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RESUMEN

Algunas especies de los géneros Pseudomonas y Aeromonas son consideradas de
gran importancia médica debido a las enfermedades que ocasionan en humanos.
Son bacterias patdégenas oportunistas frecuentemente relacionadas con infecciones
nosocomiales especialmente en individuos inmunocomprometidos. Las bacterias
patogenas han desarrollado sofisticados mecanismos de virulencia que dificultan el
tratamiento y conducen a la progresién de las infecciones agudas a cronicas, o
incluso a la muerte. Entre los factores de virulencia empleados por las bacterias
patdgenas oportunistas, se encuentra el quorum sensing, la formacién de biopelicula
y la resistencia a antibiéticos, que han adquirido relevancia para su estudio,
entendimiento y desarrollo de nuevas terapias. El quorum sensing es la
comunicacion celular que regula la mayoria de los genes implicados en los
mecanismos de virulencia que estas bacterias emplean, como la biopelicula; una
matriz de exopolisacaridos que ofrece proteccién a las bacterias ante cualquier tipo
de estrés ambiental y sustancias toxicas como antimicrobiales, antibiéticos e incluso
la respuesta inmunolégica del hospedero; ademas actia como reservorio de
agentes infecciosos y metabolitos secundarios que contribuyen a la progresion y
persistencia de las enfermedades. Por otra parte la resistencia a antibioticos ha
adquirido importancia a nivel sanitario debido a que el uso excesivo e
indiscriminado de antibiéticos ha conducido al surgimiento y dispersion de bacterias
resistentes a estos, volviendo mas dificil el tratamiento de las infecciones
bacterianas; esta situacion contribuye a grandes pérdidas econdmicas, tiene una
gran implicacion medioambiental y es un problema de salud publica que favorece
aun mas la aparicién de estas cepas resistentes.

El objetivo de este trabajo fue identificar in silico algunos genes y marcos de lectura
abierta implicados en la virulencia de las especies P. fluorescens, P. alcaligenes, P.
poae, P. salomonii, A. hydrophila, A. caviae y A. veronii; marcos de lectura abierta y
genes que codifican proteinas homologas a las que controlan el quorum sensing, la
formacion de biopelicula y la resistencia a antibioticos, asi como analizar in silico la
presencia del operon psl empleando los genes de P. aeruginosa como control,
mediante el uso de herramientas bioinforméticas como las bases de datos
internacionales de genes y el algoritmo de alineamiento de secuencias BLAST.

De la busqueda de genes en las bases de datos se obtuvieron resultados de genes
implicados en virulencia no documentados en la literatura para P. fluorescens, P.
alcaligenes y P. poae. En el andlisis de alineamiento de la secuencia aminoacidica
de los genes implicados en virulencia (lasR, pelA, pslA, oprD) los porcentajes de
identidad en todas las especies fueron variables, siendo P. fluorescens y P. poae las
principales especies en presentar homologia de secuencias con los cuatro genes
estudiados, ademas el gen pslA fue el principal en presentar homologia con todas
las especies. Los resultados del analisis con las secuencias de aminoacidos del
operon psl implicado en la formacién de biopelicula, mostraron porcentajes de
identidad con proteinas homologas en tres especies: P. fluorescens, P. poae y P.
salomonii; en las tres especies analizadas de Aeromonas se obtuvieron porcentajes
de identidad con cuatro secuencias aminoacidicas de los genes del operon psl.



I. INTRODUCCION

Descripcion del género Pseudomonas

Es el género con el mas grande numero de especies reconocidas, ya que han sido
caracterizadas méas de 230 (List of Prokaryotic names with Standing in
Nomenclature, 2020). Las bacterias del género Pseudomonas son bacilos aerobios
rectos o ligeramente curvos, gram negativos y no formadores de esporas, miden
entre 0.5 -1.0 ym y 1.5- 5.0 pm. Son moviles por medio de uno o varios flagelos
polares y bajo ciertas condiciones de crecimiento algunas especies pueden
desarrollar un flagelo lateral. El pili o fimbria puede ser producido por algunas
especies con diferentes funciones como: contacto célula-célula, fijacion a superficies
celulares y movilidad tipo contraccion del pili tipo IV (twitching motility) (Sokatch y
Sokatch, 2012).

La mayoria de las Pseudomonas son aerobios obligados y no dependen de la
fermentacién para su metabolismo (Hossain, 2014), en algunos casos usan el nitrato
como alternativa que permite el crecimiento anaerobio. Bajo condiciones limitantes
de nitrégeno algunas especies pueden acumular granulos de B-hidroxibutirato, que
al ser examinados bajo microscopio pueden parecer endosporas (Sokatch y
Sokatch, 2012)

Los plasmidos son importantes componentes genéticos de Pseudomonas, algunos
portan genes que actdan como factores de fertilidad, algunos aportan resistencia a
varios agentes como a los antibiéticos, resistencia a agentes fisicos y quimicos,
resistencia a la propagacion de bacteriéfagos y resistencia a bacteriocinas, y otros
confieren la capacidad de degradar fuentes inusuales de carbono, contribuyendo a

la versatilidad nutricional de algunos miembros del género (Palleroni, 2005).

Otras caracteristicas conferidas por la presencia de los plasmidos son la habilidad
de donar cromosomas, susceptibilidad a fagos especificos, inhibicion de la

produccion de bacteriocinas, inhibicion de fertilidad y la utilizacion de compuestos



organicos normalmente no utilizados para el crecimiento por especies distintas a las

Pseudomonas (Palleroni, 2005).

De acuerdo con Palleroni et al., 1973; la taxonomia de Pseudomonas estaba
comprendida por cinco grupos basado en homologia rRNA (&cido ribonucleico

ribosomal) (Tabla 1), pero en 1989, De Vos et. al., propusieron que el género
Pseudomonas estaba limitado a especies relacionadas con P. aeruginosa en el

grupo | por homologia de rRNA (Palleroni et al., 1973) dentro de la subclase gamma

de las Proteobacterias. Las especies que comprenden este grupo han sido llamadas
“pseudomonas verdadoemoaas &l dprseescentes” p ol
producidos por especies como P. fluorescens y P. aeruginosa antes mencionados

(Moore et al., 2006).

Tabla 1. Homologias de rRNA entre grupos de Pseudomonas (tomado y
modificado de Palleroni et al., 1973; Moore et al., 2006).

Grupo Especies de Pseudomonas

. aeruginosa

. fluorescens A
. fluorescens B
. fluorescens D
. putida A

. putida B

. Stutzeri

. mendocina

T U U U U U U U T

. pseudoalcaligenes

P. cepacia (reclasificada como Burkholderia)

P. mendocina (reclasificada como Burkholderia)

P. caryophylli

P. picketii (reclasificada como Burkholderia, posteriormente
Ralstenia)

P. solanacearum (reclasificada como Burkholderia, posteriormente

Ralstenia)
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P. acidovorans (reclasificada como Comamonas, posteriormente
Delftia)
. delafieldii
. . facilis (reclasificada como Acidivorax)
. palleroni (reclasificada como Hydrogenophaga)

P
P
P
P. saccharophila
P
P
P

. diminuta
v . ) N .
. versicularis (reclasificada como Brevundimonas)
v . maltophilia (reclasificada como Xanthomonas, posteriormente

Stenotrophomonas)

Estudios filogenéticos basados en la secuencia del gen 16S rRNA por (Moore et al.,
1996; Anzai et. al., 2000), llevaron a la reclasificacion de las especies del género en
al menos 25 géneros taxonémicos. Algunas especies fueron transferidas a cuatro
géneros existentes en la clase Alphaprotrobacteria, 12 géneros en la
Betaproteobacteria y 13 géneros en la clase Gammaproteobacteria. Muchos de
estos géneros son distantes a los miembros verdaderos del género en el grupo | de
homologia de rRNA, que constituye el género Pseudomonas sensu stricto (Garcia-
Valdés y Lalucat, 2016).

Posteriormente, usando las secuencias de los genes gyrB, rpoB and rpoD se
diferenciaron claramente dos linajes. El primer linaje esta representado por P.
fluorescens y comprende 6 grupos filogenéticos, cada uno representado por: P.
fluorescens (56 especies), P. syringae (15 especies), P. putida (12 especies), P.
anguilliseptica (8 especies), P. straminea (4 especies) y P. lutea (3 especies). El
primer grupo P. fluorescens es el mas complejo e incluye 9 subgrupos
representados por las especies P. fluorescens, P. gessardi, P. fragi, P. mandelii, P.

jesseni, P. koreensis, P. corrugata, P. chlororaphis y P. asplenii (Mulet et al., 2010).

El segundo linaje esta representado por P. aeruginosa y ha sido dividido en 3 grupos
filogenéticos, cada uno representado por: P. aeruginosa (15 especies), P.

oleovorans (6 especies) y P. stutzeri (4 especies) (Mulet et al., 2010).
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Algunas especies han sido divididas en intraespecificas por sus caracteristicas
fisiologicas y bioquimicas (biovares), por sus propiedades patogénicas en plantas y
animales (patovares) y por sus diferencias gendmicas (genomovares) (Garcia-
Valdés y Lalucat, 2016; Peix et al., 2017).

Habitat

Las especies del género Pseudomonas se han aislado de diferentes ambientes
como suelo, agua, sedimentos, aire, animales, plantas, hongos y algunas especies
se han aislado de ambientes extremos como la Antértica, el desierto de Atacama y
de agua o suelo contaminados (Peix et al., 2017).

Las Pseudomonas son habitantes naturales del suelo y ambientes acuaticos (Silby
et al., 2011), pero también son comunes en alimentos frescos por la misma
asociacion con el agua, el suelo y la vegetacion. Comunmente contaminan huevos,
carne, leche, mariscos, vegetales e incluso agua mineral, por lo que se consideran

importantes en el deterioro de los alimentos (Dodd, 2014).

Los miembros del linaje P. aeruginosa generalmente son encontrados en suelos
riberefios asociados a plantas en descomposicion, ademas incluye patégenos
oportunistas involucrados en infecciones en pacientes inmunocomprometidos (Jones
et al., 2013).

Las bacterias del linaje P. fluorescens se encuentran preferentemente en suelo y en

asociacion con plantas (Loper et al., 2012), algunos miembros estan adaptados a la
temperatura humana y forman parte de la microbiota de la piel que bajo ciertas
condiciones pueden comportarse como patdgenos oportunistas (Chapalain et al.,
2008). Los miembros del grupo de P. putida muestran adaptacion a varios nichos
ecologicos y se caracterizan por crecer en suelos contaminados con grandes
concentraciones de metales pesados y contaminantes organicos (Hachicho et al.,
2014).
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Algunos de los nichos ambientales y funcionales de las Pseudomonas incluyen la
colonizacion de superficies bitdticas y abidticas en forma de biopelicula, la
interaccion con plantas ya sea como promotoras del crecimiento vegetal, patdégenas
o saprofiticas, entomopatdégenas; ademas de la colonizacion en ambientes con
contaminantes y colonizacion de varios tejidos en humanos principalmente

inmunocomprometidos como patégenas oportunistas (Scales et al., 2014).

Caracteristicas metabdlicas

Algunas especies de Pseudomonas tienen la habilidad de crecer a temperaturas de
4 °C, pero la mayoria crece entre los 28 y 42° C, logrando crecimiento visible dentro
de 24 a 48 horas (Wisplinghoff y Seifert, 2017). La mayoria de las especies son
oxidasa y catalasa positivas con algunas excepciones como P. oryzihabitans y P.
luteola (Public Health England, 2015); son reductoras de nitrato e hidrolizan gelatina,
almidon y lecitina (Sokatch y Sokatch, 2012). Tienen minimos requerimientos

nutricionales y pueden crecer incluso en agua destilada (Hossain, 2014).

Poseen méas de 300 sistemas conocidos y putativos de captacion de nutrientes, por
lo que son capaces de metabolizar un gran nimero de compuestos organicos (Silby
et al., 2011), como hidrocarburos, carbohidratos, acidos alifaticos, aminas, amidas,
aminoacidos, compuestos aromaticos y alcoholes (Sokatch y Sokatch, 2012; Moore
et al., 2006) e inorganicos; como productos sintéticos y aceites (Tekoriene, 2008).
Pueden ademas usar una gran variedad de compuestos para energia como acidos,
aminoacidos, lipidos, pectina, péptidos, proteinas y triacilgliceroles que son comunes
en alimentos de origen animal y vegetal que usualmente contaminan (Hossain,
2014)

Habitan una gran variedad de nichos con potencial de adaptacién a condiciones
ambientales fluctuantes (Silby et al., 2011) con altas y bajas temperaturas, altas
concentraciones de sal y baja disponibilidad de agua, oxigeno y nutrientes (Rivero-
Rosas et al., 2019).
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Son capaces de crecer en ambientes con fuentes de carbono, nitrégeno y sulfuro y
metabolizan un numero limitado de azucares principalmente glucosa, &cido
glucurénico y fructosa; asociado a su estilo de vida principalmente si habitan un

nicho caracterizado por la limitada presencia de azucares (Silby et al., 2011).

Ademas de mostrar un metabolismo altamente versétil, pueden secretar diversos
metabolitos secundarios que afectan a otras bacterias y hongos como son 2,4-
diacetilfloroglucinol, fenazinas, pirrolnitrina, pioluteorina y lipopéptidos (Groos y
Loper, 2009).

Patogenicidad

Algunas Pseudomonas causan enfermedades en diversos organismos, las especies
econémicamente mas importantes y mejor estudiadas son P. aeruginosa, patdogeno

oportunista en humanos y P. syringae patégeno en plantas.

