su localizacion y

naturaleza quimica como endotoxinas y exotoxinas (6).

ENDOTOXINAS

Las endotoxinas son lipopolisacéridos (LPS), los cuales forman una fraccion
inherente de la membrana celular externa de todas las bacterias gramnegativas y
son responsables de la organizacion y estabilidad de la pared celular. No existe una
sola molécula de lipopolisacérido que constituya toda la membrana de la bacteria,
sino que cada cepa presenta un tipo de lipopolisacarido que determina, en muchos
casos, la patogenicidad de la bacteria (10).

Se compone los LPS de tres estructuras principales: el lipido A hidrofilico (lipido A),
el oligosacarido central y el polisacarido hidrofilico (region O). La toxicidad esta
asociada con el componente lipidico (lipido A) y la inmunogenicidad esta asociada
con los componentes polisacaridos. Ademas, los antigenos de la pared celular
(antigenos O) de las bacterias gramnegativas son componentes del LPS (11). Por
otro lado, el oligosacarido central contribuye a la viabilidad bacteriana y la
estabilidad de la membrana externa, puede asegurar el caracter especifico

seroldgico y posee propiedades antigéticas (12,13).

La expresiéon de LPS con antigeno O y sin él, se basa en la aparicion de colonias
bacterianas con cierta caracteristica en una placa de Petri, la visualizacion de las
colonias que presentan el antigeno O se denominan "suaves", mientras que las
cepas mutantes con ausencia del antigeno O, se denomina “rugosas” como se

observaban sus colonias (13).

La porcion del lipido A se ha demostrado que es la molécula responsable de
numerosos efectos in vivo e in vitro de la endotoxina. EI LPS estimula las respuestas

inmunitarias y potencia las reacciones inmunitarias celulares (11).
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El oligosacéarido central tiene dos regiones, las cuales son el nucleo interno y
externo, el nucleo interno es poco variable y su composicion normalmente es
caracteristica dentro de un género o familia, por ejemplo, el acido a-3-desoxi-D-
mano-oct-2-ulopiranosonicobh (Kdo) es el unico residuo de monosacarido siempre
presente en el nucleo interno del lipopolisacarido bacteriano, y, por lo tanto, es un
sello quimico de LPS y un marcador de bacterias gramnegativas. Sin embargo, Kdo
puede estar reemplazado en las bacterias, por ejemplo, en Acinetobacter
haemolyticus o Shewanella algae (13).

Existen dos formas de liberacién de las endotoxinas, una ocurre durante el proceso
de multiplicacion bacterial y la otra pasa cuando la bacteria muere este evento
provoca que la pared bacteriana se lise liberando asi la endotoxina, ya sea cuando
la bacteria muere de forma natural o cuando se suministran antibiéticos para atacar

contra la bacteria (6).

El LPS induce en gran medida una respuesta inflamatoria en las células que
expresan el receptor tipo Toll 4 (TLR4). LPS se une a la proteina de unién a
lipopolisacéaridos (LBP), esto logra con facilidad el compromiso con TLR4 y la
formacién del complejo con el grupo de diferenciacion 14 (CD14) y el factor de
diferenciacion mieloide 2 (MD2), asi da inicio a la activacion celular (14). TLR4 se
expresa en muchos tipos de células, sin embargo, las células mas reactivas son los
monocitos y los macréfagos, que en respuesta a LPS se activan (macrofagos
activados clasicamente M1) para convertirse en citocinas y producir una variedad
de factores inflamatorios como la interleucina 1 beta (IL-1pB), la interleucina 6 (IL-6),

interleucina 8 (IL-8) y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) (15).

Las endotoxinas tienen las propiedades de ser termoestables y tener baja toxicidad.
Todas las endotoxinas producen los mismos sintomas independientemente de la
especie bacteriana de que se trate. Entre los sintomas o signos mas comunes
destacan fiebre, escalofrios, debilidad, dolor en general y, en ocasiones, shock e
incluso la muerte. También son capaces de activar las proteinas de coagulacion

sanguinea, formando pequefios coagulos que pueden obstruir los capilares y, en
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consecuencia, provocar una disminucion de la irrigacion que conduce a la muerte
de los tejidos. Incluso en mujeres embarazadas pueden causar abortos

espontaneos (6).

Los microorganismos productores de endotoxinas representativos son Salmonella
typhi, Escherichia coli, Shigella flexneri, Acinetobacter baumannii, Proteus spp. y

Neisseria meningitidis (13).

EXOTOXINAS

Las exotoxinas pueden ser polipéptidos individuales o complejos de proteinas
heteroméricas producidas en bacterias gramnegativas y grampositivas, las cuales
son liberadas al medio exterior durante el crecimiento o por lisis de la célula
bacteriana, incluso son liberadas directamente a células diana para producir
virulencia, ademas pueden actuar sobre diferentes partes de las células (8, 16). Los
genes de la mayoria de las exotoxinas son transportados por plasmidos bacterianos
o fagos (17-22).

La mayor parte de las toxinas bacterianas conocidas pertenecen a este tipo, asi
qgue, por la naturaleza enzimatica, la mayor parte de ellas son muy dafiinas incluso
en bajas concentraciones; ademas son capaces de actuar mas de una vez pudiendo
desplazarse desde el foco de la infeccion, hacia otros tejidos o células donde

expresan sus efectos toxicos (6).

Las exotoxinas son las que producen los signos y los sintomas especificos de la
enfermedad, asi que las exotoxinas son especificas de la enfermedad (16). Un
patdogeno bacteriano especifico puede producir una sola exotoxina o multiples

exotoxinas (1).

Las exotoxinas bacterianas catalizan modificaciones quimicas especificas de los
componentes de la célula huésped. Estas modificaciones quimicas pueden inhibir
o estimular la accion normal de la molécula diana para producir una patologia

clinica. Las exotoxinas también varian con respecto al huésped porque algunas
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toxinas pueden intoxicar células de numerosas especies, mientras que otras, estan

mas restringidas en las especies que pueden intoxicarse (23).

El dafio a las células del huésped puede ser fisioldgico, por ejemplo, la toxina del
colera promueve la excrecion de electrolitos (y fluidos) de los enterocitos sin matar
las células, o patologico, donde la toxina (por ejemplo, la toxina diftérica) inhibe la
sintesis de proteinas e induce la muerte celular. Las exotoxinas varian en su
estructura molecular, funcion biolégica, mecanismo de secrecion y propiedades
inmunologicas. La clasificacion de las exotoxinas es a menudo por su modo de
accion sobre las células del huésped: toxinas de tipo I, toxinas de tipo Il y toxinas
de tipo Il (6).

EXOTOXINA: TOXINA TIPO |
Las toxinas de tipo | (que actian sobre la membrana) se unen a los receptores de

superficie y estimulan las sefales transmembrana, como son las enterotoxinas y las

toxinas superantigénicas (6,24-26).

EXOTOXINA: TOXINA TIPO 1l
Las toxinas de tipo Il (que dafian las membranas) afectan directamente a las

membranas, formando poros o alterando las bicapas lipidicas. Siendo ejemplo las

proteinas formadoras de poro (6,27).

EXOTOXINA: TOXINA TIPO I
Las toxinas de tipo Il (efectoras intracelulares) trasladan un componente enzimético

activo a la célula y modifican una molécula diana intracelular. Como ejemplo son

toxina Shiga, y toxina del cdlera (6,28).

Las bacterias secretan toxinas y otras proteinas utilizando sistemas de secrecion
(6).

SISTEMAS DE SECRECION
Los sistemas de secrecién (SS) bacteriana son estructuras que permiten el

transporte de diversas moléculas a través de la pared celular bacteriana (6). Los
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sistemas de secrecion son esenciales para el crecimiento y supervivencia de
bacterias y se utilizan en una variedad de procesos. Se pueden encontrar en
gramnegativas y grampositivas. Ademas, se han identificado mas de un sistema de
secrecion en una sola bacteria. De igual forma se ha observado que pueden
secretar una amplia variedad de sustratos 0 muy pocas proteinas. Existen diferentes
clases de SS bacteriana, y sus disefios pueden diferir en funcidn de si sus sustratos
proteicos cruzan una sola membrana de fosfolipidos, dos membranas o incluso tres

membranas (29).

SISTEMA DE SECRECION TIPO |

El sistema de secrecion tipo 1 (SST1) se han encontrado en un gran nimero de
bacterias gramnegativas. Los sustratos que transportan son mediante un proceso
de un solo paso a través de las membranas bacterianas interna y externa. Este
sistema de secrecion esta formado por tres componentes estructurales esenciales:
una proteina transportadora ABC en la membrana interna, una proteina de fusion
de membrana que cruza la membrana interna y la conecta con el factor de
membrana externa en la membrana externa. Las moléculas que secreta son
variables, porque son enzimas digestivas, como proteasas y lipasas, asi como

adhesinas, proteinas de union a hemo y RTX (29).

SISTEMA DE SECRECION TIPO Il

El sistema de secrecidn tipo 2 (SST2) se conserva en la mayoria de las bacterias
gramnegativas. Transporta proteinas plegadas desde el periplasma al entorno
extracelular, primero son enviadas al periplasma a través del sistema general de
secrecion (Sec) o la via de translocacion de gemelos de arginina (Tat) que
transfieren sustratos proteicos a traveés de la membrana interna. Cuenta con hasta

15 proteinas diferentes este sistema de secrecion (29).

Los componentes del SST2 se pueden dividir en subconjuntos: 1) Complejo de
membrana externa compuesto por la proteina GspD, la cual forma un poro

rotacionalmente simétrico denominado secretina, se inserta en el complejo con una
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GspS llamada pilotina. 2) ATPasa de secrecion, la energia es a traves de la hidrélisis
de ATP proporcionada por GspE. 3) Complejo de membrana interna es una
combinacion de la proteina GspA, GspB, GspC, GspF, GspL y GspM. 4)Pseudopilo,
forma GspG un pseudopilo peripldsmico cubierto por las pseudopilinas menores
GspH, Gspl, GspJ y GspK, componentes que inician la formacion del pseudopilus.
Antes del ensamblaje del pseudopilus, la prepilina peptidasa GspO las escinde en

el extremo N y las metila (30, 31).