Los individuos sanos son resistentes a infecciones serias por Pseudomonas, sin
embargo, los inmunocomprometidos pueden ser infectados por una 0 mas especies
de Pseudomonas incluyendo: P. fluorescens, P. stutzeri, P. putida, P. oryzihabitans,
P. luteola, P. alcaligenes y P. mendocina. Algunas de estas tienen la capacidad de
crecer en ambientes hostiles como soluciones antisépticas, y pueden ser la causa
de pseudobacteremias. Sin embargo, las infecciones pueden ser iatrogénicas
asociadas a la administracion de soluciones, medicinas y sangre contaminada
(Henry y Speert, 2011).
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Pseudomonas aeruginosa

Es un organismo ampliamente distribuido y se ha aislado de plantas, frutas, suelo y
ambientes acuosos como rios, lagos y piscinas. Es un microorganismo flexible y
variable, lo que le permite adaptarse a diferentes condiciones de vida (Mielko et al.,
2019).

Puede afectar a un amplio rango de huéspedes como plantas, insectos, nematodos,
moscas de fruta, peces y mamiferos empleando una gran variedad de factores de
virulencia (Panayidou et al., 2020; Silby et al., 2011).

En humanos, es capaz de infectar un amplio rango de sitios y tejidos, causando
serias infecciones en pacientes inmunocomprometidos (Lyczak et al., 2000), donde
los factores de riesgo para el desarrollo de estas incluyen neutropenia, fibrosis
quistica, quemaduras severas Y la instalacion de dispositivos externos (Yayan et al.,
2015).

Presenta dos estrategias patogénicas que son paralelas a dos estilos de vida
diferentes; las células de vida libre son predominantemente citotéxicas y pueden
inducir respuestas inflamatorias agudas, mientras que las comunidades en

biopelicula causan infecciones crénicas (Valentini et al., 2018).

Tipicamente, P. aeruginosa infecta las vias respiratorias, el tracto urinario y causa
infecciones en la sangre; es considerada la causa mas comun de infecciones en
lesiones por quemadura, dermatitis de jacuzzi e infecciones del oido externo.
Aunado a esto, es el colonizador mas frecuente de dispositivos médicos como
catéteres, nebulizadores y humidificadores y es uno de los patégenos principales
causantes de infecciones nosocomiales como neumonia asociada a ventiladores
(American Thoracic Society, 2005), meningoencefalitis y sepsis (Bassetti et al.,
2018).

Es la mayor causa de enfermedades respiratorias y pulmonares cronicas, Yy

contribuye a la mortalidad asociada a la fibrosis quistica debido a que muestra una
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significante capacidad de adaptacion, por lo que en este punto de la infeccion es
practicamente imposible de erradicar (Mielko et al., 2019).

También es un agente frecuente de infecciones urinarias asociadas a catéteres que
pueden desarrollarse a pielonefritis (Newman et al., 2017), causante de otitis,
osteomielitis, foliculitis y ectima gangrenoso (Yayan et al., 2015), y est4 asociada a

infecciones oculares debido al uso de lentes de contacto (Robertson, 2008).

La transmision puede ocurrir por dos vias, ya sea autdgena en aquellos donde la
resistencia a la colonizacion ha sido perturbada, como una bacteremia secundaria a
colonizacion gastrointestinal o neumonia en individuos que requieren intubacion
endotraqueal (neumonia asociada a ventilador); las infecciones por via exdgena
probablemente ocurren en pacientes con fibrosis quistica donde los aislados
infecciosos iniciales suelen parecerse a morfotipos ambientales y la propagacion se
da de paciente en paciente. Otras infecciones adquiridas por via exdégena incluyen
las heridas de quemaduras, sepsis, conjuntivitis, otitis externa y osteocondritis
(Henry y Speert, 2011).

El Consorcio Internacional de Control de Infecciones Nosocomiales (INICC, 2017)
reporté que las infecciones nosocomiales por P. aeruginosa se han vuelto un
problema médico mundial, y se ha reportado a esta bacteria con la mas alta carga
de infecciones adquiridas por asistencia sanitaria en unidades de cuidado intensivo
en Europa cada afio, con cerca de 51,000 casos de infecciones reportadas
asociadas a esta especie (European Centre for Disease Prevention and Control,
2017).

La prevalencia de P. aeruginosa en entornos sanitarios se debe a que es un
acompafnante comun de pacientes bajo cuidado médico y ademas pueden sobrevivir
en superficies bioticas y abidticas por la resistencia a métodos de desinfeccion,
siendo transmisibles de paciente a paciente (Russotto et al., 2015). Aunado a esto,
las infecciones se estan volviendo mas dificiles de tratar debido a que es

naturalmente resistente a antibidticos debido a una membrana altamente permeable,
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a una enzima B-lactamasa y un sistema de bombas de expulsién de antimicrobianos
(Lujan et al., 2018).

Cada afo las cepas multirresistentes de P. aeruginosa incrementan mundialmente y
se han reportado resistentes a casi todas las clases de antibidticos usualmente
empleados como penicilina G, aminopenicilina, cefalosporinas de primera y segunda
generacion, fluoroquinolonas, piperacilina, tazobactam, quinolonas, aminoglucésidos
y carbapenémicos (Poole et al., 2011; European Centre for Disease Prevention and
Control, 2017; Yayan et al.,, 2015); por lo que su capacidad de adaptacion,
diseminacion, resistencia intrinseca a antimicrobianos y la capacidad de adquirir
nuevos mecanismos de resistencia, vuelven dificil el tratamiento de las infecciones

causadas por esta bacteria (Lujan et al., 2018).

Los mecanismos de virulencia de P. aeruginosa incluyen la produccién de
adhesinas, quorum sensing (QS), toxinas, sistemas de secrecion, formacion de

biopelicula y resistencia a antibiéticos (Moradali et al., 2017). (Fig. 1).

Ademas, es capaz de producir piocianina un pigmento azul, piorubina un pigmento
marrén rojizo y piomelanina un pigmento que va del café al negro, algunos
involucrados en la respuesta inflamatoria y dafio al tejido durante la patogénesis
(Hossain, 2014).

Los factores de adhesién incluyen el pili, flagelo y la produccion de lipopolisacéaridos
(LPS), que también contribuyen a la movilidad y son esenciales para el
establecimiento de las infecciones agudas (Curran et al., 2018). La biogénesis y
funcion del pili tipo IV de P. aeruginosa esta controlada por numerosos genes que
incluyen proteinas de la estructura y regulacion del ensamble del pili. Los genes que
codifican componentes estructurales y de regulacion del flagelo estan localizados en

tres regiones del cromosoma de P. aeruginosa PAO1 (Rem, 2008) (Tabla 2).

Adicionalmente, P. aeruginosa presenta dos grupos de motores flagelares
codificados por los genes motAB y motCD, que contribuyen a la movilidad, y genes

gue codifican proteinas quimiotacticas (cheYZ, cheAB, cheW y cheVR) (Rem, 2008).
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Un importante factor de virulencia en P. aeruginosa es el LPS, ya que al ser el

mayor componente de la membrana externa protege a la bacteria de las defensas

del huésped, media la respuesta inflamatoria a la endotoxicidad inducida y juega un

rol importante en la fijacion a la superficie (King et al., 2009). El LPS de P.

aeruginosa estd compuesto de tres regiones, las cuales desempefian un papel

distinto en el proceso infeccioso (Kintz y Goldberg, 2008) (Tabla 3).
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Tabla 2. Genes de biogénesis del pili y flagelo en P. aeruginosa PAO1 (Rem,

2008).

Pili

Gen
pilT
pilUu
pilG
pilH
pill
pilJ
pilK
fiimV
pilz
pilF
pilB
pilA
fimT
fimu
pilV
pilwW
pilX
pilY1l
pilY2
pile
pilQ
pilP
pilO
pilN
pilM
pilD
pilS
fimS/algz
fimX

Nombre de la proteina/ funcién
proteina de twitching motility
proteina de twitching motility
proteina de twitching motility
proteina de twitching motility
proteina de twitching motility
proteina de twitching motility
proteina de twitching motility

proteina de movilidad
proteina de biogénesis fimbrial tipo 4
proteina de biogénesis fimbrial tipo 4
proteina de biogénesis fimbrial tipo 4
precursor fimbrial tipo 4
proteina de biogénesis fimbrial tipo 4
proteina de biogénesis fimbrial tipo 4
proteina de biogénesis fimbrial tipo 4
proteina de biogénesis fimbrial tipo 4
proteina de biogénesis fimbrial tipo 4
proteina de biogénesis fimbrial tipo 4
proteina de biogénesis fimbrial tipo 4
proteina de biogénesis fimbrial tipo 4
proteina de biogénesis fimbrial tipo 4
proteina de biogénesis fimbrial tipo 4
proteina de biogénesis fimbrial tipo 4
proteina de biogénesis fimbrial tipo 4
proteina de biogénesis fimbrial tipo 4

sensor sistema dos-componentes

regulador de respuesta del sistema dos-componentes

proteina de biosintesis de alginato

fosfodiesterasa
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Tabla 2. (Continuacion)

Flagelo

Organizacion

cromosomal

Region |

Region I

Gen

flgB
flgC
flgD
flgF
flgG
flgE
flgH
flgl
flgJd
flgk
flgL
fliC
fliD
fliS
fleP
fleQ
fleS
fleR
fliE
fliF
fliH
flil
fliJ
flik
fliL
flim
fliN
flio
flip
fliQ
fliR
flnB

Nombre de la proteina/ funcién

proteina flagelar del cuerpo basal
proteina flagelar del cuerpo basal
proteina flagelar del cuerpo basal
proteina flagelar del cuerpo basal
proteina flagelar del cuerpo basal
proteina flagelar de gancho
precursor de proteina anillo flagelar L
precursor de proteina anillo flagelar P
proteina flagelar
proteina flagelar asociada a gancho tipo 1
proteina flagelar asociada a gancho tipo 3
flagelina tipo B
proteina de recubrimiento flagelar
chaperona flagelar especifica
control de longitud del pili tipo IV
regulador transcripcional
proteina cinasa sistema dos-componentes
regulador de respuesta sistema dos-componentes
proteina flagelar del cuerpo basal del gancho
proteina precursora del anillo flagelar M
proteina de ensamble flagelar
Adenosin trifosfato (ATP) sintasa de flagelo
chaperona de biosintesis flagelar
proteina flagelar de control de longitud del gancho
proteina flagelar asociada a cuerpo basal
proteina del interruptor del motor flagelar
proteina del interruptor del motor flagelar
proteina de biosintesis flagelar
proteina de biosintesis flagelar
proteina de biosintesis flagelar
proteina de biosintesis flagelar

proteina de biosintesis flagelar
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flnA
flnF
fleN
fliA

Region I flgA

flgMm
figN

proteina de biosintesis flagelar
colocacion del flagelo polar
regulador del numero flagelar
factor sigma
biosintesis del cuerpo basal del anillo P flagelar
regulador negativo de la sintesis de flagelina

biosintesis flagelar/ chaperona SST3

Tabla 3. Genes de biosintesis de LPS en P. aeruginosa PAO1 (King et al., 2009;
Kintz y Goldberg, 2008).

Regidn

Lipido-A

Ndcleo de

oligosacaridos

Antigeno-O

Rol en

patogénesis

Endotoxicidad,
iniciacion de la
respuesta

inflamatoria

Fosforilacion
confiere resistencia
a antibiéticos,
media la entrada a

las células

Proteccion ante
fagocitosis y
resistencia a la
muerte mediada

por complemento

Genes

IpxA, IpxC, IpxD, IpxH,IpxB, IpxK, IpxL, IpxO,
pagL, arnABCDEFT, ugD, phoP,phoQ

eno, pyrG, kdsA kdsB, kdsC, kdsD, gmhA,
gmhB,hldE, hldD, glk, algC, galU, rmIABCD,
waaA, waaC, waaF,waaP, migA, wapR,

wapG, wapH, wapQ, wapP, wapO

wbpL, wpbZ, wbpY, wbpX, wbpW, wzt, wzm,

gmd, rmd, algC, wzz1, wzz2
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Pseudomonas fluorescens

Puede ser aislada de la piel en pequefa proporciéon de pacientes donadores de
sangre, resultando en septicemia asociada a transfusion. Se ha reportado en
muestras clinicas de la boca, estbmago y pulmones, pero el sitio mas comun de
infeccion es la sangre y existe una asociacion de P. fluorescens con la enfermedad
de Crohn, ya que aproximadamente el 50% de los pacientes desarrollan anticuerpos

Séricos contra ésta (Scales et al., 2014).

Puede colonizar las vias respiratorias, el tracto urinario y la sangre; y se ha
demostrado su presencia en el ambiente hospitalario como oportunista. (Rossignol
et al., 2008). Se puede adherir a las neuronas y a las células gliales a través de
sitios especificos de unidén, ademas presenta algunas caracteristicas como la
expresion de acetilcolinesterasa, acido gamma aminobutirico (GABA)-
aminotransferasa y algunas cepas muestran alta afinidad a los receptores de GABA;
por lo que se ha sugerido que puede ser especialmente perjudicial en el tejido

nervioso (Picot et al., 2004).

Es considerada una especie psicotrofica ya que tiene la habilidad de crecer en el
rango de 0 a 32° C y la temperatura humana no es un impedimento para Su
desarrollo, como lo demuestra su participaciébn en enfermedades nosocomiales
(Bodilis et al., 2004).

Dado a esta adaptabilidad y versatilidad es un también un contaminante comun de
productos alimenticios como vegetales frescos, sushi, carne y lacteos, lo que la
convierte en un problema para la industria alimenticia y el procesamiento de
alimentos (Liu et al., 2017).

Es patdégena en aves y en una gran variedad de peces de granja como carpas,
tilapia, rodaballo y platija japonesa, donde la infeccibn se manifiesta con manchas

rojas y puede conducir a la muerte (Wang et al., 2009; Sun y Sun, 2015).

De manera similar a P. aeruginosa, P. fluorescens contiene mdltiples factores

celulares de superficie, por ejemplo: LPS, toxinas mediadas por el sistema de
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secrecion tipo Il y moléculas de QS que pueden interactuar con distintas proteinas

epiteliales de membrana, como los receptores tipo Toll o receptores glicolipidicos

(Madi et al., 2010) (Tabla 4).

Tabla 4. Factores de virulencia caracterizados en P. fluorescens.

Factor de virulencia
Proteasas

Fosfolipasa

Adhesinas
Exopolisacaridos (EPS)
Peptidoglicano

LPS

Porinas extramembrana

Bombas de eflujo

Autotransportadores de
los sistemas de

secrecion

Genes
pSpA, pspP, clpP

plcC
lapA, lapD, lapG, fha

pgaB,wcaA, ripA, mscC, algL

muiN, glmS, murF
hgdh,wzzB, IpxH, rfbC, rfbB,
arnT,kdsC

oprD, oprF, oprB

nodT, mdtB, emrB, mdtC, acrA,

acrB

pfal, tonB, tdrA

Referencia

Rossignol et al.,

2008

Scales et al., 2014

Liu et al., 2017

Hu et al., 2012
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Pseudomonas alcaligenes

Pertenece al grupo de P. aeruginosa y es un habitante comdn del suelo y agua. Es
un raro patdégeno oportunista en humanos por lo que se sabe poco sobre su
importancia clinica y factores de virulencia debido a las dificultades de identificacion
y diferenciacion entre Pseudomonas cercanamente relacionadas como P.

aeruginosa y P. mendocina en el entorno médico (Suzuki et al., 2013).

Existen pocos reportes de casos clinicos de infecciones causadas por P.
alcaligenes, sin embargo, se han reportado casos de infeccion ocular (Ben-Tovim et
al., 1974), enfisema (Pedersen et al., 1970), endocarditis (Valenstein et al., 1983),
infeccion de la sangre en neonato (Araque et al., 2016), y se ha aislado de lentes de
contacto pudiendo evolucionar a endoftalmitis en pacientes inmunocomprometidos o

con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) (Gus et al., 2005).

Pseudomonas poae

Pseudomonas poae es un miembro del grupo de las pseudomonas que interactian
benéficamente con plantas (Muller et al., 2013). Es una bacteria adaptada al
ambiente frio que fue descubierta en la fil6sfera de hierba en el afio 2003 (Behrendet
et al., 2003) y desde entonces encontrada alrededor del mundo incluyendo en el
desierto frio del Himalaya (Vyas et al., 2009; Gulati et al., 2008).

Algunos estudios se han enfocado en su potencial como promotora de crecimiento
en plantas a través de la movilizacion de fosfato, la produccion de metabolitos anti
fungicos y la habilidad de biorremediacidn en ecosistemas contaminados por la
degradacion de hidrocarburos (Gulati et al., 2008; Khan et al., 2016).

En el afio 2017, Woodring y Farrell reportaron un caso fatal de transfusion
sanguinea por esta bacteria y por medio de los analisis de laboratorio se concluy6
que puede crecer a una temperatura de 4 a 251 C, pero no a 37 1 C; ademas
presenta dos sistemas de sideréforos y captacion extracelular de hierro (Woodring y
Farrell, 2019).
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Debido a la falta de casos clinicos no se ha reportado como patogénica en
humanos, aunado a que no tolera pobremente la temperatura corporal. La
patogenicidad de esta bacteria parece ser especifica al almacenamiento y
transfusion de glébulos rojos (Woodring y Farrell, 2019). Los genes de virulencia no

han sido caracterizados.

Pseudomonas salomonii

Es una bacteria aerobia gram-negativa, crece favorablemente a los 4° C pero no a
37° C, y produce un pigmento fluorescente en el medio King. Es el agente causal
de la enfermedad de pudricion de primavera o enfermedad de pudricion en ajo; los
signos de enfermedad en las plantas afectadas producen puntos claros color café en
las hojas, y si las lesiones se expanden se blanquean por completo marchitandose;
en algunos casos las partes terrestres colapsan y mueren, en otros casos la
superficie de los bulbos y las hojas que los protegen se tornan cafés sin mostrar
pudricion dentro de los bulbos. En el afio 2020 se reportd por primera vez en Japén
como causante de | a “enfer mevdsedardpertagperdr i ci 61
Francia e IlItalia como causan(Savadhetall, 20208 nf er me

Los genes de virulencia no han sido caracterizados.
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Descripcion del género Aeromonas

Son bacilos cortos Gram negativos, no formadores de esporas, anaerobios
facultativos y miden entre 0.3-1.0 um a 1.0-3.5 um, la mayoria de las especies son
moviles por un flagelo polar con excepcion de A. salmonicida y A. media; en adicion
a este algunas especies muestran flagelos laterales inducibles distribuidos
aleatoriamente en la superficie celular (Talagrand-Reboul et al., 2017). El género
comprende 36 especies consideradas autoctonas de ambientes acuaticos
(Fernandez-Bravo y Figueroas, 2020) como estuarios, agua dulce, agua marina y
sedimentos (Talagrand- Reboul et al., 2017); y se han aislado de algunos alimentos

como carne, pescado, vegetales y leche cruda (Rincén et al., 2016).

El género Aeromonas estaba clasificado como miembro de la familia Vibrionaceae,
pero por diversos estudios en base al andlisis de secuencias de los genes 16S rRNA
e hibridacion del ADN-ARN, se concluydé que presentaba una filogenia distinta
(Castro-Escarpulli et al., 2003). Pertenecen a la clase Gammaproteobacteria y junto

con los géneros Oceanimonas y Tolumonas forman la familia Aeromonadaceae.

Las especies que actualmente comprenden el género Aeromonas son: Aeromonas
allosaccharophila, Aeromonas acuatica, Aeromonas aquatilis, Aeromonas
australiensis, Aeromonas bestiarum, Aeromonas bivalvium, Aeromonas cavernicola,
Aeromonas caviae, Aeromonas crassostreae, Aeromonas dhakensis, Aeromonas
diversa, Aeromonas encheleia, Aeromonas entérica, Aeromonas eucrenophila,
Aeromonas finlandiensis, Aeromonas fluviales, Aeromonas hydrophila, Aeromonas
intestinalis, Aeromonas jandaei, Aeromonas media, Aeromonas molluscorum,
Aeromonas lacus, Aeromonas lusitana, Aeromonas piscicola, Aeromonas popoffii,
Aeromonas rivipollensis, Aeromonas rivulli, Aeromonas salmonicida, Aeromonas
sanarellii, Aeromonas schubertii, Aeromonas simiae, Aeromonas sobria, Aeromonas
taiwanensis, Aeromonas tecta, Aeromonas trota y Aeromonas veronii (Fernandez-
Bravo y Figueroas, 2020; List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature,
2020)
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El género puede ser clasificado en dos grupos principales; el primero esta
constituido por A. salmonicida con cinco subespecies: A. salmonicida subsp.
salmonicida, A. salmonicida subsp. masousida, A. salmonicida subsp.
achromogenes, A. salmonicida subsp. smithia y A. salmonicida subsp. pectinolytica
(Franco et al., 2016); son cepas psicrofilicas no moviles que crecen Optimamente a
temperaturas de 22 a 25 °C e infectan reptiles y peces; el segundo es un grupo muy
grande compuesto de cepas mesofilicas y méviles que crecen a temperaturas de 35
a 37° C y estan asociadas a enfermedades en humanos como infecciones
gastrointestinales, infecciones en heridas y septicemia (Parker y Shaw, 2011; Hoel
et al., 2017).

Otra clasificacion que se le ha dado al género consta de la division en tres grupos
basados en sus caracteristicas bioquimicas, estando representados por A.

hydrophila, A. caviae y A. veronii (Igbinosa et al., 2012).

El complejo A. hydrophila estd comprendido por A. hydrophila, A. bestiarum y A.
salmonicida; el complejo de A. caviae esta comprendido por A. caviae, A. media y A.
eucrenophila (Huddleston et al., 2013); por ultimo, el complejo A. veronii comprende

A. veronii bv sobria, A. veronii bv veronii y A. allosaccharophila (Silver et al., 2011).

Habitat

Las bacterias del género Aeromonas estan ampliamente distribuidas en humerosos
ecosistemas, aunque son comunmente encontradas en ambientes acuaticos han
sido aisladas de muestras clinicas; ademas, pueden ser aisladas de animales
domeésticos, peces, invertebrados, aves y suelos naturales (Janda y Abbott, 2010).
Se han aislado de aguas superficiales, aguas subterraneas, agua potable,
embotellada, agua marina y agua para irrigacién, ademas tiene una alta incidencia
en aguas residuales, donde los tratamientos primarios y secundarioS no son
capaces de reducir su concentracion favorablemente (Fernandez- Bravo vy
Figueroas, 2020).
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El agua para irrigacion que contiene Aeromonas puede contaminar frutas y
vegetales y causar infecciones en humanos, actuando como vehiculo para la
diseminacion de esta bacteria (Khajanchi et al., 2010; Pablos et al., 2011). Algunas
frutas y vegetales de los que se han aislado incluyen zanahoria, tomate, lechuga,
pepino, papa, cebolla y apio (Chang et al., 2008; Nagar et al., 2011); ademas de
lacteos, carnes, peces como tilapia y salmén; y mariscos (Castro-Escarpulli et al.,
2003; Hoel et al., 2019; Hoel et al., 2017).

Caracteristicas metabdlicas

Son catalasa, indol y oxidasa positivas, y pueden crecer en medios al 3% de cloruro
de sodio (NaCl) pero no en concentraciones salinas del 6%. Son capaces de
degradar nitritos a nitratos y son fermentadores de maltosa, galactosa y trehalosa
como fuente principal de carbono y energia (Varela et al.,, 2017). Algunas
caracteristicas de las cepas moviles son la produccién de ureasa, pectinasa, ornitina
descarboxilasa, triptéfano y fenilalanina deaminasa. Son incapaces de fermentar
xilosa, sorbosa, eritritol, adonitol, ducitol o producir &cido sulfhidrico cuando crecen

en el medio de hierro Kligler (Parker y Shaw, 2011).

Producen numerosas enzimas hidroliticas extracelulares como esterasas, amilasas,
elastasas, desoxirribonucleasas, quitinasas, peptidasas y lipasas; y tienen la
habilidad de licuar gelatina pero son incapaces de fermentar inositol (Igbinosa et al.,
2012).

La mayoria de las Aeromonas crecen ¢ptimamente alrededor de los 28° C, pero
pueden crecer en un rango de temperaturas de 4 a 42° C. Las cepas aisladas de
alimentos parecen tener una mejor adaptacion a las bajas temperaturas y pueden
proliferar en refrigeracién a temperaturas tan bajas como -0.1° C (Hoel et al., 2017).
Resisten rangos de pH de 4.5-9 (Igbinosa et al., 2012); sin embargo algunas
especies son reconocidas como sensibles al bajo pH, pero las cepas aisladas de

alimentos se han reportado como tolerantes (Hoel et al., 2017).
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Crecen en presencia del factor vibriostatico O/129 (Fernandez-Bravo y Figueroas,
2020) y en medios comunes como Luria Bertani, MacConkey, agar entérico
Hektoen, agar nutritivo y agar sangre; donde forman colonias circulares de 1 a 3 mm
de diametro de color grisaceo como resultado de la 3-hemdlisis y después de tres
dias cambian a verde oscuro. Se ha sugerido el agar Aeromonas como el mas
efectivo para su aislamiento ya que contiene agentes selectivos como el verde
brillante e Irgasan, que permiten el crecimiento de Aeromonas susceptibles a

ampicilina (Parker y Shaw, 2011).

Patogenicidad

Son agentes etiolégicos de diversas enfermedades alrededor del mundo, sin
embargo, en los paises en vias de desarrollo, las condiciones socioeconémicas
favorecen que la incidencia y prevalencia de enfermedades diarreicas sea un
problema de salud publica; ya que habitualmente los estudios para la identificacién
de patdgenos entéricos se enfocan en Salmonella, Shigella, Escherichia,
Campylobacter, y Vibrio (Castro-Escarpulli et al., 2003).

Recientemente, las Aeromonas han sido consideradas patdgenos entéricos
emergentes y estan asociados frecuentemente a infecciones en heridas, en el
sistema hepatobiliar, en el tracto respiratorio, en tejidos blandos y septicemia en

humanos (Ortega et al., 2018).

El género Aeromonas comprende patdégenos oportunistas en humanos
inmunocompetentes e inmunocomprometidos (Nagar y Bandekar, 2011), que
pueden causar infecciones intestinales y extraintestinales, siendo la gastroenteritis
aguda la enfermedad mayormente asociada en nifios y adultos. En nifios
inmunocomprometidos puede ocasionar severas formas de algunas infecciones

como el sindrome urémico-hemolitico y fascitis necrotizante (Khajanchi et al., 2010).

Las infecciones extraintestinales son menos comunes, pero se han descrito en

mayor frecuencia en pacientes con enfermedades subyacentes especialmente
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neoplasias, cirrosis hepdética, diabetes mellitus y en personas en terapia
inmunosupresora. Algunas incluyen endocarditis, sindrome urémico-hemolitico,
artritis, infecciones abdominales, neumonia, conjuntivitis, osteomielitis, endoftalmitis

e infecciones de la piel y partes blandas (Tena et al., 2007).