Las moléculas que secreta por ejemplo son proteasas, lipasas, fosfatasas, ADNasa,

ARNasa, citocromos tipo C, quitinasa, amilasa, toxina del colera y citolisina (29).

SISTEMA DE SECRECION TIPO IlI
El sistema de secrecion tipo 3 (SST3) se encuentran en un gran numero de
gramnegativos. Se describe como "inyectosomas" y aparatos similares a "agujas y

jeringas" debido a su estructura (29).

El mecanismo de virulencia les permite inyectar proteinas efectoras bacterianas
directamente en el citoplasma de la célula huésped, sin pasar por el medio
extracelular (32). Esta compuesto por un nucleo de 9 proteinas que estan altamente
conservadas entre todos los sistemas conocidos, tienen entre 10 y 20 proteinas

adicionales que desempefian funciones esenciales (29).

El SST3 se puede describir como una estructura proteica multicomponente que
consta de seis constituyentes principales: 1) Componentes citoplasmaticos que
consta de 5 proteinas, SctK, SctQ, SctL, SctN y SctO. Juegan un papel importan en
el reclutamiento de complejos de chaperona-sustrato SctK, SctQ y SctL. 2) Base,
estd compuesta por las tres proteinas SctC, SctD y SctJ. 3) Aparato de exportacion
consta de cinco proteinas, SctR, SctS, SctT, SctU y SctV. 4) Filamento de la aguja
estd compuesto por copias de SctF, conectado al extremo distal del complejo
SctRST por copias de la proteina de varilla interna Sctl. SctF forma una horquilla
helicoidal con un extremo N orientado hacia el exterior desordenado y débilmente

conservado y un bucle conservado y un extremo C orientado hacia el interior. 5)
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Aguja, la mayoria de los inyectosomas termina con un complejo de punta de aguja
pentamérico formado por la proteina translocadora SctA. 6) Complejo translocon
sirve para la penetrar la membrana de la célula huésped, se compone de multiples
copias de dos proteinas translocadoras hidrofébicas diferentes, SctB y SctE (33).

La secrecion a través de SST3 comienza con la exportacion de sustratos tempranos.
En la mayoria de los SST3, solo se secretan tres sustratos tempranos diferentes: la
proteina de varilla interna Sctl, la proteina de filamento de aguja SctF y la proteina
de control de longitud de aguja SctP (34,35). Por otro lado, la secrecion completa a
través del inyectosoma solo se induce con la deteccién de la célula huésped por la
punta de la aguja in vivo, pero puede imitarse mediante sefiales quimicas (33). La
sefal de deteccion se transmite al lado citoplasmatico del inyectosoma para cambiar
a la secrecion de sustratos tardios, en un componente del SST3 critico para la
induccion de la secrecidn tardia de sustrato es la denominada proteina gatekeeper,
SctW (32).

Las proteinas efectoras incluyen la interferencia con el citoesqueleto de la célula
huésped para promover la unién y la invasion, la interferencia con los procesos de
trafico celular, la citotoxicidad y la disfuncién de la barrera, y la subversion del

sistema inmunitario (36).

SISTEMA DE SECRECION TIPO IV

El sistema de secrecién tipo 4 (SST4) se componen principalmente de dos
subfamilias: 1) sistemas de conjugacién que median la transferencia de ADN
interbacteriano y 2)translocadores efectores que entregan macromoléculas

efectoras, ambos requieren un contacto directo entre células (29).

Existen otros SST4 los cuales exportan ADN o proteinas al medio, o importan ADN
exogeno (37). Los T4SS secretan sustratos en una amplia gama de células diana,
incluidas otras bacterias (de la misma especie o de especies diferentes) y células

eucariotas. Incluso pueden atravesar una membrana celular huésped adicional, lo
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gue permite la transferencia directa de sustratos al citoplasma de la célula receptora
(29).

Los sistemas de secrecién estan constituidos por 6 o 12 subunidades "centrales"
conservadas que elaboran respectivamente sistemas "minimizados” en bacterias
grampositivas o0 gramnegativas. EI modelo prototipo es el sistema VirB/D
de Agrobacterium tumeficans, el cual esta formado por 12 proteinas, denominadas
VirB1-VirB11 y VirD4. (2021). VirB4, VirB11 y VirD4 son tres ATPasas las cuales
comprenden el centro de energia citoplasmatico, situado en la base del canal de
translocacion. VirD4 ademas, sirve como receptor al que se unen tanto el ADN como
los sustratos proteicos antes de ingresar al canal de translocacién (29, 37).
El canal consta de dos grandes subconjuntos:1) complejo de la membrana interna
(CMI) consta minimamente de VirB3, VirB6, VirB8 y la region N-terminal de
VirB10. La VirB4 ATPasa, que se asocia de manera estable con el canal, también
se considera parte del IMC. 2) Complejo del nucleo de la membrana externa
(CNME), el CMI se conecta con este complejo por medio de un tallo o cilindro, el
CNME consiste minimamente en la lipoproteina VirB7, VirB9 y un dominio C-
terminal de VirB10 (37). Generalmente, los SST4 también incluyen un pilus

extracelular, compuesto por una subunidad mayor VirB2 y una menor VirB5 (29).

Los SST4 "expandidos” se construyen a partir de subunidades "basicas" y muchas
otras que son especificas del sistema, lo que presumiblemente amplia las
capacidades funcionales (37).

SISTEMA DE SECRECION TIPO V

El sistema de secrecidn tipo 5 (SST5) son los mas pequefios de todos los sistemas
de secrecion y solo atraviesan la membrana externa de gramnegativa. Existe una
clasificacion en subgrupos denominados de tipo Va a e, ademas en ultimos estudios
se ha identificado el subgrupo Vf. Los principios generales de su organizacion y

biogénesis de los subgrupos no reflejar la(s) funcion(es) de los efectores (38).
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La fuente de energia de los SST5 no existe, ya que no hay energia quimica ni
gradientes estables de protones u otros iones a través de la membrana externa.
Debido a esto se llaman autotransportador que sugiere un sistema de secrecion
completamente autosuficiente (39).

La constituciéon general del SST5 es de una sola cadena polipeptidica con un
dominio translocador de barril § en la membrana y una regién efectora o dominio

pasajero extracelular (38).

La proteina secretada tiene su propio dominio de barril B la cual se inserta en la
membrana externa, creando asi un canal por el cual se transporta la proteina. Para
gue ocurra esto primero deben ser translocadas a través de la membrana interna y
hacia el periplasma en un estado desplegado por el aparato Sec. Estas proteinas
del SSTS llevan una secuencia de sefial Sec N-terminal que se escinde a medida

gue pasan al periplasma (29).

Los sustratos funcionan como adhesinas, proteasas, lipasas, esterasas,
cito/hemolisinas, también inhibicion del crecimiento dependiente del contacto (CDI)
mediada por ADP ribosil ciclasas, adenosina desaminasas o endonucleasas de
corte (38).

SISTEMA DE SECRECION TIPO VI

El sistema de secrecion tipo 6 (SST6) es una nanomaquina de proteinas que esta
muy extendida en bacterias gramnegativas y se utiliza para trasladar proteinas
efectoras directamente a las células especificas. La funcion principal del SST6 es
como un dispositivo para la competencia interbacteriana, pero también desempefia
un papel importante secretando proteinas efectoras que destruyen o manipulan las

células del huésped (40).

Los aparatos de translocacion de efectores se asemejan a un dispositivo invertido

de puncion de bacteriofagos Este sistema de secrecion permite que las
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bacterias inyecten toxinas directamente en las membranas de las células del

huésped o en el citoplasma (41).

Esta constituido por lo general de 13 proteinas denominadas componentes
centrales son TssA-M mas PAAR. Se ensamblan en tres subcomplejos: un tabulo
similar a una cola de fago, una estructura similar a una placa base de fago y un
complejo de membrana que abarca la envoltura celular. Los componentes auxiliares
se pueden asociar con estas proteinas conservadas para los genes asociados a
este sistema de secrecion (41). Existen seis subfamilias las cuales se pueden dividir
enl, 2, 3, 4a, 4b, 5 (40).

La maquinaria del SST6 esta ensamblada de manera ordenada. Comienza con la
formacién del complejo de membrana, lo que permite el posicionamiento de la placa
base. La placa base sirve como plataforma para el alargamiento contractil de la
cola. La contraccion de la vaina impulsa los efectores a través de las
membranas. Finalmente, la ATPasa, TssH (ClpV), recicla la vaina y probablemente
otros componentes de T6SS como TssA, mientras que el complejo de anclaje de

membrana se puede usar para disparar una nueva salva (41).

Los efectores transportados por T6SS se dividen en dos grupos: efectores
"especializados" y efectores de "carga”. Tienen actividad los efectores de toxinas,

proteinas, hidrolasas, amidasas (40, 41).