Los mecanismos conocidos de virulencia de las Aeromonas incluyen: 1) fimbrias,
flagelo y capsula que permiten la fijacion a la superficie del huésped, 2) toxinas y
enzimas como proteasas, elastasas y hemolisinas que causan dafio celular y de
tejido, 3) sistemas de secrecidn que permiten la evasion de la respuesta del sistema
inmune del huésped, 4) sider6foros que permiten tomar el hierro del huésped, 5)
capa-S, lipopolisacaridos y porinas que comprometen las defensas del huésped, 7)
formacion de biopelicula que permite la adherencia a las superficie celular y 8) los
sistemas de QS involucrados en la regulacion de la expresion de los genes de
virulencia (Tomas, 2012; Da Silva et al., 2017).

Gastroenteritis

Es la enfermedad mayormente asociada con las Aeromonas, en casos avanzados
puede causar peritonitis, colitis y colangitis. Los individuos inmunocompetentes sin
condiciones médicas predisponentes también se ven afectados por la gastroenteritis
ligada a estas bacterias. Las principales especies que causan esta enfermedad son
A. hydrophila, A. caviae y A. veronii, en la diarrea del viajero las especies asociadas
son A. veronii y A. caviae, siendo esta ultima prevalente en casos de diarrea
pediatrica (Parker y Shaw, 2011).

La diarrea asociada con Aeromonas es un fenomeno mundial que se presenta en
grupos de cualquier edad, en individuos sanos y en aquellos que sufren de
enfermedades subyacentes, desdrdenes inmunes o tienen VIH. Algunos estudios
alrededor del mundo han reportado una tasa de aislamiento de Aeromonas de entre

0.6 y 10% de pacientes con diarrea, principalmente nifios (Pablos et al., 2011).
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En México, de acuerdo con la Secretaria de Salud las infecciones intestinales fueron
el segundo tipo de enfermedad mas comun en 2019, presentandose la mayoria de
los casos en adultos de 25 a 44 afios y en nifios de 1 a 4 afios (Direccion General de
Epidemiologia [DGE], 2019) por lo que es importante identificar y determinar la
incidencia de Aeromonas en infecciones gastrointestinales, y asi establecer el riesgo
que representa para la salud publica, considerando el papel de patégeno entérico

emergente que se le ha atribuido recientemente (Ortega et al., 2018).

Usualmente la gastroenteritis se manifiesta en tres formas; como diarrea aguda
acuosa, diarrea con sangre y moco tipo disenteria, y diarrea cronica; pudiéndose
desarrollar en infecciones extraintestinales y en raras ocasiones causar meningitis

en pacientes inmunocomprometidos (Parker y Shaw, 2011).

Algunos otros sindromes gastrointestinales atipicos asociados a la infeccion por
Aeromonas son enteritis, colitis y complicaciones como el sindrome urémico-
hemolitico (Janda y Abbott, 2010).

Patogenicidad

Las Aeromonas entran al intestino por medio de la cavidad oral y escapan de los
efectos de la acidez gastrica, a su vez producen compuestos tipo bacteriocinas,
que facilitan la colonizacion del intestino. Atacan el epitelio gastrointestinal y
forman biopeliculas que permiten desplegar los factores de virulencia para
causar infeccion. El pili y flagelo son sumamente importantes en la patogenicidad
gastrica ya que permiten la movilidad y facilitan la colonizacion del intestino
(Bhowmick y Bhattacharjee, 2018). Una vez que las bacterias se han establecido
en el tracto gastrointestinal, causan diarrea por la produccion de enterotoxinas,
causando enteritis; o por la invasién del epitelio gastrointestinal produciendo
disenteria o colitis. Dentro de las enterotoxinas, la aerolisina esta presente en el
75% de las cepas de A. hydrophila, en otras especies la hemolisina HIyA que es

homodloga a la hemolisina de Vibrio cholerae; es ubicua en A. hydrophila, A.
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caviae, A. veronii, A. trota y A. jandaei. Una tercera enterotoxina con actividad
hemolitica es Act. (Janda y Abbott, 2010).

Infecciones en heridas

Son el segundo tipo mas comun de infeccion asociada a Aeromonas. La mayoria de
los casos afectan a individuos sanos y estan asociadas con eventos traumaticos,
guemaduras y escaldaduras relacionadas al agua o tierra (Fernandez-Bravo y
Figueroas, 2020).

Algunas otras formas de adquirir infecciones por Aeromonas en heridas resultan de
la inmersion total o parcial del tejido lesionado en agua de desagiies o arroyos
contaminados con esta bacteria. Otra ruta de infeccion puede resultar por mordidas
de diferentes especies de animales; ya que la flora orofaringea de reptiles y viboras
alberga Aeromonas, ademas se ha documentado que los animales como tigres y
0sos producen mordidas traumaticas que resultan en heridas infectadas por

Aeromonas como parte de una poblacién microbial mixta (Janda y Abbott, 2010).

Algunas infecciones incluyen celulitis, mionecrosis y ectima gangrenosa; ademas se
han aislado de pacientes con osteomielitis y un gran nimero de casos de gangrena;
se pueden manifestar como pustulas, Ulceras o absesos. Menos comunes son las
infecciones en quemaduras, heridas quirtrgicas, fracturas y mordeduras de
animales. Comunmente se encuentra asociada con Enterococcus, Clostridia,

Enterobactacter y Bacteroides (Parker y Shaw, 2011).
Patogenicidad

Los factores de virulencia son muy similares a los de P. aeruginosa. El primer
paso es el asentamiento de la bacteria en el sitio de la herida con por medio de
adhesinas como la proteina OmpA, el segundo paso es la produccion de
proteasas como metaloproteasas, serina proteasas y aminopeptidasas
(Bhowmick y Bhattacharjee, 2018); capaces de degradar las proteinas presentes

en el tejido conectivo y serum, incluyendo albumina, fibrindbgeno, elastina y
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coldgeno (Janda y Abbott, 2010). El tercer paso incluye la entrada de las
bacterias a los tejidos profundos por medio de la movilidad quimiotactica
(Bhowmick y Bhattacharjee, 2018).

Septicemia

La septicemia por Aeromonas esta asociada con pacientes inmunocomprometidos y
con condiciones médicas predisponentes, como falla en la funcidon hepatobiliar y
malignidad. En ocasiones suele ocurrir en individuos aparentemente sanos como
resultado de infecciones severas en heridas ocasionadas por estas bacterias. La
septicemia que se desarrolla en pacientes con heridas severas presenta una tasa de
mortalidad de méas del 90%; mientras que en los pacientes con cancer y diabetes es
del 25-50% (Parker y Shaw, 2011).

Las principales categorias en las que se presenta septicemia ocurren en: 1)
individuos inmunocomprometidos con malignidad o enfermedades hepatobiliares,
con un rango de mortalidad del 32-45%; 2) pacientes con trauma, sin enfermedades
previas o con multiples condiciones como diabetes, con un rango de mortalidad del
60%; 3) personas saludables con un rango de mortalidad menor al 20% y 4)
pacientes de cirugia reconstructiva que presentan malignidad o heridas traumaticas
como resultado de amputacién, con un rango de mortalidad menor al 5% (Janda y
Abbott, 2010).

Las especies mas prevalentes asociadas con infecciones de la sangre son A.
caviae, A. veronii, A. dhakensis y A. hydrophila (Fernandez-Bravo y Figueroas,
2020).

Patogenicidad

La mayoria de los casos de septicemia ocurren por la transferencia de bacterias
de heridas infectadas, peritonitis, enfermedad biliar o desde el tracto
gastrointestinal al sistema circulatorio (Bhowmick y Bhattacharjee, 2018). Las

Aeromonas responsables de la mayoria de los casos de septicemia muestran
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antigenos lipopolisacaridos que son importantes para causar enfermedades
sistémicas, y algunas pertenecen a los serogrupos O:11, 0:16, 0:18 y O:34. El
LPS y la posesion de una capa-S permiten a los aislados bacterémicos la
resistencia a los efectos liticos de la via clasica del complemento (Janda et al.,
1994).

Otras infecciones causadas por Aeromonas

Algunas infecciones con menor incidencia asociadas con Aeromonas son las
infecciones respiratorias como neumonia; infecciones del sistema pancreatico,
infecciones oculares (Janda y Abbott, 2010), infecciones del tracto urinario (Mandal
et al., 2010; Tena et al., 2007) y peritonitis bacteriana espontanea (Figueroas et al.,
2005; Janda y Abbott, 2010); que ocurre en el 16% de pacientes con cirrosis; sin
embargo la mayoria de los casos han sido reportados en pacientes con
enfermedades subyacentes, como espina bifida, dilatacion renal bilateral y diabetes

mellitus (Fernandez-Bravo y Figueroas, 2020).

Se ha estimado que el 85% de las infecciones humanas son causadas por A.
hydrophila, A. caviae y A. veronii bv. sobria (Nowrotek et al., 2020). Ademas, del
96.5% de las cepas asociadas a casos clinicos, cuatro especies son las mas
importantes: Aeromonas caviae (29.9%), Aeromonas dhakensis (29.3%),
Aeromonas veronii (24.8%) y Aeromonas hydrophila (15.5%). Adicionalmente
algunas especies usualmente ligadas a peces como Aeromonas salmonicida, han
sido reportadas como causantes de infecciones en humanos (Fernandez-Bravo y
Figueroas, 2020).

Se han descrito diversos factores de virulencia para diferentes especies de
Aeromonas y pueden ser clasificadas en componentes estructurales, proteinas
extracelulares y sistemas de secrecién. Algunos como adhesinas, flagelo, toxinas y
exoenzimas han sido identificados en A. hydrophila, A. dhakensis, A. salmonicida, A.

jandaei, A. veronii y A. caviae, entre otras (Hoel et al., 2019).
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Aeromonas hydrophila

Es un patdgeno tipico de ambientes acuaticos también encontrado en agua potable,
aguas residuales y alimentos. Es considerado un patégeno emergente responsable
de infecciones como gastroenteritis e infecciones en la piel, ademéas de condiciones
sistétmicas como peritonitis, bacteremia, meningitis, enfermedad tipo célera y

sindrome urémico-hemolitico (Citterio y Biavasco, 2015).

Es la principal especie dentro las Aeromonas involucrada en casos de fascitis
necrotizante e infecciones que se adquieren a través de agua contaminada, siendo
los individuos inmunocomprometidos los mas susceptibles a padecerlas (Fernandez-
Bravo et al., 2019).

Es el patbgeno mas comunmente encontrado en carne de cordero, pollo, res y sus
derivados, en leche cruda, leche pasteurizada, queso y vegetales (Stratev y
Odeyemi, 2016).

Es capaz de persistir y propagarse en condiciones ambientales variables, y para su
supervivencia y adaptacion en condiciones hostiles puede potenciar o reprimir
algunas caracteristicas como; las chaperonas que ayudan a la supervivencia bajo
estrés térmico, la produccion de polihidroxialcanoatos para supervivencia en
condiciones de nutrientes limitados, bajas temperaturas, exposicion a radiacion UV,
etanol, peroxido de hidrogeno y shock osmético; proteinas de proteccion ante bajas
abruptas de temperatura y adaptacién al choque &cido, ya que sobreviven a un
rango de pH entre 4.5-9, pudiendo sobrevivir en pH de 3.5 (Awan et al., 2018).

Los aislados ambientales de A. hydrophila producen menos enterotoxinas cuando
crecen a 371 C en comparacion al crecimiento de 281 C, mientas que los aislados
clinicos producen mas enterotoxinas a los 371 C que a los 28 1 C, por lo que la
temperatura de crecimiento puede ser un pardmetro en la expresion de ciertos

factores de virulencia (Igbinosa et al., 2012).

Alrededor del mundo se han reportado cepas de A. hydrophila resistentes a

penicilina y ampicilina, pero susceptibles a aminoglucésidos, tetraciclina,
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cloranfenicol, trimetoprima-sulfametoxazol, quinolonas y cefalosporinas de segunda
y tercera generacion (Stratev y Odeyemi, 2016).

La patogénesis de A. hydrophila es multifactorial y esta caracterizada por un gran

numero de factores de virulencia (Tabla 5).

Tabla 5. Factores de virulencia caracterizados en A. hydrophila.

Factor de virulencia

Adhesinas y porinas

Aerolisina
Hemolisina
Enterotoxinas
Serina proteasa
Elastasa
Lipasas

Nucleasa
Toxinas y exoenzimas
Capa- S

Pili

Flagelina

Flagelo polar

Flagelo lateral

Genes Referencia

ompA, ompW, aha, minD

aerA, aerB, aerC
AHH, hlyA, asa, hcp, lahS Gao et al., 2018
ast, act
ahp, serA
ela, ahpB
alt, apl-1, lip
Ahn Jietal., 2015
rtxA,rtxCHBDE, dam, eno, eprA, pla, plc,
vacB, tagA, galU Pang et al., 2015
vapA, ahsA, spsD
pilA, flp, msh, tapABC, tpf SluEsc s
Dong et al., 2018

Avila-Calderén et al.,

flaA, flaB
2018
rpoN, flaAB, flaH, fliA, fliM, maf-1, maf-2,
flrC
Dong et al., 2018
rpoN, flaA, flaB, flgE, flgN, flhA, fliJ,
laFK, maf-5
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SST2: Act
SST3: ascV, acrH, aopD, aopB,

aexU/aexT Sha et al., 2013;
Sistemas de secrecion SST6: vasH, vaskK, luxO, luxU, luxN, Rasmussen-lvey et al.,
luxPQ, luxS, luxLM, exoA, tseC, clpB, 2016
vasA, vasF, hcp-1, hep-2, vgrG-1, vgrG-
2, vgrG-3
ahyl, ahyR, luxS, gseB, gseC, vacB, Talagrand-Reboul et

Quorum sensing/ )
minD, cheY, cheA, cheB, gseC, gseB, al., 2017; Awan et al.,

Biopelicula
clpB, rcsB, rcsF 2018

Los sistemas de secrecion caracterizados en A. hydrophila son tres, e incluyen el
SST2 asociado con la enterotoxina Act; el SST3 asociado con la secrecion del
efector AexU y Hcp (hemolisina); y el SST6 con dos principales proteinas efectoras
Hcp y VgrG, asociadas con los genes vasH y vaskK que son esenciales para la
expresion de aquellos genes que codifican o0 son parte de este sistema (Sha et al.,

2013; Rasmussen-lvey et al., 2016).