SISTEMA DE SECRECION TIPO VI

El sistema de secrecion tipo 7 (SST7) se encuentran en grampositivos en el filo de
Actinobacteria y Firmicutes, han sido clasificados como SST7 y SST7b,
respectivamente (42). Los SST7 desempefan una variedad de funciones en la
fisiologia y la patogenia bacteriana. La primera identificacion de este sistema fue en
Mycobacterium tuberculosis. Existe la identificacion de cinco SST7 en
micobacterias, llamados ESX-1 a ESX-5 y no todas las micobacterias albergan los

cinco sistemas (29).
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El SST7 por lo general tiene los siguientes componentes, cinco proteinas de
membrana centrales, llamados EccB, EccC, EccD, EccE y MycP ensamblan la
maquina de secrecion en la membrana plasmética de la envoltura celular
micobacteriana. De esas proteinas todas, excepto EccD, pueden interactuar con
otros componentes accesorios como con la proteina citosélica, EccA, que puede
proporcionar la fuente de energia para el transporte de sustrato (43). MycP, es una
micosina o proteasa similar a la subtilisina, cuya funcion es translocar proteinas,
falta aun descifrarla por completo, pero se cree que juega un papel importante en la
regulacion de la secrecion (44). Existen proteinas adicionales que son importantes

para el funcionamiento de los sistemas especificos (29).

Los sustratos de micobacterias SST7 se han clasificado tradicionalmente en tres
familias de proteinas diferentes: Esp (proteinas asociadas a la secrecion de ESX-
1), Esx y PE-PPE (Pro-Glu (PE) y Pro-Pro-Glu (PPE)). La definicibn de la
contribucion especifica de los diferentes efectores a las funciones bioldgicas se ve
obstaculizada debido a la naturaleza codependiente de la secrecion del sustrato
SST7 (42). No obstante, se sabe los SST7 sirven para el escape fagosomal, la
modulacién inmunitaria, la transferencia horizontal de genes, la absorcién de

nutrientes y metabolitos y la fisiologia celular (45, 46).

Se presentaron los sistemas de secrecion mas representativos, no obstante, el afio
de 2019 se han descrito el sistema se secrecion tipo IX. Durante los siguientes dos
afos se han hecho estudios para evidenciar y proponer el sistema de secrecion tipo
X'y el sistema de secrecion tipo Xl (,47,48).

Para recapitular los SS se concentran los puntos mas importantes en la Tabla 2.

Tabla 2. Sistemas de secrecion

Sistema  Componentes Bacterias Efectores
de

secrecion
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Proteasas, lipasas,

adhesinas,
proteinas de union
a hemo, y RTX
Proteasas, lipasas
y fosfatasas, asi
como varias
proteinas que
procesan
carbohidratos

Proteinas
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Region efectora o dominio

pasajero extracelular

SST6 Tdbulo similar a una cola de Gram Toxinas, proteinas,
fago negativas hidrolasas,
Estructura similar a una placa amidasas
base de fago

Complejo de membrana que
abarca la envoltura celular

SST7 Proteinas que ensamblan la Gram La contribucion
maquina de secrecién en la negativas especifica de los

membrana plasmatica de la Mycobacterias diferentes

envoltura celular efectores a las

micobacteriana. EccB, EccC, funciones

EccD, EccE y MycP biolégicas se ve
obstaculizada
debido a la
naturaleza

codependiente de
la secrecion del

sustrato.

HEMOLISINAS
Las hemolisinas son proteinas pequefias que son excretadas por bacterias y tiene
la capacidad de producir lisis en los eritrocitos, mediante la produccion de poros en

la membrana (49).

En las bacterianas se han caracterizado bien las hemolisinas, debido al
descubrimiento de su papel en la patogénesis por lo que se conocen sus detalles
estructurales, mecanismos de hemolisis, diferencias de ligandos en las células

diana y potencial diagnéstico (50-52).
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Debido a sus caracteristicas las hemolisinas son catalogados como exotoxinas, y
por su mecanismo de formar poros se clasifican como toxinas formadoras de poro
(53).

TOXINA FORMADORA DE PORO

Las Toxinas Formadoras de Poro TFP se
oligomerizan al unirse a la membrana del huésped y se ensamblan en poros
estables que permeabilizan las células a iones, metabolitos y proteinas, lo que
desencadena problemas de homeostasis en la célula huésped y una variedad de

respuestas coordinadas de la célula huésped (53).

Las TFP son factores de virulencia producidos por muchas bacterias patégenas
(27). Es comun encontrar en las bacterias los TFP y se estima que alrededor del 25
al 30 % de las proteinas bacterianas citotéxicas son TFP, lo que las convierte en la

categoria mas grande de factores de virulencia (54).

La generacion de poros en las TFP bacterianas puede ser de dos tamafos, los
pequefios abarcan entre 0,5 a 5 nm y los grandes cuya dimensién es a partir de
>30 nm (55). Una caracteristica comun de las TFP es su capacidad para pasar de

un estado monomeérico soluble a complejos oligoméricos transmembrana (56).

Las TFP funcionan para perforar las membranas de las células huésped,
predominantemente la membrana plasmatica pero también las membranas de los

organulos intracelulares (57,58).

En las bacterias patdgenas que tengan TFP y exista una pérdida de ellos
generalmente hace que las bacterias sean menos virulentas o completamente
avirulentas. En contraste, la expresion transgénica de una TFP puede convertir una

bacteria inofensiva en un patégeno (59).

Por lo regular las TFP se secretan como moléculas solubles en agua. El
reconocimiento y la unién a un receptor especifico hacen que se asocien con la
membrana diana, formen multimeros y experimenten un cambio conformacional, lo

que lleva a la formacion de un poro acuoso en la membrana (56).
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Durante la infeccion bacteriana, a través de la ruptura de las barreras epiteliales y
las interacciones con el sistema inmunitario, las TFP promueven el crecimiento y la
diseminacién de patdégenos, aunque es dificil establecer su contribucion precisa a
estos procesos (27). Las TFP alteran la permeabilidad de la membrana plasmatica
de sus células diana, lo que puede conducir a la muerte celular, pero también puede

conducir a una manipulaciéon mas sutil de las funciones celulares (56).

Las TFP se clasifican en dos grupos, a-TFP y B-TFP, segun las estructuras
secundarias utilizadas para formar dominios de poros transmembrana: las a-TFP

forman poros a-helicoidales, mientras que las B-TFP producen poros (3-barril (27).

a-TFP
La estructura de las a-TFP contienen hélices a hidrofobas, cuya insercion en la
membrana se hace en conjunto con el mecanismo de oligomerizacion secuencial, lo
gue puede conducir a la formacion de un poro parcialmente formado, pero activo, o

la formacion de poros completos (27).

Entre las subfamilias de a-TFP las mas estudiadas en bacterias son, la subfamilia
de citolicina A, donde el miembro més estudiado es la citolisina A (ClyA) producida
por ciertas cepas de E. coli, Salmonella enterica y Shigella flexneri, por otro lado,
una a-TFP de la subfamilia de citolicina A de interesante estudio es la hemolisina
BL de Bacillus cereus (56).

ClyA
ClyA es una proteina formadora de poros también conocida HIyE o SheA (60-62).

ClyA es el prototipo de la familia de citolisinas, es una proteina de 34 kDa y su gen
se identifico primero dentro del genoma de E. coli K-12 (61).

Los homologos de ClyA se encuentran en las bacterias patégenas Salmonella y
Shigella (63, 64). ClyA formar poro en los eritrocitos comprometiendo la integridad
de estos lo que da como resultado una alta actividad hemolitica (64). Las cepas de
Shigella a menudo albergan copias no funcionales del gen clyA que han sido

inactivadas por la integracion de elementos de la secuencia de insercion o por una
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mutacion de cambio de marco, similar a las formas inactivadas de clyA observado
en E. coli (63). En cuanto a Salmonella solo 2 especies albergan una copia intacta
de clyA (64). Con esta informacién se comprob6 que el gen clyA y sus homologos

se conservan en algunas bacterias de la familia Enterobacteriaceae.

ClyA carece de una secuencia de sefial candnica y no sufre procesamiento N-
terminal durante la secrecion (61). Ademas, se han detectado cantidades
sustanciales de proteinas periplasmicas en sobrenadantes de cultivo de células
sobreproductoras de ClyA lo que implica que la secrecion de ClyA va acompafiada
de fugas de contenido periplasmico (66). Estos hallazgos indicaron que CIyA no es
secretada por un SS, por esto aun se plantea como llega ClyA al espacio

extracelular (67).

Hasta el momento la forma que se conoce de como CIlyA llegue al espacio
extracelular es por medio de vesiculas de membrana externa (VME) E. coli (68).
Las VME son vesiculas esféricas que liberan naturalmente grampositivas, pero mas
a menudo gramnegativas (69). La proteina CIlyA se transloca al espacio
periplasmico en su forma monomeérica (inactiva) y luego se oligomeriza para formar

conjuntos de poros activos dentro de las VME (70).

ClyA es una de las pocas a-TFP para las que se dispone de informacién estructural
de alta resolucion tanto para el monémero soluble como para el complejo de poro
anular (71-76). El mondémero ClyA consta de dos dominios: un dominio de cola
compuesto por un haz de cinco hélices a y un dominio de cabeza con una pequefia
horquilla B flanqueada por dos hélices a cortas. Una hélice a larga (adA1) es crucial
para la formacion y funcién del canal transmembrana (74). Una vez que CIlyA
alcanza la membrana diana, el monémero primero sufre un cambio conformacional
a un protémero y luego se ensambla predominantemente en un octamérico (72). Se
presenta en la Figuera 1 un modelo en 3D para mostrar la estructura cristalina de la

forma soluble en agua de la proteina ClyA de E. coli.
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Figura 1. Estructura en 3D de la ClyA.
Esta figura fue tomado y modificada de PDB cddigo: 10.2210/pdb1QOY/pdb

No requiere una modificacién postraduccional para ser activa ClyA, sin embargo, la
actividad de CIlyA esta estrictamente controlada a nivel transcripcional bajo ciertas
condiciones y por sistemas de regulacion que involucran a varios reguladores, y de

igual forma esta influenciada por cambios estructurales o sefiales ambientales (70).