El sistema de QS regula la movilidad y la produccién de factores de virulencia

extracelulares y biopelicula (Talagrand-Reboul et al., 2017; Awan et al., 2018).

Ademas de estos factores el regulador LahS (lahS) asociado a hemolisis esta
involucrado en la movilidad, formacién de biopelicula, produccion de proteasas, y

virulencia en general (Dong et al., 2018).

Aeromonas caviae

Es un patdgeno oportunista causante de infecciones crénicas, a diferencia de A.
hydrophila y A. veronii que son causantes de infecciones agudas; y esta asociado a
gastroenteritis y bacteremia (Kimura et al., 2012; Chuang et al., 2011). Esta especie

esta caracterizada como hemolitica y presenta factores de virulencia como
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aerolisina, enterotoxinas, y proteasas que son producidos también por otras
bacterias del género (Hayes et al., 2010; Dos Santos et al., 2016).

Esta mas asociada con infecciones relacionadas a la asistencia sanitaria salud y
menos asociada con cirrosis que otras especies, esto debido a la poca habilidad de

A. caviae de producir enterotoxinas citotoxicas (Chuang et al., 2011).

Es movil por un flagelo polar que permite la formacion de biopelicula y la adherencia
celular (Jalowiecki et al., 2020), ademas presenta un sistema flagelar lateral usado
para el fenomeno del swarming o movilidad de enjambre, en superficies soélidas. Las
dos subunidades que componen el flagelo polar, FlaA y FlaB, se encuentran
glicosiladas lo que potencia la virulencia de estas bacterias (Lowry et al., 2014). El
locus flm codifica productos relacionados con la sintesis de polisacaridos y son
requeridos para la sintesis de &cido pseudoaminico, que esta presente en el
antigeno-O de LPS en A. caviae (Parker et al., 2012).

Otros factores de virulencia estudiados incluyen el pili, el SST2 y la movilidad por
quimiotaxis (Jalowiecki et al., 2020) (Tabla 6).

Algunas cepas de A.caviaemuestran altos ni v e laetanasdse
trimetoprima y sulfametoxazol; y son susceptibles a cefalosporinas de segunda y
tercera generaciéon, carbapenémicos, macrolidos, tetraciclinas y fluoroquinolonas
(Nowrotek et al., 2020).

La alta prevalencia de este patégeno en el ambiente debe ser considerada como
una gran amenaza para la salud publica, dado que las infecciones causadas por
Aeromonas son usualmente adquiridas por el consumo de agua y alimentos

contaminados (Dos Santos et al., 2016).

38

resi

[
R



Tabla 6. Factores de virulencia caracterizados en A. caviae.

Factor de virulencia Genes Referencia
Aerolisina aer
Hayes et al.,
) alt, ast, gidA act 2010; Dos
Enterotoxinas
Santos et al.,
ahp 2016
Proteasas
Flagelo polar / flaA, flaB, flaG, flaH, flaJ, maf-1, minD, = Jalowiecki et al.,
Biopelicula pomA 2020
lafAl, laf2, lafB Lowry et al.,
Flagelo lateral
2014,

tapT, tapM, tapB, tapO, tapF, tapW,

Pili tppA, pilU, mshE, mshL, mshJ, mshkK,
Jalowiecki et al.,
mshP
2020
o _ cheA, cheB, cheY, cheW
Quimiotaxis
flmA, neuA, flmD, neuB, Isg, Ist Parker et al.,
EPS/LPS
2012
) ) Jalowiecki et al.,
Sistema de secrecion exeD, exeE, exeF, exeJ, exel, exeN

2020

Aeromonas veronii

Es un patogeno ampliamente distribuido especialmente en ambientes de agua
fresca, con una enorme adaptabilidad. Se han reportado brotes de infecciones en
peces, aves, ganado y animales de carne roja como camellos. Ademas, ha sido
reportado como agente etioldgico de infecciones gastrointestinales y un amplio

espectro de infecciones extraintestinales, como infecciones en heridas, septicemia,
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infecciones de piel y tejidos blandos y artritis séptica en humanos (Yang et al.,
2019).

Se ha reportado como causante de fascitis necrotizante principalmente en Japon y
septicemia en pacientes inmunocomprometidos. La septicemia causada por esta
bacteria puede resultar de la produccién de gas intravascular con embolia gaseosa y
la muerte (Cui et al., 2007).

De igual manera, es causante de infecciones en ancianos y nifios con baja
inmunidad y los individuos inmunocompetentes también se pueden ver afectados (Li
et al., 2020).

Algunos factores de virulencia que contribuyen a la patogenicidad incluyen
enterotoxinas citoténicas, aerolisina, flagelo polar (Smyrli et al., 2019); y lateral,
serina proteasa, elastasas, lipasas, DNasas, colesterol acetiltransferasa (Chen et
al., 2019); proteasa sensible a temperatura, colagenasa, adhesinas y hemolisina
(Sun et al., 2016), ademas del pili y la formacién de biopelicula (Hadi et al., 2012)
(Tabla 7).

A. veronii es resistente a espectinomicina, trimetoprima, gentamincina,
estreptomicina 'y kanamicina; y muestra susceptibilidad a aminoglucosidos,

guinolonas, cloranfenicol, y cefotaxima (Zhang et al., 2019).

Tabla 7. Factores de virulencia caracterizados en A. veronii.

Factor de virulencia Genes Referencia
Aerolisina aer ]
_ Smyrli et al., 2019
Enterotoxinas ast, act, alt
Elastasa ela, ahyB
Lipasa lip
Serina proteasa ser
Chen et al., 2019
DNasas exu
Colesterol
gcaT

acetiltransferasa
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Colagenasa acg

Proteasa sensible a

eprA, eprC, eprl Sun et al.,, 2016
temperatura
Hemolisina hlyD
fla, pomA, pomB, motA,
Flagelo polar motB, motX, motY, Smyrli et al., 2019
flgG, flgT, fliT, flis
Flagelo lateral lafA Chen et al., 2019
Pili/ Biopelicula mshBACD, tapD, bfp Hadi et al., 2012
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II. ANTECEDENTES

Pseudomonas

Las caracteristicas de las Pseudomonas son diversas y han contribuido
ampliamente a su éxito ecoldgico como patégenos oportunistas, muchas de estas
caracteristicas proveen a estas bacterias con el alcance necesario para su

supervivencia y crecimiento bajo condiciones ambientales extremas (Hossain, 2014).

La especie clinicamente mas importante y mejor estudiada es P. aeruginosa, que se
puede aislar facilmente de instrumentos quirargicos, desinfectantes, equipos de
ventilacion y equipo quirdrgico en general. Algunas otras especies de Pseudomonas
como P. fluorescens, y P. stutzeri son frecuentemente aisladas de especimenes
clinicos y estan implicadas en una gran variedad de infecciones en adultos y
pacientes pediatricos (Wisplinghoff y Seifert, 2017). Las infecciones por especies
distintas a P. aeruginosa normalmente ocurren en pacientes inmunocomprometidos
y estan asociadas a dispositivos médicos contaminados (Public Health England,
2015).

Una de las principales preocupaciones con respecto a las Pseudomonas es su
resistencia natural a mdltiples agentes antimicrobiales, esta resistencia esta
ampliamente distribuida para los antibidticos usados convencionalmente; ademas la
formacion de biopelicula en superficies y en los sistemas de agua potable, que
pueden actuar como reservorios de P. aeruginosa y otras especies, vuelven a estos
patdbgenos impermeables a las concentraciones terapéuticas estandares de
antibidticos, lo que conlleva a un problema significante para la salud y la agricultura
(Hossain, 2014).

Un factor importante para un gran numero de bacterias patdgenas incluidas las
Pseudomonas es la comunicacion celular (QS), este proceso es mediado por la
produccion de moléculas autoinductoras, como las Acil homoserina lactonas (AHLS),

ademas estd implicado en la regulacion de la formacién de biopelicula y el
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despliegue de numerosos factores de virulencia, por lo que representa una
alternativa de investigacién como posible blanco terapéutico para el control de las
infecciones crénicas por Pseudomonas (Hossain, 2014).

Es importante mencionar que la prevencion es el principal factor para el control de
las infecciones por Pseudomonas. Las medidas preventivas deben enfocarse en la
identificacion de las fuentes de infeccidn y la interrupcidn de las vias de transmision.
La vacunacion se ha discutido y se han estudiado una gran variedad de
determinantes antigénicos como potenciales blancos, por ejemplo, las proteinas
extramembranales, flagelo y pili (Wisplinghoff y Seifert, 2017). Sin embargo, aunque
han mostrado ser eficaces en modelos animales, se deben investigar otros posibles
blancos, que se puedan probar en animales para posteriormente desarrollar el

protocolo adecuado para la aplicacién en humanos.

Aeromonas

El género Aeromonas ha sido reconocido como patégeno de reptiles y otros
animales, sin embargo, desde los afios 70 se consideran como enteropatdgenos y
causantes de infecciones cutaneas. Estos organismos se encuentran ampliamente
distribuidos en ambientes acuéaticos, incluso se han aislado de agua potable clorada,
no clorada y agua embotellada, lo que representa un gran riesgo para la salud
publica ya que, a diferencia de las Pseudomonas, tienen la capacidad de infectar a
individuos inmunocompetentes con el potencial de evolucionar a infecciones graves
(Castro-Escarpulli et al., 2003).

La transmision de estas bacterias ocurre principalmente por consumo de agua,
alimentos, pescado y mariscos contaminados, asi como el contacto directo de

heridas con agua contaminada (Varela et al., 2017).

Algunas de las principales preocupaciones respecto a las Aeromonas, es que al
igual que otras bacterias patdgenas como las Pseudomonas, son resistentes a

multiples antibiéticos que complican el tratamiento de las infecciones, como
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aminoglucdésidos, carbapenémicos y cefalosporinas (Nolla et al.,, 2017); éstas
bacterias pueden sobrevivir en agua clorada y formar biopeliculas en los alimentos y
en los sistemas de distribucion de agua (Khajanchi et al., 2010; Nagar y Bandekar,
2011), lo que favorece su dispersion y representa una amenaza para la salud

publica.

Por lo tanto, con el conocimiento de cOmo estas bacterias generan resistencia a
antibidticos, que factores estan involucrados en la formacién de biopelicula y la
comunicacion celular, se pueden disefiar estrategias de prevencion e investigar
blancos alternativos al uso de antibiéticos para el desarrollo de nuevas estrategias

gue permitan minimizar la amenaza de las infecciones causadas por estas bacterias.

Una buena estrategia para prevenir la diseminacion de cepas de Aeromonas
involucradas en diarreas es asegurar las medidas sanitarias adecuadas, como la
correcta preparacion de los alimentos, el lavado de manos, un eficiente sistema de
eliminacién de aguas residuales, ademas el saneamiento de instalaciones usadas
para el diagnéstico de la salud publica son esenciales para proteger a los individuos
de estas cepas (Ighinosa et al., 2012); junto con eso el continuo monitoreo de la
calidad del agua es esencial para minimizar los riesgos de salud debido a la

presencia de las Aeromonas (Batra et al., 2016).

Quorum sensing

Las bacterias se encuentran activas en diversos ecosistemas, pero no solo estan
presentes como células individuales en estado planctonico, sino que existen en
comunidades o grupos sociales donde la comunicacién es a través de moléculas de

sefalizacion liberadas por los sistemas de QS (Jayaprada et al., 2020).

El QS es la comunicacion celular que emplea pequefias moléculas difusibles
llamadas autoinductoras, y las bacterias pueden responder a estas sefales para
sincronizar la expresion genética y coordinar diversas funciones bioldgicas como
virulencia, movilidad, produccion factores de resistencia a antibioticos, transferencia

de plasmidos y formacién de biopelicula (Fan et al., 2013).
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En las bacterias gram-negativas se han descrito tres diferentes sistemas de QS
compuestos por un sensor y un autoinductor, los cuales son: el sistema autoinductor
tipo 1 (Al-1) basado en moléculas Acil homoserina lactonas (AHLS); el sistema tipo
2 (Al-2) basado en moléculas que son productos de S-adenosil-metionina (Al-1) y
gue son sintetizadas por la enzima LuxS. Estas moléculas son detectadas por
bacterias gram-positivas y gram-negati vas por | o que se

consi

autoinductoras wuni ver s akdescdmunicaciomaelalar entre nen f

especies; Yy el sistema tipo 3 (Al-3) que estad basado en sefales tipo hormonas
transducidas por el sistema de dos componentes QseBC, donde QseC actla como
el sensor cinasa y QseB es el regulador de respuesta (Talagrand-Reboul et al.,
2017).

En las bacterias gram-negativas las AHLs son las responsables de facilitar la
sefalizacion, regulacién y produccion de numerosos factores de virulencia como la
adhesion, la secrecion de exoenzimas, produccién de pigmentos y la formacion de
biopelicula (Vadakkan et al., 2018; Lu et al., 2019) (Fig.2).

En P. aeruginosa, el sistema de QS estd compuesto de dos circuitos de AHLs
llamados Lasl/R y Rhll/R. El mecanismo de sefializacidbn comienza con la produccion
de AHLs por Lasl, estas se difunden al exterior de la célula y en altas
concentraciones de unen con LasR (regulador transcripcional); donde algunas
actividades como la produccion de proteasas, elastasas y exotoxinas son
desencadenadas por el complejo LasR-AHLs y a la vez, regulan la expresion de los
genes de virulencia implicados en la infecciébn causada por P. aeruginosa (Lee y
Zhang, 2014) provocando la destruccion del tejido, perjudicando la permeabilidad e
inhibiendo la produccién de proteinas que promueven la muerte celular (Moradali et
al., 2017; Ben Haj et al., 2011) (Tabla 8).

Ademas de desencadenar estos factores de virulencia, también se inicia el segundo
sistema RhII/R donde RhIl produce una AHL secundaria que se une a RhIR
resultando en la produccion de productos subsecuentes como sideréforos y

piocianina (Vadakkan et al., 2018).
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Ambos circuitos estan conectados de manera jerarquica, pero en la mayoria de los

casos LasR controla la expresion de rhll y rhIR (Jayaprada et al., 2020)

Durante la patogénesis, el QS de P. aeruginosa desempefia un papel importante en
la colonizacion en estados tempranos de la infeccion y en el progreso a las
infecciones cronicas, ademas este proceso regula la expresion genética del 10% de
los genes involucrados en la movilidad, el cambio de movilidad-sesilidad, desarrollo

de la biopelicula y mecanismos de resistencia a antibioticos (Moradali et al., 2017).
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(Pyocyanin, lectin, toxins)
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Fig. 2. Sefalizacién del QS en bacterias gram-negativas y su rol en la regulacién de
factores de virulencia. Tomado de Lu et al., 2019.
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Tabla 8. Factores de virulencia regulados por el sistema de quorum sensing en
P. aeruginosa (Moradali et al., 2017; Ben Haj et al., 2011).

Factor de virulencia Genes
Elastasas lasA, lasB
Proteasa alcalina Para
Piocianina operones phzA1l-G1y phzA2-G2
Pioverdina fpvA, pvdA, pvdD, pvdE, pvdS
Piochelina fptA, operones pchABCD, pchEFGHI
Toxinas toxA, exoA, exoS, exoT, exoU, exoY
Lectina LecA
Fosfolipasas plcB, plcH, plcN
Ramnolipidos operones rhlAB y rhiC
Cianuro de hidrégeno operon hcnABC

En las Aeromonas solo se ha descrito un sistema Al-1 y se encuentra distribuido en
todas las especies; la enzima tipo Luxl conocida como Ahyl en A. hydrophila o Asal
en A. salmonicida sintetiza moléculas AHL que interactian con la proteina homologa
a LuxR llamada AhyR en A. hydrophila, que actia como regulador transcripcional de
diversos genes incluyendo el gen que codifica Ahyl. Como se ha demostrado en
otras bacterias patdgenas, la activacion del sistema Al-1 modula el eficacia biolégica
en las Aeromonas, ademas esta asociado con la maduracion del biopelicula y la
expresion de varios factores de virulencia como exoenzimas, metaloproteasas,
serina proteasas, hemolisina, amilasas, DNAasas, produccién de capa-S vy
produccion de pigmentos. Las moléculas AHL no solo estan involucradas en la
regulacion de la virulencia bacteriana sino que también interactian con las células
eucarioticas y juegan un rol en la inmunomodulacion de la respuesta inmune del

huésped (Talagrand-Reboul et al., 2017).
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Ademas, se ha descrito ademas un sistema de QS Al-2 que esté involucrado en la

sobr e regul aci 6n del “swi

natatorio, y en la disminucion de virulencia y la formacion del biopelicula (Fig. 3)

(Talagrand-Reboul et al., 2017).

El sistema Al-3 se especula que tiene una funcion similar a las hormonas en

mmi ng mo t

Ity

eucariotas debido a que QseC es un receptor adrenérgico para epinefrina y

norepinefrina. En Aeromonas, Al-3 promueve la movilidad tipo “swarming” y

“swimming”, y la expresion de factores de virulencia como actividad hemolitica,
produccién de proteasas, enterotoxinas y toxicidad, ademas regula la formacion de
biopelicula. La trascripcién de los genes gseB y gseC esta regulada por el sistema

Al-1 (Fig. 4) (Talagrand-Reboul et al., 2017).
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Fig. 3. Representacion esquematica del sistema de QS Al-2 en Aeromonas. Tomado de

Talagrand-Reboul et al., 2017.
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Fig. 4. Representacion esquematica del sistema de QS Al-3 en Aeromonas. Tomado de
Talagrand-Reboul et al., 2017.

Biopelicula

Las bacterias son capaces de vivir como células planténicas independientes o0 como
miembros organizados de comunidades microbianas llamadas biopeliculas, que
estan compuestos de microorganismos, la matriz de polimeros que ellos producen
(Belas, 2014), proteinas y ADN extracelular (ADNe). Las bacterias forman
biopeliculas en diversas superficies como suelo, lechos de rios, aguas residuales,
respiraderos de aguas profundas y tejidos de plantas y animales (Mukherjee y
Bassler, 2019).

Las biopeliculas representan un problema particular para los dispositivos caseros de
tratamiento de agua que utilizan filtros de carb6on o membranas, esto debido a la
capacidad que tienen las Pseudomonas para reducir su actividad metabdlica lo que
les permite sobrevivir incluso en agua embotellada por meses (Hossain, 2014); en el
caso de las Aeromonas pueden formar biopeliculas en los sistemas de distribucion
de agua potable, aun incluso si el agua esta clorada (Talagrand-Reboul et al., 2017);
ademas de las superficies bidticas y abidticas, lo que permite su persistencia en el

ambiente y en el cuerpo humano.
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La biopelicula de las bacterias puede ser considerada como una de las causas para
el desarrollo de resistencia a antibiéticos, ya que dentro de esta matriz las bacterias
crecen protegidas del estrés ambiental como la desecacion, ataques del sistema
inmune, ingestién por protozoarios y la exposicion a antimicrobiales (Solano et al.,
2014).

La formacion de biopelicula implica tres pasos secuenciales que inician con la
fijacion o adhesion reversible de las bacterias a la superficie, seguida de la division
celular y produccién de una matriz extracelular, y finalmente el desmontaje de la
matriz y la dispersion de las bacterias; este Ultimo paso es esencial ya que permite a
las bacterias escapar y colonizar nuevos nichos cuando los nutrientes se ven

limitados y se acumulan desechos (Fig. 5) (Solano et al., 2014).

En las Aeromonas, al igual que en P. aeruginosa la formacién del biopelicula incluye
los estadios clasicos como son la fijacion, formacion de micro colonias, maduracion

y dispersién (Talagrand-Reboul et al., 2017).

En adicion, los miembros de las Aeromonas despliegan un flagelo lateral inducible
gue se distribuye aleatoriamente en la superficie celular y es responsable del
movimiento tipo enjambre o swarming motility, que contribuye a la formacién del

biopelicula (Talagrand-Reboul et al., 2017).

La habilidad de P. aeruginosa de formar biopeliculas provee proteccion a estrés
ambiental, impide la fagocitosis y promueve la capacidad de colonizacién y
persistencia a largo plazo de las infecciones cronicas en pulmones y en heridas; y
esta regulado efectivamente por la comunicacién celular o QS (Thi et al., 2020). Las
infecciones donde destaca la relacién con la biopelicula incluyen infecciones por
dispositivos médicos como dispositivos cardiacos, prétesis articulares, catéteres

intravasculares, agujas e injertos vasculares prostéticos (Skariyachan et al., 2018).

El sistema Las y Rhl del QS de P. aeruginosa desempefian un papel importante en
la produccion de elementos funcionales que impactan en el desarrollo de la
biopelicula, los cuales incluyen ramnolipidos, pioverdina, piocianina y polisacaridos;

gue son necesarios para el desarrollo de biopeliculas maduras (Thi et al., 2020). Las
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sefiales autoinductoras del QS tienen un rol importante en los ultimos dos estadios
de la biopelicula, contribuyendo al control y equilibrio ambiental de este. De esta
manera, las estrategias anti-biopelicula implican la inhibicion de la matriz
extracelular y la fijaciébn bacteriana, asi como la interrupcion de las sefializacion del
QS (Lu et al., 2019) (Fig. 6)

En Aeromonas los tres sistemas de QS son capaces de coordinar e influenciar
directamente la formacion, mantenimiento y posible dispersion de la biopelicula. En
adicion el principal, segundo mensajero diguanilato ciclico (c-di-GMP) tiene un
impacto en la biopelicula a través de los sistemas de QS, y juega un papel similar al
observado en P. aeruginosa (Talagrand-Reboul et al., 2017).

La extendida diseminacion de las especies de Aeromonas es debido a su habilidad
de adaptarse a un amplio rango de condiciones ambientales, y su éxito como
patdgenos esta ligado a la formacion de biopelicula. La biopelicula en Aeromonas es
un proceso complejo y es una respuesta a las sefiales que se encuentran en un
ambiente en especifico, ya que los factores involucrados en la adhesion parecen ser
especie y huésped-especificos, lo que sugiere la evolucion de estos organismos de
acuerdo con las variadas presiones de seleccibn ambientales (Chenia y Duma,
2016).
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Composicién de la biopelicula

Formado en superficies bidticas y abioticas, el volumen de la biopelicula se
encuentra compuesto de alrededor de 15% de células microbianas y el 85% de
material de la matriz. Los polimeros extracelulares o exopolisacaridos (EPS) son el
principal material orgénico viscoso que forma la estructura de la biopelicula
(Skariyachan et al., 2018).

Los ramnolipidos contribuyen al mantenimiento de la arquitectura por la formacion
de cavidades que permiten el flujo de nutrientes y agua; adicionalmente la
produccion del polisacarido Pel y ADNe forma interacciones que sirven como
componentes de la matriz. La piocianina en union con ADNe incrementa la
viscosidad de la matriz e influencian las interacciones de la biopelicula con el
ambiente facilitando la agregacion celular. Colectivamente estas moléculas y sus
interacciones permiten el establecimiento de una biopelicula madura (Moradali et al.,
2017).

Los mayores constituyentes de la biopelicula de P. aeruginosa son Psl, Pel y

alginato, y estan involucrados en la adhesion a superficies y junto con el ADNe
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determinan la arquitectura de la biopelicula. Estos EPS desempefian un rol
importante en la resistencia a la respuesta inmune y al tratamiento con antibiéticos
(Moradali et al., 2017).

En las Aeromonas la informacion relativa a la formacion de biopelicula es escasa,
sin embargo se sabe que las biopeliculas formadas por las bacterias de este género
estdn constituidas principalmente por polisacaridos que contienen N-

acetilglucosamina (GIcNAc), ADNe y proteinas (Seike et al., 2021)

Psl

Es el principal componente de la matriz de polisacéridos en P. aeruginosa y esta
compuesto de unidades repetidas de pentasacaridos de L-ramnosa, D- glucosa y
D-manosa, y esta estructurado en dos formas: una de gran peso molecular
relacionado a las células y en forma soluble de bajo peso molecular (Skariyachan
et al., 2018). Funciona como molécula sefializadora que promueve la produccion
de c-di-GMP, y en niveles elevados resulta en una biopelicula mas robusta y
gruesa (Thi et al., 2020).

Psl es sintetizado por proteinas codificadas por el operén psl (pslA-pslO), donde,
por medio de estudios de delecion y complementacion se ha demostrado que 11
de los 15 genes son requeridos para la sintesis de Psl y estan involucrados en la
formacioén y produccion de biopelicula (Baker et al., 2015; Byrd et al., 2009).

Solo una de las proteinas codificadas por el operdn, PsIB, actia como enzima
con actividad guanosin difosfato (GDP)-manosa pirofosforilasa. El operén
codifica cuatro glicosiltransferasas (GT) citoplasmicas: PsIC, PsIF, PsIH y Psll;
todas son requeridas para la sintesis de Psl pero su rol exacto en el montaje de
los pentasacaridos no ha sido determinado. La funcién de la proteina integral
PslA es construir la unidad de repeticion sobre el lipido aceptor de manera similar
a WbaP, involucrada en la biosintesis de capsula en Escherichia coli. (Franklin et
al., 2011).
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Se cree que PslJ y PslK que son maquinarias de polimerasa y flipasa
respectivamente, PsIL tiene similitud con las acetiltrasferasas y puede modificar a
Psl durante su produccién. PsIE tiene similitud con las proteinas de la familia
Wzc que son copolimerasas con dominios tirosina cinasas. PsIG no es requerido
para la produccién de Psl pero actia como glicosilhidrolasa en el periplasma
donde se encuentra el polimero naciente. El paso final de la biosintesis es la
secrecion a través de la proteina extra membrana PsID (Baker et al., 2015;
Franklin et al., 2011).

Este compuesto es el elemento clave en la etapa temprana de la biopelicula
donde las células exploran las superficies para la adhesion. Este exopolisacarido
se ancla alrededor de las células en forma de arreglo helicoidal y al iniciar la
formacion de biopelicula promueve la migracion celular, la comunicacion célula-
célula y la adhesion celular; mientras que en la biopelicula madura se localiza en
la periferia de las macro colonias (Moradali et al., 2017). La presencia de Psl
mejora el enlace cruzado y la elasticidad de la matriz por lo que su ausencia
aumenta la viscosidad de la matriz y promueve la difusion de la biopelicula
(Skariyachan et al., 2018).

Adicionalmente, Psl previene la activacion del complemento y opsonizacion
evadiendo la muerte bacteriana por los fagocitos; media la fijacion a las células
epiteliales del pulmén y provoca una respuesta inflamatoria perpetuando el dafio

causado por la inflamacién y la infeccion (Jones y Wozniak, 2017).