El cambio estructural de la forma monomérica a la oligomérica es crucial para la
actividad de CIlyA y estad implicada en la alteracién del estado redox (68). Sin
embargo, se ha demostrado que la actividad hemolitica es independiente de su
estado redox (76). La proteina ClyA contiene un motivo de consenso de
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aminoacidos de reconocimiento/interaccion del colesterol (CRAC), cuando CIlyA
esta en presencia de colesterol este estimula la formacion de poros al estabilizar de
manera selectiva una estructura intermedia de un protdmero que es clave en la ruta
de ensamblaje para la insercion en la membrana. La region ClyA donde esta el
motivo CRAC, comprende tres residuos que se conserva en homologos de CIyA de

diversas especies bacterianas (76).

Para que haga su funcion ClyA primero se ensambla un preporo completo en la
membrana objetivo (0, en la via no clasica, se forma un preporo soluble dentro de
las VME); luego, la membrana se distorsiona y se forma un poro funcional mediante
la insercion de hélices a en la bicapa lipidica, lo que da como resultado una lisis

celular similar a la hemdlisis (69,72,73,77).

A altas concentraciones, ClyA induce la citdlisis de células diana nucleadas, lo que
es util para lisar células para permitir que las células bacterianas penetren en los
tejidos intestinal en la fase de infeccion. Sin embargo, en concentraciones bajas (no
liticas), ClyA puede afectar los procesos de sefalizacion intracelular que regulan las
respuestas fisiologicas (71). Las bajas concentraciones de CIlyA liberadas por las

VME afectan la expresién de citoquinas proinflamatorias (78).

El mecanismo detallado por el cual ClyA contribuye a la virulencia bacteriana in vivo
e in vitro debe abordarse en estudios adicionales para dilucidar el papel fisiolégico

que desempefia esta toxina en el proceso de infeccion bacteriana (71).

HBL
La hemolisina BL (Hbl) es una enterotoxina diarreica producida por B. cereus, es la
primera toxina bacteriana de tres componentes conocida. Los componentes se

designan B, L1 y L2 y sus tamafios respectivos son 37,8, 38,5y 43,2 kDa (78).

La actividad hemolitica ocurre cuando estan presentes las tres subunidades. El
orden de union secuencial de la Hlb es primero el componente B seguido por el
componente litico L1 y L2 al final (80). Se sugiere que la oligomerizacién del

componente B es en hepta- o incluso octameros pero el modo de accion completo
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de la formacion del complejo aun tiene que dilucidarse mas (81). Un exceso del
Componente B de unién condujo a una formacién acelerada de poros, mientras que

un exceso de los componentes liticos, en particular L1, retras6 esta respuesta (82).

Estructuralmente, la Hbl-B tiene un parecido sorprendente con la HIyE/CIyA/SheA,
una enterotoxina hemolitica de un solo componente de las bacterias
gramnegativas Escherichia coli, Salmonella enterica y Shigella flexneri (81).
Debido a la similitud estructural, es probable que las proteinas de union de las
toxinas Hbl funcionen de manera similar. Incluso hay un modelo propuesto de la
oligomerizacién del componente B solo para formar un poro, sin embargo, se
necesitan estudios cristalograficos sobre el complejo HBL para saber el papel de L1

y L2 en la formacién de poros (80).

Contribuyen a la intoxicacion alimentaria diarreica y a las infecciones necrotizantes
como la endoftalmitis (83). Por separado, los componentes de HBL no son toxicos,
pero cuando se combinan exhiben una variedad de actividades toxicas que incluyen
hemolisis, citotoxicidad, permeabilidad vascular, dermonecrosis, enterotoxicidad y
toxicidad ocular (79,83,84).

B-TFP

Las B-TFP esta compuesta por barriles B, la oligomerizacion siempre precede a la
insercion de la membrana. La oligomerizacion ocurre en la superficie de la
membrana, lo que produce una estructura intermedia conocida como preporo, que
eventualmente sufre reordenamientos conformacionales que conducen a la

insercién concertada a la membrana (85).

Los B-TFP comparten un mecanismo béasico de actividad: se secretan como
mondmeros solubles los cuales su difusion es extrabacterianal y reconocen
receptores especificos en la superficie de las células diana (53). La agrupacion de
mondmeros de B-TFP en la superficie celular promueve su oligomerizacion y cambio
conformacional de una o dos hojas B anfipaticas de cada mondmero que se

ensamblan y forman un barril B, también llamado preporo. La insercion del preporo
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en la bicapa lipidica da como resultado la formacion de poros y la posterior
alteracion de la permeabilidad de la membrana. Dentro de las B-TFP se encuentran
2 familias bacterianas, una es la familia de las hemolisinas donde algunos miembros
relevantes son a-hemolisina y-hemolsina, y la otra es la familia de las citolisinas
dependientes del colesterol (CDC) donde algunos miembros destacados son

perfringolisina O y estreptolisina O (56).

a-HEMOLISINA
La toxina a-hemolisina es producida por S. aureus, es una proteina formadora de
poros también conocida a-toxina o Hla. Se considera como el prototipo de B-TFP de

poro pequefio, es una proteina que pesa aproximadamente 33 kDa (86).

El gen que codifica la toxina a se descubrié utilizando una estrategia basada en
fagos recombinantes que transfirié la capacidad de lisar gldbulos rojos a E. coli (87).
Al poco tiempo se codificé de manera completa del ADN de S. aureus Wood 46 y la

secuencia de la proteina que produce la a-hemolisina (88).

Los mondmeros de la toxina a se agregaban en una estructura oligomérica en la
superficie de la célula huésped. Se ensambla en un poro a través de la
oligomerizacién de siete polipéptidos monoméricos (86). La toxina abarca tres
amplios dominios: 1) Dominio cap en la cara extracelular de la toxina, expuesta al
entorno acuoso, que define la entrada del poro. 2) Dominio del borde que se
yuxtapone a la hoja exterior de la membrana plasmatica del huésped. 3) Dominio

del tallo que forma el poro de barril B que perfora la membrana (89).

Se ha considerado que la cabeza de fosfocolina agrupados sirven como receptor de
alta afinidad para la toxina a (90). La secrecion de la a-hemolisina se ha observado
tras administar a células huésped por medio de vesiculas de membrana, requieren
de colesterol en la membrana de la célula diana para facilitar la fusion de MV y

toxina a. accion (91).

Se ha observado que la a-hemolisina afecta eritrocitos de conejo y en menor medida

a los de humano (92). Estudios indican que las principales manifestaciones de la
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toxina a-hemolisina son enfermedad letal, hemolisis y dermonecrosis pero el papel
en la patogenia es inclusive mas complejo ya que la toxina tiene la capacidad de
causar lesiones y provocar respuestas celulares en una amplia gama de tipos de
células (93).

Y-HEMOLISINA

La y-hemolisina es una citotoxina de dos componentes producida por S. aureus,
esta constituido por 3 proteinas HIgA y HIgC de 32 kDa y HIgB cde 36 kDa, que
pueden formar dos toxinas activas (AB y CB) combinando uno de los componentes
de clase S, HIgA o HIgC, con el componente de clase F HIgB (94).

La forma de complejos de poros compuestos por dos polipéptidos separados
conocidos como subunidades de clase S (lentas) o clase F (rapidas) (95). El
mecanismo de la formaciéon de poros inicia con la subunidad de clase S al ser
responsable de la orientacion celular, luego es seguida por el reclutamiento de la
subunidad de clase F, y se alternan (96,97). Asi se unen en forma de un
heterodimero octamerico (98). Cada heterodimero se ensambla en un oligdmero en
la célula objetivo para formar una particula en forma de anillo llamada preporo, en
la que el poro de barril B aun no se ha formado (98,99). Después de formar un

preporo estable, se forma el poro compuesto de 16 hebras B antiparalela (96).

Hasta el momento se conoce la capacidad de la y-hemolisina de lisar eritrocitos y
de neutrofilos humanos. Sin embargo, todavia hay por describir con exactitud los

objetivos celulares proteicos, se considera que puedan unirse a quimiocinas (100).

Ademas, se cree que pueda existir una superposicién entre la y-hemolisina y los
receptores de leucocidina Panton-Valentine (PVL) segun los estudios de unién y

homologia de toxinas (101).

La y-hemolisina de S. aureus es muy constante en aislados humanos. Sin embargo,
la fisiopatologia es poco conocida, por lo que estudios reflejan le necesita de evaluar

el papel de la y-hemolisina en la virulencia estafilococica en humanos (102).
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PFO

La perfringolisina O 6 toxina teta es el prototipo de la familia de los CDC que es uno
de los tres grupos de las B-TFP clostridiales. La PFO es producido por casi pero no

todas las cepas de C. perfringens (103). La PFO es una proteina de 53 kDa (104).

La PFO consta de cuatro dominios distintos:1) Dominio 1 consiste en la parte
superior de la molécula alargada, se compone de una hoja B antiparalela de siete
hebras y cuatro hélices a Unico dominio que no sufre grandes reordenamientos
estructurales durante la formacion de poros. 2) Dominio 2 consta de cuatro hebras
B mixtas, adopta de manera principal una estructura secundaria de cadena 3 que
colapsa verticalmente durante la formacién de poros para permitir la insercion de
las horquillas B, las cuales forman el barril B transmembrana. 3) Dominio 3 contiene
la hoja 3 involucrada en la oligomerizacion de la toxina con seis hélices a cortas que
se despliegan para formar dos horquillas B anfipaticas extendidas para formar el
barril 3. 4) Dominio 4 es una hoja 8 antiparalela de cuatro cadenas y una hoja 8 de
cuatro cadenas con una topologia mixta orientadas en una estructura de sandwich
B conectada por cuatro bucles conservados. Este dominio es responsable del
reconocimiento del colesterol y de la unién inicial de la toxina a la membrana (105,
106). Se presenta en la Figuera 2 un modelo en 3D para mostrar la estructura

cristalina de la proteina PFO de C. perfringens con la descripcion de sus dominios.
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Figura 2. Estructura en 3D de PFO.
Esta figura fue tomado y modificada de PDB cddigo: 10.2210/pdb1PFO/pdb

La propuesta que se tiene del modelo de la formacién de poros de PFO incluye la
union de mondémeros de PFO solubles en agua al colesterol de la bicapa lipidica
(107). El mecanismo de la activacién del PFO depende de la unién al colesterol
controla por las interacciones de los monémeros y la formacién de poros cuando la
toxina esta en contacto cerrado con la membrana celular y evita la formacién de
asociaciones de toxinas prematuras y no productivas (105). Ademas, hay estudios
donde se ha demostrado que la capacidad de unioén de PFO depende de la cantidad,

accesibilidad y por el entorno lipidico del colesterol (108).
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Las células diana que tiene PFO en humanos son eritrocitos, células endoteliales,
macrofagos (109). Se ha registrado que la PFO tiene un papel en la mionecrosis
clostridial, y de igual forma tiene un rol importante en la sepsis en especial en la
hemodlisis intravascular masiva (110, 111).

SLO

La estreptolisina O es producido por muchas cepas de estreptococos 3-hemoliticos
de los grupos A, Cy G (112). La SLO tiene 571 residuos de largo, pero se somete
a la escision proteolitica por las proteasas estreptocécicas posteriores a la
secrecion, eliminando una region N-terminal de aproximadamente 70 residuos, y la
secuencia de esta region N-terminal no se alinea con ningun otro CDC u otras
proteinas (50,113).

Constan de cuatro dominios (D1-D4) ricos en hoja 3. La importancia del D3
proporciona regiones transmembrana de la toxina, mientras D4 participa en las
interacciones iniciales con la membrana, incluidas las interacciones directas con el
colesterol. En este dominio hay estructura de bucle extendido y juntos con otros
bucles proporciona los puntos de anclaje iniciales para la interaccion de CDC con la
superficie de la membrana, y esta interaccion inicial de alguna manera desencadena
cambios en el D3 remoto para iniciar la membrana completa. penetracién y

formacion de poros (107, 114).

Los poros SLO se han estudiado y se ha sugiero que la uniéon es un proceso de
primer orden con respecto a la disponibilidad del sitio de la superficie y la
oligomerizacién es un proceso de segundo orden limitado por la dimerizacién inicial

monomero-monomero (115).

El modelo méas reciente para la formacién de poros de SLO propone que su
formacion de la siguiente manera: 1) Los mondmeros solubles se unen a la
membrana a través de residuos especificos de colesterol. 2) Luego el monémero se
difunde lateralmente para unirse a otros monémeros unidos a la membrana para

formar un complejo circular creciente. En medio de este proceso y cuando alcanza
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el umbral de una subunidad (dimero, medio anillo o cuando se completa la
formacion del anillo) dos haces de hélices de cada mondmero se desenredan para
formar horquillas B que perforan la membrana y forman las paredes del poro. 3) La
existencia de arcos sugiere que la oligomerizaciéon no puede continuar cuando ya
se hizo la insercion de la membrana. Asi que contrario al modelo actual, se sugiere
gue SLO puede formar poros insertados en la membrana parcialmente completados
(115).

La SLO es hemoliticamente activa y extremadamente toxica in vivo (116). En dosis
subletales in vivo, SLO causa necrosis dérmica, congestion venosa, aumento de la

permeabilidad vascular y anomalias neurologicas antes de la muerte (117,118).

RTX

Dentro de las TFP se encuentra una subfamilia que es dificil de clasificar debido a
al limitado conocimiento de sus propiedades estas son la subfamilia de repeticiones
en toxina, algunos la catalogan como un miembro mas de familia de las a-TFP (56).
Cuse detectan por la formacion de un halo hemolitico rodeando a las colonias,
cuando éstas son crecidas en placas agar sangre (119). Las toxinas RTX muestran
actividades citoliticas dependientes del calcio, que resultan de su capacidad para
formar poros de corta duracion en cation en las membranas lipidicas. Producida por
una gran variedad de bacterias gramnegativas como Bordetella pertussis y

Pseudomonas aeruginosa (120, 121).

La toxina alfa hemolisina de E. coli uropatépena (UPEC) representa el prototipo de
la familia de proteinas RTX, donde esta presente en aproximadamente el 50% de
las cepas UPEC (122). HIyA cuando es una proteina madura de 110 kDa y el gen
estructural es hlyA (123, 124). En actividades hemoliticas y citbéxicas debe ocurrir la
acilacion para que ocurran estos eventos, sin embargo, esta modificacion no es
necesaria para la secrecion extracelular. Las formas inmaduras, se denominan
proHIyA (forma inactiva de la toxina), HIyA es la forma madura que se convierte en

litica luego de una activacién postraduccional (123).

38



Una vez activada, HlyA se exporta por medio del T1SS compuesta por el
transportador ABC (29). El sistema de secrecion tipo | esta compuesto por tres
proteinas las cuales se ensamblan para construir un canal continuo desde la
membrana interna, pasando el periplasma hasta la membrana externa, al finalizar
la exportacion de la proteina se desensambla el canal (29). Esta conexion directa
permite a la proteina HIyA ser administrada desde el citosol al medio externo, asi
se libera HIyA sin necesitar la escision de algun péptido sefial. La construccion de
este canal es transitorio e inducido por el reconocimiento del sustrato (119).

El polipéptido HIyA comprende cuatro regiones distintas: 1) Dominio N-terminal rico
en a-hélices anfipaticas. Se cree que esta regidn interactia con la membrana celular
objetivo y se inserta en ella para crear poros selectivos de cationes que
desencadenaran la lisis celular. 2) Region central 3) Region que contiene RTX, esta
formada por aproximadamente 11-13 repeticiones no apeptidicas que estan
involucradas en la unién de calcio. 4) Dominio C-terminal contiene la sefial de
secrecion esta consiste en una hélice esencial alfa y otra la cual no es esencial

ambas se encuentran separadas (119,123).

A pesar de la existencia de su propia maquinaria de exportacion en la bacteria, HlyA
también se ha detectado en VME (125). Se ha demostrado que la toxina secretada
por este mecanismo es transferida a la célula huésped de manera mas concentrada,

siendo, por lo tanto, hemoliticamente mas eficiente que la toxina libre (126,127).

HIyA puede atacar una variedad de células de mamiferos ademas de eritrocitos,

particularmente células epiteliales, linfocitos y leucocitos (119).

A altas dosis de toxina, existe una oligomerizacion progresiva que lleva a la fusion
de pequefios poros con una rapida destruccién de la célula. En contraste, a bajas
concentraciones de toxina, los poros serian de menor tamafio, de manera tal que
las células, si bien estan dafiadas, podrian sobrevivir el tiempo suficiente como para

gue se activen las rutas apoptoticas (128).
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El mecanismo de accion litica es un mecanismo complejo que finaliza en la lisis
celular. Se han reconocido 3 etapas: 1) Unién a la membrana de la célula blanco,
aun no se esclarece si se necesita 0 no un receptor proteico. 2) Insercion a la
membrana, en el medio extracelular la proteina HlyA es dependiente de la acilacion
para poder unir calcio, esta unién debe ser irreversible y asi sea hemoliticamente
activa. 3) Oligomerizacion, gran parte de las regiones naturalmente desordenadas
de HIyA son las responsables de promover interacciones en el proceso de
oligomerizacién, ayuda también los microdominios de membrana que participan

como plataformas para concentrar la toxina (123, 129, 130).

Como se mencion6 anteriormente, en la actualidad se conocen diferentes ejemplos
de hemolisinas asociadas a bacterias patégenas y no patégenas. Sus mecanismos
de accion se estan elucidando y se han vinculado con dafios en las membranas
celulares de las células del hospedero. Sin embargo, en fechas recientes se han
reportado algunos casos de enfermedades respiratorias o renales, en las cuales se
han aislado o identificado algunos géneros bacterianos poco comunes. Asi se ha
reportado que ciertas bacterias acido-acéticas, por ejemplo, Acetobacter
cibinongensis aparentemente han producido cuadros de neumonias atipicas en

pacientes inmunosuprimidos o con abuso de drogas (131).

Las BAA estan incluidas en la familia Acetobacteraceae, las cuales oxidan etanol y
producen &cido acético, de donde tomaron su nombre. Sin embargo, esta capacidad
metabdlica se deriva de una alta capacidad de oxidacién rapida de alcoholes y
azucares que producen los &cidos organicos correspondientes, que pueden
acumularse facilmente en su entorno (132). Ademas, la rapida oxidacion de
azucares o alcoholes requiere de una alta disponibilidad de oxigeno, el cual juega
un papel fundamental en el crecimiento y actividad de las enzimas involucradas. El
pH oOptimo de crecimiento de estas bacterias esta alrededor de pH 5.5 a 6.3, sin
embargo, también pueden crecer plenamente a valores de pH mas bajos como 4.0
0 3.0 (133, 134). Resisten a los valores de pH muy bajos (135). Su temperatura

optima de crecimiento es de 30 °C, (136). Algunas bacterias como Acetobacter
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aceti, Acetobacter pasteurianus, Gl/uconobacter oxydans y Komagataeibacter
xylinus han sido muy utilizadas en la industria de los alimentos fermentados: han
participado en la produccion de alimentos y bebidas, como el vinagre, cacao,
kombucha y otras bebidas fermentadas similares. En el medio ambiente, los BAA
forman parte del microbiota en frutas o flores (ricos en componentes azucarados
(137).

En ese contexto, G. diazotrophicus es también una bacteria incluida en el grupo de
las BAA, es un bacilo Gram-negativo, &cido tolerante, que puede crecer aerdbicay
microaerofilicamente, mide 1 a 2 ym de longitud, es movil y posee flagelos laterales
o peritricos (136-138). Es una bacteria que hace simbiosis con diferentes plantas.
La asociacion con la cafia de azucar ha sido de las interacciones méas estudiadas,
de hecho, se ha establecido que para estas condiciones G. diazotrophicus requiere
de altas concentraciones de sacarosa (10%) para su crecimiento (136). Ademas de
la sacarosa, la bacteria también puede crecer utilizando otras fuentes de carbono

como glucosa, gluconato, lactato, piruvato, acetato (138).