Después de la etapa de fijacion la expresion del operén psl es reprimida y la
produccion de Psl se localiza cada vez mas en el interior de las micro colonias, lo
gue sugiere un rol importante en la diferenciacion de la biopelicula (Overhage et
al., 2005).
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Pel

Es un exopolisacarido cationico parcialmente deacetilado de N-acetil-D-
glucosamina y N-acetil-D-galactosamina, al igual que Psl, Pel es un componente
esencial de la matriz de la biopelicula y esta involucrado en la iniciacion de la
fijacion a las superficies, asi como en el mantenimiento y la integracion de la
biopelicula. Pel es responsable de la pelicula que se forma en la interfaz aire-
liquido en un cultivo de caldo estatico (Thi et al., 2020)., esta formacion de
pelicula es atribuible a la habilidad de P. aeruginosa de sintetizar y secretar el

polisacarido Pel (Ghafoor et al., 2013).

Pel es sintetizado por proteinas codificadas por el operon pel (pelA-pelG)
(Marmont et al., 2020) y todas ellas son necesarias para la formacion de la
pelicula. PelA es una enzima con actividad glicosilhidrolasa, donde seguido de la
modificacion el polimero es exportado a través del dominio C-terminal de PelB.
PelC es una lipoproteina esencial para la produccion y se ha sugerido que forma
parte de la maquinaria de exportacion de Pel (Vasseur et al., 2005; Kowalska et
al., 2010). PelD, PelE y PelG son proteinas putativas intramembrana (Franklin et
al., 2011); se ha sugerido que PelF es la Unica glicosiltransferasa codificada por
el operon y se ha predicho que utiliza azucares de nucleétidos como uridina
difosfato glucosa (UDP-GIc) como sustratos para la produccién del polimero, sin
embargo se ha demostrado que Pel se puede producir aun en la ausencia de
UDP-Glc (Jennings et al., 2015).

La produccibn de Pel en la biopelicula media la tolerancia ante los
aminoglucdésidos y colistina, ademas vuelve a las células menos susceptibles a la

muerte por neutréfilos (Thi et al., 2020; Marmont et al., 2017).

El establecimiento de la biopelicula en superficies solidas es ampliamente

dependiente de la presencia del operdn pel (Skariyachan et al., 2018).
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Resistencia a antibidticos

Los antibiéticos son ampliamente usados alrededor del mundo y la resistencia a
antibidticos se esta extendiendo con mayor rapidez que antes. Desde la introduccion
al uso de antibioticos y el uso de millones de toneladas el transcurso de los afios ha
provocado una presion de seleccion y al menos todas las bacterias patdgenas han
desarrollado resistencia a los antibioticos comunmente empleados (Zhao et al.,
2020).

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2021) se establece que
la resistencia a antibiéticos representa una gran amenaza para la salud mundial,
seguridad alimentaria y el desarrollo; ya que dia a dia aparecen y se propagan
nuevos mecanismos de resistencia a antibiéticos que ponen en riesgo la capacidad
de tratar las enfermedades infecciosas comunes a medida que los antibiéticos

pierden eficacia.

La resistencia a los antibiéticos ha puesto en riesgo los logros de la medicina
moderna, ya que prolonga las estancias hospitalarias, incrementa los costos
meédicos y aumenta la mortalidad de los pacientes expuestos a estas cepas
resistentes (OMS, 2021).

Mecanismos de resistencia a antibioticos

De acuerdo con Vignoli y Seija, 2006; la mayoria de los mecanismos de

resistencia se agrupan en tres categorias:

1) Inactivacion enzimatica por medio de hidrdlisis como ocurre con las
betalactamasas y betalactamicos, o por medio de acetilaciones, adenilaciones, o

fosforilaciones de aminoglucdsidos.

2) Modificaciones en el sitio blanco por medio de modificaciones en el gen que
codifica el blanco del antibiético o la adquisicion de genes que codifican los

sustitutos de los blancos originales.
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3) Alteraciones en la permeabilidad, incluye tres tipos:

i.  Alteraciones de la membrana externa que al ser impermeable a sustancias
hidrofilicas confina la penetracion de sustancias por medio de porinas.
Algunas sustancias antibiéticas por su tamafio son incapaces de pasar a
través de la porinas, lo que disminuye el flujo de llegada del antibi6tico al

espacio periplasmico.

il. Alteraciones en la entrada de antibiéticos dependientes de energia.

iii.  Aumento de la salida de antibiéticos por medio de mdltiples sistemas de
bombas de eflujo (Vignoli y Seija, 2006).

La biopelicula como mecanismo de resistencia a antibidticos

Se ha reportado que las bacterias dentro de la biopelicula son 1000 veces mas
resistentes al tratamiento con antibiéticos, ya que se han detectado bacterias con
mutaciones en los genes de reparacion del ADN y que contribuyen al fenotipo
hipermutador; en comparacion con el mismo organismo en un estado de vida
planctonico, lo que a su vez complica el tratamiento de las infecciones (Bramhachari,
2019).

La biopelicula presenta numerosos factores intrinsecos que influencian la resistencia
a antibidticos dentro de estas comunidades ya que la matriz de EPS de la
biopelicula acta como una barrera que imposibilita a los antibiéticos alcanzar su
objetivo ya que reduce significativamente la permeabilidad a los antibiéticos
(Chadha, 2014; Zhao et al., 2020).

Dentro de la biopelicula, la alta densidad celular facilita la conjugacion entre
especies o0 entre miembros de la misma especie, por ejemplo, en las Aeromonas las

transferencias genéticas horizontales son importantes para la evolucion y la
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adecuacion bioldgica, pudiendo ser mejoradas en la biopelicula (Talagrand-Reboul
et al., 2017)

La transferencia horizontal de genes principalmente involucra relacionados con la
resistencia a antibiéticos, lo que genera cierta preocupaciéon acerca de la transmisiéon
entre las comunidades de la biopelicula, ya que contribuye a la emergencia de
bacterias multirresistentes a drogas y a la diversidad genética de las comunidades
(Bramhachari, 2019).

La terapia con antibioticos elimina las células planctonicas, pero las formas sésiles
son resistentes y se continlan propagando dentro de la biopelicula, como
consecuencia, la continua liberacion de antigenos y produccion de anticuerpos
eventualmente provoca mas dafio al tejido circundante; es por esto que las
infecciones clinicas ocasionadas por la biopelicula bacteriana han mostrado que el
tratamiento con antibioticos no es una solucion completa y los pacientes usualmente

recaen después de repetidos tratamientos (Chadha, 2014).

La existencia de mdultiples mecanismos de resistencia a antibiéticos ha dificultado
superar y resolver el problema de resistencia microbiana, ya que, en la lucha entre
los microorganismos y los antibiéticos, mas y mas bacterias se han convertido en

“supacterias” (2@0)hao et al ., 20

Debido a su gran versatilidad y e intrinseca tolerancia a mdultiples detergentes,
desinfectantes, compuestos antimicrobiales y antibiéticos como: cefalosporinas,
tetraciclinas, macrolidos y cloranfenicol, P. aeruginosa es dificil de controlar y las
infecciones causadas son dificiles de tratar debido a los fenotipos resistentes a
drogas y multidrogas; y que son en parte responsables de la alta tasa de mortalidad

en pacientes infectados con esta bacteria (Schiavano et al., 2017).

Hay un namero limitado de antibidticos activos contra P. aeruginosa, y dentro de
estos, los carbapenémicos (por ejemplo, imipenem o meropenem) son los utilizados
con mayor frecuencia para el tratamiento de las infecciones por P. aeruginosa (Li et

al., 2012), pero desafortunadamente en los ultimos afios ha mostrado un incremento

58



de resistencia a los carbapenémicos, siendo la tasa promedio del 16.5% en Europa
y Estados Unidos (European Centre for Disease Prevention and Control, 2019).

Los principales mecanismos de resistencia en P. aeruginosa comprenden las [3-
lactamasas y las alteraciones de la membrana dadas por la presencia de las
bombas de eflujo y mutaciones de las porinas extra membranales (Gomez et al.,
2005; Khatua et al., 2014).

Porinas/bombas

Algunos genes de P. aeruginosa que codifican propiedades inherentes de la
estructura celular y que proveen proteccion contra antimicrobiales son; las porinas
oprD, oprF, oprH ; B-lactamasas ampC y cuatro bombas de eflujo bien estudiadas
MexAB-OprM, MexXY/OprM (OprA), MexCD-OprJ y MexEF-OprN; ademas de otras
bombas como: MexJK, MexGHI-OprmD, MexVW, MexPQ,-OpmE, MexMN, vy
TriABC, las cuales no estan expresadas en las cepas salvajes pero contribuyen a la
respuesta adaptativa contra los antibidticos en cepas resistentes (Moradali et al.,
2017).

La porina OprD es la segunda porina principal de la membrana externa de P.
aeruginosa y es una de las mas investigadas debido a su rol en la resistencia a

carbapenémicos, especialmente imipenem y meropenem (Chevalier et al., 2017).

En condiciones normales OprD forma un canal que esta generalmente involucrado
en la importacion de moléculas basicas de aminoacidos y pequefios péptidos
provenientes del medio externo; sin embargo, los carbapenémicos también son
importados a través de esta porina y por diversos factores una produccién reducida
de OprD, causa la insurgencia de la resistencia bacteriana a este compuesto
antibiotico (Ducret et al., 2016) (Fig. 7).
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Fig. 7. Esquema de la porina OprD en la membrana externa de P. aeruginosa. a) La
porina permite la entrada del antibiético al espacio periplasmico. b) La usencia de porina
en cepas mutantes otorga resistencia a imipenem y susceptibilidad a meropenem.

Tomado de Gémez et al., 2005.

La resistencia a carbapenémicos puede involucrar la baja permeabilidad de la
membrana a estos antibioticos, la actividad de u n a-lagiamasa inducible y sistemas
de eflujo de multidrogas (Schiavano et al., 2017; Xu et al., 2020), pero el
mecanismo mas comun involucra la disminucion o perdida de la expresion de la
porina OprD en la membrana externa debido a la presencia de codones de paro,
polimorfismos, inserciones o deleciones en la secuencia de aminoacidos de la

proteina (Gonzalez-Vazquez et al., 2021).

Interesantemente, OprD no solo funciona como canal para el transporte de
aminoacidos sino también como serina proteasa (Suresh et al., 2019).

Dentro de las especies del género Aeromonas algunas son atractivas candidatas
para el estudio de resistencia a antimicrobiales, debido a que son ubicuas en

diversos ambientes y a su natural susceptibilidad a los antimicrobiales. Los
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ambientes de aguas residuales proveen las condiciones favorables para la
dispersion de agentes antimicrobianos y la transmision de la resistencia
antimicrobiana de Aeromonas. Se ha demostrado que las Aeromonas sirven como
vehiculo para la diseminacion de resistencia antibidtica en el ciclo urbano del agua
(Nowrotek et al., 2020).

Entre las especies de las Aeromonas estan presentes tres clases de B-lactamasas
de la clase A, B, C y D las cuales confieren resistencia a penicilina y cefalosporinas;
carbapenémicos; cefamicinas y cefalosporinas de segunda y tercera generacion,
acido clavulanico, tazobactam y sulbactam; y penicilinas, respectivamente; ademas
de C-cefalosporinasa, D- penicilinasa y metalo B-lactamasa (MBL) clase B. Las
cefalosporinasas de la familia AmpC confieren resistencia a cefalosporinas de
amplio espectro como &cido clavulanico, tazobactam y sulbactam. CphA es la MBL
mas ampliamente distribuida entre los aislados de A. hydrophila y A. veronii, que
confieren resistencia a ceftazidima, cefepima, imipenem, y piperacilina-tazobactam
(Bhowmick y Bhattacharjee, 2018, Nowrotek et al., 2020).

Entre la resistencia a antimicrobianos se han asociado diferencias genotipicas y
fenotipicas dependient es de |l a espect
lactamasas; en A. hydrophila p r e s e #attamas@s de la clase B y D, A. caviae
presenta de la clase C y D, en el caso de A. veronii de la clase B y D, y para A.
dhakensis de la clase B, Cy D (Wu et al., 2015).
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[1l. JUSTIFICACION

Los géneros Pseudomonas y Aeromonas son bacterias patdégenas oportunistas que
son consideradas de gran importancia médica debido a las enfermedades que
pueden producir en nuestra especie, principalmente en individuos
inmunocomprometidos. Ademas, estos géneros bacterianos son heterotroficos y
forman parte de la microbiota de habitats acuaticos. En nuestro grupo de trabajo se
han aislado e identificado a las especies Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas
alcaligenes, Pseudomonas poae, Pseudomonas salomonii, Aeromonas hydrophila,
Aeromonas caviae y Aeromonas veronii en muestras de agua purificada
provenientes de pequefios establecimientos dedicados a la purificacion y venta de
garrafones de 20 L de agua en la ciudad de Puebla; con este hallazgo es importante
abordar el estudio de estas cepas para evidenciar si presentan caracteristicas
patogénicas, por lo que en este trabajo se planted iniciar con la busqueda in silico de
marcos de lectura abierta (por sus siglas en inglés ORFs) que codifican proteinas
hipotéticas homoélogas a las que controlan procesos como quorum sensing, la
formacion de biopelicula y la resistencia a antibiéticos, empleando como modelo a

los genes de Pseudomonas aeruginosa PAOL.