Hasta el momento no existen reportes en la literatura que refieran al papel patdégeno
de G. diazotrophicus, como ha acontecido con otras bacterias del grupo de las BAA.
Sin embargo, se han reportado diferentes estudios en los que se han estudiado
algunos componentes de G. diazotrophicus, como los sistemas de secrecion,
presencia de siderdforos, resistencia a antibioticos, etc., que podrian ser

considerados como factores de virulencia presentes en esta bacteria (139-141).

Por ello, en el presente trabajo se realizO6 un breve estudio que proporciona
informacion referente a la existencia de una novedosa hemolisina presente en G.
diazotrophicus, la cual podria causar algun dafio en las personas consideradas

como poblacion en riesgo, tal como ha ocurrido con otras bacterias BAA.
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ANALISIS BIOINFORMATICO DE LA PRESENCIA DE UNA POSIBLE HEMOLISINA EN G.
DIAZOTROPHICUS

Debido a que se conoce la secuencia del genoma completo de G. diazotrophicus,
se realizé la busqueda de una hemolisina en la base de datos de NCBI, dando como
resultado el gen putativo con el nombre Gdia_0086, que codifica para la hemolisina
A (a) en esta bacteria, la cual se muestra en la Figura 3. La hemolisina A de G.
diazotrophicus cuenta con 741pb. Se trata de un péptido de un tamafio aproximado
de 26 kDa, contando con una secuencia de aminoacidos de 246 (b) que se muestra
en la Figura 3.

a. Gluconacetobacter diazotrophicus PAL 5, secuencia completa

Secuencia de referencia NCBI: NC_011365.1

>NC_011365.1:c99736-98996 Gluconacetobacter diazotrophicus PAL 5, secuencia completa
GTGGCCAAGCAACGCGCGGACCAGATGCTGGTCGACCGGGGACTGGTGGAAAGCCGTA
CCCGCGCCCAGGCGCTGATCCTGGCCGGCCTGGTCTTTTCGGGCGACCGGCGCGTGG
CCAAGGCCGGCGACCAGTTGCCCGAGGACGCGCCGCTGCGGCTGAAGGGACAGGATC
ATCCCTGGGTGTCGCGCGGCGGCATCAAACTGGCGCATGCGCTGGCGCATTTCGGCCT
GTCGCCCGAAGGCGGCATCTGCCTGGATGTCGGCGCGTCGACCGGCGGCTTCACCGAC
GTCCTGCTGACGCACGGCGCGGCAAAAATCTATGCCGTCGATGTCGGGCATGGCCAAC
TGGCCTGGAAGCTGCGCAGCGACCCGCGCGTGACGGTGCTGGAAAAATGCAACGCCCG
CGCGCTGGATGCGACGACGATCCCCGACCCGATCGACGTGCTGGTCTGCGATGCCAGC
TTCATCGGCCTGCGCACGGTCCTGCCCGCCGGGCTGGCGTTGTGCCGTCCGGGCGCC
GGGGCCGTGGCCCTGATCAAGCCGCAATTCGAGGCCGGGCGCGACGCGGTGGGGCCA
AAGGGCGTGGTGCGCGACCCCGCGATCCATGACGCGGTCTGCGCCACCATCCGCGACT
GGTGGTCCGCCATGCCCGGCTGGACGGTGCTGGGGATCGAACCCAGCCCGATCACGG
GCCCGGAAGGCAACCGCGAATTCCTGATCGCCGCGCGGCGGGACGGATAG

b. hemolisina A [Gluconacetobacter diazotrophicus PA1 5]

Secuencia YP_002274501

>YP_002274501.1 hemolysin A [Gluconacetobacter diazotrophicus PA1 5]
MAKQRADQMLVDRGLVESRTRAQALILAGLVFSGDRRVAKAGDQLPEDAPLRLKGQDHPW
VSRGGIKLAHALAHFGLSPEGGICLDVGASTGGFTDVLLTHGAAKIYAVDVGHGQLAWKLRS
DPRVTVLEKCNARALDATTIPDPIDVLVCDASFIGLRTVLPAGLALCRPGAGAVALIKPQFEAG
RDAVGPKGVVRDPAIHDAVCATIRDWWSAMPGWTVLGIEPSPITGPEGNREFLIAARRDG
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Figura 3. a) Gen Gdia_0086 en formato FASTA y b) la secuencia de aminoacidos

en formato FASTA que codifica para la hemolisina A de G. diazotrophicus.

Se utilizd el programa de Molecular Evolutionary Genetics Analysis version 11
(MEGA 11) para realizar un andlisis filogenético por el método de vecino méas
cercano. Para esto el primer paso a realizar fue usar la base de datos NCBI donde
se empled el programa BLAST, el cual sirvio para hacer un alineamiento de

secuencias parciales.

Entonces se introdujo la secuencia del gen de la hemolisina de G. diazotrophicus,
de los resultados se eligié 17 secuencias (Figura 4), ademas de que no sean
repetidas, de las cuales tienen de 72% a 81% de identidad. Después se uso la base
de datos de NCBI para saber si existian estudios que demuestren la actividad
hemolitica sobre cada gen de las 17 secuencias seleccionadas, sin embargo, no

existen estudios que demuestren que sean hemolisinas verdaderas.

Max | Tofal Query E Per.

Dmniplion Sdenﬁﬁf Mame Score Score Cover value | ldent ADC.LEH Accession
v v - v v

Gluconacetobacter diazofrophicus PAI 5_complete genome Gluconacetobacter diazotrophicus PA1 5 1369 1369 100% 0.0 100.00% 3587492 CP001189.1
Gluconacetobacter diazotrophicus PAI 5 complete genome Gluconacetobacter diazotrophicus PAT 5 1369 1369 100% 0.0 100.00% 3944163 AMSS9265.1
Komagataeibacter nataicola strain BZ2501 chromosome. complete genome Komagataeibacter nataicola 580 580 97% Te-181 81.34% 3485191 CP0O19875.1
Komagataeibacter xylinus strain DSM 2325 chromosome Komagataeibacter xylinus 566 566  99% 2e-156 81.27% 3353346 CP0O25269.1
Roseomonas sp. 508 DMA complete genome Roseomonas sp. S08 444 444 89%  1e-119 T9.11% 5481269 AP025637 1
Lichenicola cladoniae sirain PAMC 26589 chromosome, complete genome Lichenicola cladoniae 411 411 97%  1e-109 77.20% 4799761 CPO53705.1
Gluconobacter cxydans 621H isolate WT-DSMZ genome assembly, chromosome: 1 Gluconobacter oxydans 621H 368 368 97% 6e-97 T6.26% 2704625 LT900338.1
Gluconobacter oxydans 621H,_complete genome Gluconobacter oxydans 621H 363 368 97%  6e-97 TE26% 2702173
Roseococcus microcysteis strain NIBR12 chromosome,_complete genome ROSE0COCCUS microcystels 357 357 98% 1893 T597% 4208010
Bhodovastum atsumiense strain G2-11 genome assembly, chromosome: BHOA Rhodovastum atsumiense 333 333 97% 2e86 T537% 6482810 OW485601.1
Gluconobacter sphaericus strain SJF2-1 chromosome, complele genome Gluconobacter sphagricus 35 315 95%  Be-B1  T5.14% 2844550 CPO65419.1
Acetobacter aceli JCM20276 DNA _complete genome Acetobacter aceti 35 35 98%  Be-31  T4T0% 3743357 AP0O233261
Acetobacter aceli NERC 14615 DNA, complete genome Acetobacter sceti NBRC 14515 309 309 98%  4e-T9  T459% 3596270 AP023410.1
Skermanella sp. TT6 chromosome, complete genome Skermanella sp. TT6 285 285 93% 6e-T2 T468% 5940203 CP067420.1
Skermanella rosea sirain KEMB 2255-458 chromosome,_complefe genome Skermanella rosea 263 263 9%  3e-65 T400% 6098631 CPOSG111.1
Rhodospirillum photometricum DSM 122 draft genome sequence Parathodospirillum phofometricum DSM 122 252 252 94%  6e-62 73.74% 3876289 HEG63493.1
Skermanella mucosa strain KEMB 2255-438 chromosome SKMUc,_complete seq... Skermanella mucosa 235 235 95%  Be-57 T73.13% 6407183 CP0OSG106.1
Stella vacuolata ATCC 43331 DHA, complete genome Stella vacuolata 233 233 86% 2e-56 T73.82% 5334761 APOD19702.1
Stella sp. ATCC 35155 DNA _complete genome Stella sp. ATCC 35155 224 224 96%  1e-53 7320% 5339096 APD1S701.1
Sphingobium phenoxybenzoativorans strain Tas13 chromosome, complete genome Sphingobium phenoxybenzoativorans 196 196 93%  3Je-45 7221% 4828758 CPO73910.1
Sphingobium chlorophenolicum L-1 chromosome 1, complete sequence Sphingobium chlorophenolicum L-1 172 172 83%  5e-38 7213% 3080818 CP0O02793.1
Sphingosinicella sp. BM140058 chromosome, complete genome Sphingosinicella sp. BMN140055 169 169 48%  T7e-37 75.48% 5729385 CP035501.1
Sphingobium xenophagum strain C1 chromosome |_complete sequence ‘Sphingobium xenophagum 167 167 B1% 2e-36 7244% 3058963 CP0227451
Sphingobium xenophagum strain PH3-15 chromosome |, complete sequence ‘Sphingobium xenophagum 167 167 81%  28-36 72.44% 3472664 CPO7TG556.1
Sphingomonas sp. 58-45 chromosome_ complete genome Sphingomonas sp. $5-45 158 159 57%  4e-34 7414% 2380162 CP097253.1
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Figura 4. Andlisis de alineamiento de secuencias parciales del gen de la hemolisina
de G. diazotrophicus en BLAST.

En la bibliografia se encontré que el gen tlyA esté presente en cada una de las 17
secuencias del analisis de BLAST, el producto es una ARNr de la familia TIyA
(citidina-2'-O)-metiltransferasa. El gen tlyA ha sido estudiada en Mycobacterium
tuberculosis H37Rv y su proteina se llamada 16S/23S rRNA (citidina-2'-O)-
metiltransferasa TlyA de Mycobacterium tuberculosis H37Rv se ha detectado un
estudio de la capacidad hemolitica por medio de experimentos, uno fue la hemdlisis
dependiente de contacto de la proteina 16S/23S rRNA (citidina-2'-O)-
metiltransferasa (con y sin etiqueta His) y E. coli transformada con vector simulado.
Otro experimento fue la actividad hemolitica de la proteina 16S/23S rRNA (citidina-
2'-0O)-metiltransferasa purificada. Un experimento mas fue la actividad hemolitica de
la proteina 16S/23S rRNA (citidina-2'-O)-metiltransferasa generada in vitro por
transcripcion y traduccién acoplada. Basados en los ensayos realizados se
demostré hemolisis dependiente de la concentracién y del tiempo de eritrocitos de
conejo y humanos. En esta investigacion también se lleg6 a conocer la actividad de
metilacion del ARN ribosémico, con esta informacion parece que el gen tlyA puede

contener dos funciones diversas (142).

Con estos datos se decidi6 introducir las 17 secuencias de los genes del andlisis
BLAST, el gen de M. tuberculosis y el gen de la hemolisina de G. diazotrophicus y
en el programa MEGA 11 para hacer el analisis filogenético y asi saber si estaban
relacionadas las secuencias. En la Figura 5 se observa el arbol filogenético y en
rectangulo color naranja se encuentra el gen tlyA de M. tuberculosis, se observa
que esta alejado del gen G. diazotrophicus, con esta informacion aun no puedo
afirmar que el gen de G. diazotrophicus es una hemolisina. En contraste dentro del
rectangulo color azul se puede ver una gran cercania de vecindad entre el gen G.

diazotrophicus y el de K. xylinus strain DSM 2325. Sin embargo, al no contar con
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bibliografia K. xylinus strain DSM 2325 que demuestre ser una hemolisina verdadera

se hizo la busqueda de dominios conservados para saber si se parecen entre ellas.

AP023326.1:2815452-2816182Acetobacteraceti)CM20276DNAcompletegenome
AP023410.1:1392706-1393436AcetobacteracetiNBRC 1481 8DNAcompletegenome
CP086106.1:3791033-3791741 Skermanellamuc osastrainKEMB2255-438c hromosomeSKMUc completesequence
AP018702.1:601516-602157 StellavacuolataATCC43931DNAcompletegenome
CP061718.1:1849600-1850328RoseococcusmicrocysteisstrainNIBR12chromosomecompletegenome
CP0739810.1:3362723-3363448SphingobiumphenoxybenzoativoransstrainTas 1 3chromosomecompletegenome
CP002798 1:1482841-1493458SphingobiumchlorophenclicumL-1chromosome1 completesequence
CP035501.1:1667640-1667987 Sphingosinicellasp.BN140058chromosomecompletegenome

NC 000962.3:1917940-1918746MycobacteriumtuberculosisH37Rvcomplete genoma

CP022745.1:2055492-2056087 SphingobiumxenophagumstrainC1chromosomelseguence
AP025637_1:5090547-5091209Roseomonassp.S08DNAcompletegenome
CP000009.1:268425-269145Gluconobacteraxydanst2 1Hcompletegenome

CP068419.1:347054-347763GluconobactersphaericusstrainSJF2-1chromosome completegenome

CP053708.1:3893380-3894100Lichenicola cladoniae strainPAMGC26569chromosomecompletegenome

44 { NC 011365.1:c99736-98996GluconacetobacterdiazotrophicusPAL Scompletesequence
79

CP025269.1:903722-904428KomagataeibacterxylinusstrainDSM2325chromosome

HEB63493.1:1746509-1747205RhodospirillumphotometricumDSM122draftgenomesequence

% { CP067420.1:2047625-20483155kermanellasp. TT6chromosomecompletegenome
42 AP019701.1:4233186-4233897 Stellasp ATCC351550NAcompletegenome

Figura 5. Arbol filogenético por el método de vecino méas cercano, creado por el
programa MEGA 11.

Se uso el servicio de busqueda de dominio conservado (Busqueda de CD) de NCBI
para identificar su existencia en una secuencia de proteina. Primero se comparé la
proteina de G. diazotrophicus con la de K. xylinus strain DSM 2325, en la Figura 6
se muestra el resultado del andlisis, el cual demuestra a la familia de dominios de
proteinas conservadas Ygxc, la cual se ha hecho experimentos en Serpulina
(Treponema) hyodysenteriae y en Treponema denticola que demuestran ser una
hemolisina (143,144). Esto nos da mayor posibilidad que el gen de G. diazotrophicus

sea una hemolisina.
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Q#1 - >YP_002274501.1 ((Local ID)) Redundancy: Show functional sites
1 50 100 150 200 246

uery seq. e

Specific hits
Superfanilies YagxC superfamily

Figura 6. Andlisis de dominio conservado. Se observa que es familia de dominios
de proteinas conservadas Ygxc.

Para validar el hallazgo de la busqueda de dominio conservado, se introdujo la
secuencia proteica del gen de G. diazotrophicus en la herramienta de investigacion
Simple Modular Architecture Research Tool (SMART en sus siglas en inglés), que
es una base de datos biologicos para identificar y analizar dominios. Dio como
resultado la homologia con otros genes de hemolisinas como se muestras en la -
Figura 7, dando respaldo a los datos demostrando que si es una hemolisina el gen
estudiado de G. diazotrophicus.

Domains within Gluco. b diazotrophicus PA1 5 protein A9HIQ8_GLUDA (A9HIQ8)
[+ =[] smvE|

Orthologous groups

Qrihology

Orthelogy information is taken from eggNOG, a daiabase of orthologous groups of genes. Orihelogous groups containing this protein are listed below.

This protein is named GDI_1859 in eggNOG.

Ortk g group D iF ic class
CcoG118e hemolysina Al organisms (no rank)
COG1189 hemolysina Alf organisms (no rank}
ENOG4101RFT hemolysin A Proteobacferia_aipha (class)
ENOG4101RFT hemolysin A Proteobacteria_aipha (class)
ENOG4105DX0 Hemalysin A Bacteria (superkingdom)
ENOG4105DX0 Hemolysin A Bacteria (superkingdom)
ENOG41178KS Hemolysin A Proteobacteria (phylum)
ENOG41178K5 Hemolysin A Proteobacteria (phylum)

Figura 7. Resultado de la busqueda de dominios conservados por medio de SMART

del gen de G. diazotrophicus.
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Asi usando datos bioinformaticos, se pudo evidenciar de manera predictiva la

existencia de una hemolisina A en G. diazotrophicus.

Usando PrimerSelect del programa informatico DNAstart, se procedio a realizar el
disefio de oligonucleotidos para poder amplificar por PCR el gen Gdia_0086. Asi se
obtuvieron varios seis pares de oligonucle6tidos como se muestra en la Figura 8.
De los cuales se eligio el segundo contando de arriba abajo que esta enmarcado en
un rectdngulo negro. Este par de oligonucle6tidos se considera como un buen
candidato por tener un dTm recomendado, mientras que su Ta-Tm y Score se
considera optimos. El par de oligonucleétidos se amplificaria un producto de PCR

de 391 pb, siendo HAGDL1 el oligonucleétido delantero y HAGD?2 el oligonucleétido

reverso.
a)
Fﬁ mary Pairs, 24 Locates, |
1I = == i % - S;‘i
[ = - - =
— - -
= = — =
b)

Figura 8. Con el programa DNAstar: a) con el subprograma PrimerSelect. Los
resultados que se observan son una variedad de pares de oligonucleétidos que
arroj6 el programa. Un rectangulo con borde negro delimita el par de
oligonucledtidos que se uso6. b) con el subprograma EditSeq, se observa la
amplificacion de 391 pb que se obtuvo con el uso de los oligonucleétidos HAGD1 y
HAGD2, del gen Gdia_0086.

Con ayuda del subprograma EditSeq del programa DNAstar se visualizaron las

posiciones de los oligonucleétidos HAGD1 y HAGD2, dentro de la region gen
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Gdia_0086 amplificado, esperando un producto de PCR de 391 pb se observa en la
Figura 8 b.

Las condiciones elegidas para realizar la PCR fueron: temperatura de
desnaturalizaciéon inicial de 95°C durante 5 min, seguido de 30 ciclos a
desnaturalizacion a 95°C durante 30 s, alineado a 55°C durante 30 s, y extension a
72°C durante 1 min y luego una extension final a 72°C durante 5 min. Al final, los
productos de la PCR se examinarian mediante electroforesis en un gel de agarosa
al 0.8%, tefiido con bromuro de etidio, y visualizado bajo transiluminador UV.

EXPERIMENTOS DE ACTIVIDAD HEMOLITICA POR G. DIAZOTROPHICUS
Una evidencia sobre la actividad hemolitica, correspondié a los resultados obtenidos

cuando la bacteria fue crecida en placas de agar sangre, donde se observo una
hemolisis en la placa de cultivo. Para ello, se emplearon placas de agar sangre que
contenian 5% de sangre de carnero en agar de infusion de cerebro y corazén
(Bacto-Difco-BBL). G. diazotrophicus se inoculd por estria cruzada y se incub6 a 30
°C durante 72 horas (manteniendo en camara de humedad). Como se dijo
anteriormente, se produjo una hemdlisis en la placa de cultivo. El tipo de hemdlisis

producida fue de tipo alfa, demostrando una actividad hemolitica en la Figura 9.
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Figura 9. La actividad hemolitica de las placas de agar sangre de G. diazotrophicus.
A. Plato de agar sangre no inoculado; B. La hemdlisis alfa producida por G.

diazotrophicus.

Una segunda evidencia de la actividad hemolitica por G. diazotrophicus, fue
determinada midiendo la liberacion de hemoglobina a partir de una suspension de
eritrocitos. La mezcla de reaccion contenia: 800 uL de NaCl al 0.9%, 100 uL de
suspension de eritrocitos e indculo bacteriano activo 100 pL, prelavado y
resuspendido en NaCl 0,9% estéril. La mezcla se incubé a 30 °C durante 0, 10, 20,
30 y 40 minutos. Al final del tiempo de incubacion, se tomé6 una alicuota de 100 uL
de la mezclay se afiadioé bencidina para cuantificar la concentracion de hemoglobina
liberada. Asi se demostré la liberacidon de hemoglobina por la hemolisina de G.

diazotrophicus como se muestra en la Figura 10.
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Figura 10. Medicién de la actividad hemolitica usando bencidina, actividad
hemolitica de G. dizotrophicus (e); actividad hemolitica de E. coli (control positivo)

(o); control negativo (A).

CASOS REPORTADOS DE ENFERMEDAD POR BAA
Se ha evidenciado la actividad patégena de bacterias de la familia

Acetobacteraceae.

En el Hospital de la Universidad de Pennsylvania en noviembre de 2002 se presento
el ingreso de una mujer de 41 afios con dolor abdominal y liquido peritoneal turbio

de 5 dias de duracidon. Como antecedentes médicos se informaba de una
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enfermedad renal en etapa terminal secundaria a diabetes mellitus, habia estado en
tratamiento de didlisis peritoneal 5 afos atras. El Laboratorio de Microbiologia
Clinica no pudo identificar por bioguimica convencional al microorganismo que la
afectaba, por lo que realizaron un analisis de secuencia de ADN del gen 16S rRNA,
identificaron el organismo gramnegativo como Asaia bogorensis, una BAA, basada
en una busqueda BLAST de la base de datos Genbank (> 99% identidad). El
aislamiento del organismo a partir de multiples muestras del liquido peritoneal, junto
con un cuadro clinico consistente de peritonitis infecciosa, hace que sea muy poco

probable que el organismo represente un contaminante (145).

En febrero de 2005 en un hospital de Francia se describié una infecciobn humana
causada por Acetobacter cibinongensis en un paciente de 40 afios de edad, cero
negativo al VIH, que durante un afio habia estado recibiendo hemodialisis cronica
por insuficiencia renal en etapa terminal. Tenia un historial de uso de drogas por via
intravenosa, y se sospechaba su uso continuo. Se ingresd en una sesion de dialisis
de rutina, pero tuvo fiebre (38°C) y bronquitis. Su estado respiratorio mejoré
levemente, pero la fiebre persistié después de 48 horas. En el antebrazo derecho,
tenia una gran lesion inflamatoria de la piel que seguia el curso de una fistula
arteriovenosa, que sugeria una infeccién estafilococica. Se extrajeron muestras de
sangre sin embargo no se identifico la bacteria, por lo que se tuvo que realizar una
secuencia del gen 16S r RNA de 1389 pb para la cepa nimes373. La secuencia
coincidié con la de A. cibinongensis depositada en la base de datos GenBank (>
99.6% de identidad). El paciente neg6 viajar fuera de Francia y no tenia habitos
dietéticos exoticos. Probablemente se infecté por inoculacién directa, posible
durante la inyeccion intravenosa de una droga o después de una lesion inadvertida

cuando trabajaba en vifiedos (146).

El 25 de enero de 2007, un hombre de 31 afios con fibrosis quistica ingreso en el
Hoépital Sainte Marguerite en Marsella, Francia, para un trasplante de pulmon.
Desde 2003, el paciente fue colonizado crénicamente por S. aureus resistente a

meticilina, P. aeruginosa y Candida albicans. Para el trasplante se encontraba en
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un régimen inmunosupresor. En el dia 11 postoperatorio, la condicion clinica del
paciente empeord. Los leucocitos aumentaron. El cultivo de muestras de esputo
produjo el crecimiento de gramnegativo sin embargo no se identificaron el bacilo. La
identificacion final de este aislado fue de Acetobacter indonesiensis se logré
después de la secuenciacion parcial del gen 16S rRNA, (GenBank numero de
acceso AJ199841, 99% de similitud) (132).

Cinco pacientes que padecian enfermedad granulomatosa cronica ligada al
cromosoma X, fueron seguidos en el Centro Clinico de los Institutos Nacionales de
Salud (NIH) (Bethesda, MD, EUA), ya que las pruebas convencionales no eran
conluyentes sobre el tipo de bacteria que los infecto. Todos los pacientes tenian
fiebre, linfadenopatia y aumento de la velocidad de sedimentacion globular durante
semanas 0 meses. Se realizé una secuenciacion parcial del gen 16S rRNA, los 5
aislados de pacientes se secuenciaron y analizaron, dando como resultado

Granulibacter bethesdensis como la bacteria que los infectaba (147).
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CONCLUSION

Los factores de virulencia en este caso las hemolisinas son parte del arsenal de las
bacterias patdgenas grampositivas y gramnegativas abriendo paso para comenzar
el proceso de contagio o son auxiliares junto con otros factores de virulencia para

lograr desarrollo exitoso de la infeccion.

Por otro lado, es importante considerar la posibilidad de las BAA como posibles
bacterias oportunistas, ya se encuentran registros de ellas causando enfermedades

en humanos inmunocomprometidos.

Tras realizar la bioinforméatica de la hemolisina de G. diazotrophicus se demostré la
presencia del gen de una hemolisina dentro del genoma de la bacteria. Ademas, se
puedo constatar por la presencia de dominios conservados que el gen si es una
hemolisina por la presencia de la familia de dominio conservado YgxC el cual tiene
investigaciones demostrando ser una hemolisina. Con los experimentos de cultivo
de agar y la cinética de liberacién de hemoglobina se lleg6 a la conclusion también
de que existe la presencia de una hemolisina activa, haciendo pensar que puede

poseer un posible factor de virulencia en G. diazotrophicus.

PERSPECTIVAS

o Amplificar los oligonucle6tidos por PCR punto final en G. diazotrophicus para
comprobar la presencia de la hemolisina.

e Realizar pruebas de sensibilidad a antibioticos en G. diazotrophicus ampliar
el mapa de herramientas contra una posible infeccion de esta bacteria.

e Retar a G. diazotrophicus con leucocitos humanos, para asi conocer la

capacidad citotdxica frente a otro tipo de células.
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ANEXOS

Introduccién

Las bacterias del acido acético son un gran aliado en la industria
alimentaria siendo un gran productor de acido acético, y en
aplicaciones biotecnolégicas utilizandose como biofertilizante.

Acetobacteraceti  Gluconobacteroxydans  Gluconacetobacter
A. pasteurianus G.asaii Johannae
A cerevisiae G. cerinus G. liquefaciens

G. diazotrophicus

La hemolisina de Gluconacetobacter diazotrophicus
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Benemérita Universidad Auténoma de Puebla. 13 sur 2702, Col. Volcanes, Puebla, Puebla. 2Centro de
Investigaciones Microbiolégicas-BUAP

Resultado

G. diazotrophicus produjo una hemdlisis alfa cuando crecié en
placas de agar sangre Mientras que la actividad hemolitica medida
mostré liberacion de hemoglobina en
pruebas realizadas en diferentes momentos.

Nl

Figura 1. La actividad hemolitica de las
placas de agar sangre de

G. diazotrophicus. A. Placa de agar sangre
no inoculada; B. La hemdlisis alfa

Sin embargo, se han informado casos humanos de bacteriemia, P ida por G.
peritonitis, linfadenitis, ditis y peratoria,
asociados con bacterias del acido acético. En este trabajo se -
presentan algunas evidencias sobre el posible papel patogénico de "
G. di P lebido a la pacidad hemolitica de esta ¥ /
bacteria. 3"
Tabla 2. Bacterias acido acéti iadas con dife patol i ‘E‘ M
H Figura 3. Medicion de Ia
i actividad hemolitica utilizando
. 3 S P
Noviembre 2002 | de G. dizotrophi :
Hospital de la Mujer Diates mellitus Asaia z n s a:ﬁvidad ho‘:nol:ic:ujo (E. )coli
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Pennsylvania, USA de liberacion de 4w w & lcontrol positivo) (); contro
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CEH(?SEL%\?COOSN|H Hombre granulomatosa sacchari
Bethesda, EUA 39 afios cronica Gluconacetobacter Discusion
ethesda, Linfadenitis liquefaciens 2 .
Las bacterias del acido acético son consideradas como una
e herramienta en biotecnologia, sin embargo la literatura nos marca
Hospital Arnaud de Hombre Qf;zg‘sé” alas Acetobacter inf por estos microorg en pacientes humanos
Vlllenewﬁémﬂantpe"len 40 afios Bronquitis cibinongensis alrededor del mundo. Esto nos da la pauta de considerarlos como
nocivos para la salud.
Enero 2007 Fibrosis quistica
Hospital Sainte ;!;vm%:re Trasplante de [f,\‘cie;obtfwc‘:eir Conclusién
Marguerite, Francia ANO3 pulmén enesiensis 2 . L . ” -
G. diazotrophicus tiene la capacidad de producir hemdlisis.
2003-2008 EnferTEdad
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