La presencia de bacterias patdgenas o patdgenas oportunistas presentes en agua
para consumo humano es considerado un problema de salud publica que impacta
de forma negativa a la poblacion que consume esta agua contaminada, el inicio de
la caracterizacion in silico de estas cepas aisladas permitira generar una directriz en
el estudio de estas especies bacterianas para evidenciar si representan un riesgo

para la salud de los consumidores de este vital liquido.
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V. HIPOTESIS

El analisis in silico de los marcos de lectura abierta de los genes implicados en
virulencia en P. aeruginosa PAO1 permitira identificar las proteinas hipotéticas
homdlogas que controlan los procesos de quorum sensing, la formacion de la
biopelicula y la resistencia a antibidticos en especies de los géneros Pseudomonas y

Aeromonas.

V. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Analizar in silico los marcos de lectura abierta de los genes implicados en la
virulencia de bacterias patdgenas oportunistas de algunas especies pertenecientes a
los géneros Pseudomonas y Aeromonas aisladas de agua purificada para consumo

humano.

OBJETIVOS PARTICULARES

Identificar in silico los marcos de lectura abierta de los genes implicados en
virulencia lasR, pelA, pslA y oprD en algunas especies pertenecientes al género

Pseudomonas.

Identificar in silico los marcos de lectura abierta de los genes implicados en
virulencia lasR, pelA, pslA y oprD en algunas especies pertenecientes al género

Aeromonas.

Analizar in silico la presencia del operén psl en algunas especies pertenecientes a

los géneros Pseudomonas y Aeromonas.
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VI. MATERIAL Y METODOS

Andlisis in silico de los marcos de lectura abierta de los genes implicados en

la virulencia

Se realiz6 la busqueda in silico de los genes relacionados con la virulencia de P.
fluorescens y P. alcaligenes, en la base de datos ENTREZ de NCBI debido a que en
la literatura son pocos los reportes de genes implicados en la virulencia de estas dos
especies.

Ademas, se buscaron los genes implicados en la virulencia de P. poae y P.
salomonii en la base de datos ENTREZ de NCBI, debido a que no se encontraron

reportes en la literatura para ninguna de estas dos especies.

Identificacién in silico de los marcos de lectura abierta de los genes de

virulencia lasR, pelA, pslA 'y oprD

Los genes lasR, pelA, pslA y oprD de Pseudomonas aeruginosa PAO1l se
emplearon como genes control (Tabla 9) debido a la capacidad patogénica
ampliamente descrita de esta especie de Pseudomonas. Las secuencias de
nucleotidos y aminoacidos (Tabla 10) se obtuvieron de la base de datos de ENTREZ
de NCBI y mediante el alineamiento de secuencias se compararon con el genoma 'y
el proteoma de P. fluorescens, P. alcaligenes, P. poae, P. salomonii, A. hydrophila,
A. caviae y A. veronii, respectivamente, empleando el algoritmo BLAST de NCBI y
UniProt (NCBI, 2021; UniProt, 2021) para identificar a las proteinas hipotéticas

homodlogas a las secuencias analizadas con las diferentes especies.
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Andlisis in silico de la presencia del operdn psl en especies de Pseudomonas
y Aeromonas

Se emplearon las secuencias de aminoacidos de 11 de los 15 genes del operdn psl
(pslA, psIB, psIC, psID, pslE, pslF, psIG, psliH, psll, pslJ, psIL) involucrados en la
produccion del exopolisacarido Psl y la formacion de biopelicula en P. aeruginosa
PAOL. Las secuencias se obtuvieron de la base de datos ENTREZ de NCBI y se
compararon con el proteoma de las especies P. fluorescens, P. alcaligenes, P. poae,
P. salomonii, A. hydrophila, A. caviae y A. veronii, por medio del método de
alineamiento de secuencias empleando el algoritmo BLAST de NCBI y UniProt
(NCBI, 2021; UniProt, 2021).

Tabla 9. Descripcién de los genes de P. aeruginosa PAOl1 empleados como
control (NCBI, 2021; UniProt, 2021).

Gen ID (NCBI) Proteina Funcién molecular Proceso biolégico

Actividad de la proteina Activador del QS,

lasR 881789 LasR activadora de regulador de genes de
transcripcion de ADN virulencia
Actividad Biosintesis de Pel,
pelA 878833 PelA glicosilhidrolasa, formacion de
transporte de Pel biopelicula

o Biosintesis de Psl,
Actividad y
psIA 879717 PslA formacion de
fosfotransferasa _ i
biopelicula

Actividad de canal,
] ) Transporte de
oprD 881970 OprD porina y serina L
aminoécidos
proteasa
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Tabla 10. a) Secuencias de nucleétidos de P. aeruginosa PAOL.

lasR
>NC _002516.2:1558171 - 1558890

ATGGCCTTGGTTGACGGTTTTCTTGAGCTGGAACGCTCAAGTGGAAAATTGGAGTGGAGCG
AGAAGATGGCGAGCGACCTTGGATTCTCGAAGATCCTGTTCGGCCTGTTGCCTAAGGACAG
CGAGAACGCCTTCATCGTCGGCAACTACCCGGCCGCCTGGCGCGAGCATTACGACCGGGC
CGGGTCGACCCGACGGTCAGTCACTGTACCCAGAGCGTATTIEHTIGASGAACCGTCCATCTA!
AGACGCGAAAGCAGCACGAGTTCTTCGAGGAAGCCTCGGCCGCCGGCCTGGTGTATGGGC
GCTGCATGGTGCTCGCGGCGAACTCGGCGCGCTGAGCCTCAGCGTGGAAGCGGAAAACCC
AACCGTTTCATGGAGTCGGTCCTGCCGACCCTGTGGATGCTCAAGGACTACGCACTGCAGA
GACTGGCCTTCGAACATCCGEECAAACCGGTGGTTCTGACCAGCCGGGAGAAGGAAGTGTT
GTGCGCCATCGGCAAGACCAGTTGGGAGATATCGGTTATCTGCAACTGCTCGGAAGCCAAT
CATATGGGAAATATTCGGCGGAAGTTCGGTGTGACCTCCCGCCGCGTAGCGGCCATTATGC
TGGGTCTTATTACTCTCTGA

pelA
>NC_002516.2:c3433891 - 3431045

ATGCGGTTCAGCAAGAAAGGAATCGCCGTGCTGCGTCTGCCGTCCCGCCGTAACATCCTTC
AGTGCCCGCTCGCCTGGCTTGCCGGCCTGGCGCTGGCGCTTTGTGCCGGCACTGCCGCAC
CGGGCCGTCCAGCGTGGCGTTCTGGTACGCCGAGCGGCCGCCGCTGGCCGAGCTTTCCC/
GTGGTGCTCGAAGCGGCGCACCTCAAGCCGGCCGATGTUBRARMKGCAGGGCAGCACGC
TCGCCTATCTGTCGGTCGGCGAGTTCGACGGCGACGCCGCCGCCATCGCCGACAGCGGC(
CAAGAGCGCGGTCCGCAACCAAGCCTGGAACAGCCAGGTAATGGACCTCGCCGCGCCGAC
CACCTGCTCAAGCGCGCCGCGGAGCTGCGCAAACAGGGCTACGCCGGCCTGTTCCTCGAT
GCTTCCAGCTACAGGCCGARBACCGCGAGGGCCAGCGCCGGGCGCTGGCCAGTTTCCTCC
GCATCGCCAGGAGCCGGGCCTCAAGCTGTTTTTCAATCGCGGTTTCGAAGTGCTGCCGGAC
GTCGCGTCGGCGGTGGCCGTGGAGTCGATCCATGCCGGTTGGGACGCCGCTGCCGGGCA
TGCCCCAGGACGATCGCGATTGGCTGAAGGGTCACCTGGATGCCCTGCGCGCCCAGGGTA
CGCCATCGACTACCTGCCGCCGGAGCGGCGCGACGAGGLCGLCGLCGLGLTCGLTGLGLGC
GGCTACGTGCCGTTCGTCAGCACCCCGGCGCTGGACTACCTGGGGGTGAGCGACGTCGAC
GGCGCATCGCGCTGCTCTACGATCCGCGCGAGGGCGACCTGACTCTGAGCCCCGGCCACC
CGGCCTGCTCGAATACCTCGGTTATCGGGTCGACTACTCCGGACBAGCCGCTGCCCGAACGT
CTGAGCGGTCTCTACGCCGGGGTGGTGACCTGGATGACCAGTGGACCGCCGCTGGCCAGC
ACAACTGGATCGCTGCACGTCTCGACGAAAAGGTGCCGGTGGCGTTCCTCGCCGGCCTGC
CGACGGCCTGTTGCAGCGCCTGGGTATTCGCCGGCTGTCGCAGAAACTCAAGGTCAAGCC
ACCCACGACCAGGCGCTBEGTTCCTTCGAAGCGCCGCTGGTGATCCGGATCCGCGACCTG(
TCACCGTACTCGATCCGGCGCGGGTGACCCCGGCGCTCAAGCTCAAGGGCGACGGCAAGC
GGTGGCGACCGCCGACTGGGGGGGCTTCGCCCTGGCGCCCTATGTGCTGGAGGAGGGTA
CGCTGGATCCTCGATCCGTTCGCCTTCCTGCGCAAGGCCTTGCGTCTTGTGCCGCT &N,
CGACCACCGAGAATGGCCGGCGCATCGCCACCGTGCACATCGATGGCGACGGCTTCGTCT
GGTGCCCGGCAGTCCCTATGCCGGCCAGCAGGTGCTGGAGGACTTCATCAAGCCCTATCC
TCGGTCTCGGTGATCGAAGGCGAGGTCGGGCCGAAGGGCATGTACCCGCACCTGGCCAGC
CGATCGCCCGGCGCATCTTCGCCGACGACAAGGTCERRAGTUATACCTTCAGCCATCCGTT(
CTGGCAGCCGCAACTGGCCGAGCAGGGCGAGAACTTCGAGGCCCAGTATGGCTACAAGAT
GGCTACGACAAGGTCGACTTCGTACGCGAGGTGATCGGCGCCCGCGACTACATCGAGCAG
CCCCGCGGAAGCCGGTCAAGATGATCTTCTGGTCCGGCGACGCGCTGCCCGACGCCGCCCH
CGCCTACGACGCCGGGRTGAACGTCAACGGCGGCAATACCGCGCTGACCCGGGCCTTTCC
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ACCGGACTCTACCCGCTGATCCGGCCCACCCGCGGCGGCGTGCAGTACTACGCGCCGATC
ACGTCTACACCAATCTCTGGCAGGGGCCGTACTACGGCTTCCGCGGCGTCATCGATACCTT
CGACAGCCCGCGCCGCCTGCGCGGCCTGCACCTGTACTACCACTTCTATTCGGGGROTAM
ATCCGCACCATGCACCAGATCTACGCGGCGATGCAGGCGGAGCATCCGTTGTCGCTGTGG;
ACATCCCGCGCCTGGAAGGCCTGCATCGCGCCAGCCTGGCCAAGCGTGCCGATGGCAGTT
TGGCTTCGCCGCCTTGCGCACGGTGCGCCTGGACCCGGCGCTGGGTTGGCCGGACCTCG!
GGAGTCGCGGGCGTGCGCGACCTGCCCCAGGGGUHBABTBEAGTGCGGCGAATGCGCGC
TCCTGCGCGACAGCCGCGATCCGCGGCCGGCGCTGGAGGAGGCCAACCTGCCGCTGAAG
CCGCGACGATGGCCGCGTCGAGTTCGCCTTCGCCGGGCACCTGCCATTACGCCTGGTGGT
GGCGATTGCCGGCTGAGTGCGGCCGGCAAGGCCTTCCCGGGAAAGGCCGGCAACGGCCT
AGTTGCCGATGGAGEHATGCGCGATGGCCAACTCGTCTGCCGCTGA

pslA
>NC_002516.2:2453667 - 2455103

ATGCATTCGAAGTCGGTAGATAGCCTGTCGCTGACACGGGCTGGATTCATCGAGTACTTCC
CCAAACTGGTACACGCGCTCACCGCCATCGCCCCGGCGCTGTTCCTGCTGTACTACCCCG(
CGTGGAGCTGCGCAGCAACATGCTCGGGCTGCTGCTGTTCTTCGGCGCGCTCACGGTGAT
GCACTGGACGTCTACTCCGACGATATCTTCAGCAACCGCOKIEIATCATGTTCTTCGCCTG
CCTCGGCGTTCTGCCTGCTGTTGTTCATGTACCAGGGCCTGGGCCTGTTTCCCTACCTCAG!
GGTGATCTTCTGGTTCACCGGCAGCCTGCTGCTGTTCGGCGTGCAGCGCCTGCTGGTGCT(
CGGGCCTGGATGAAACGCGGCATGTACCTGCAACGGACGGTGATCCTCGGCTTCACCGAG.
ACCTGGCCGAATACCTGGTBRECCACGACATCCGCTCCGGCATCATCGGCTTCATCGACGA
CGAGCGGGTCCCGGAGAACTACAACTCGCTGCCGCTGCTGGGCAACACCAAGGACCTGGA
CGCCAGGAACAGGTCGACCAGGTGCTGGTCGCCCTGCCCTGGTTCGCCGAGGGGCGCAT(
TCCACCGCCTGCGGCAATTGCCGGTGAACGTCCTGCTGGTGCCGGACATGGCTGCCTTTA(
CAACCGCATCGTCGACGTTTCCGGAATCCCCATGTTCAACGCGTCCGAGCTGCCGCTGCGC
CCGCTGATCAAGCGCTGTGAGGACCTGGTCCTGGCGAGCATCGCGCTGGTCCTCTTCGCCI
CCCTGGTGGCCCTGGCGATCAGGCTCGACTCCAAGGGGCCGGTGCTGTTCCGGCAGAAAC
CAACAACCGGCTGATCTGGGTCTTCAAGTTCCGCTCGATGTMNAAGGACCGACGCCAACGCC
CGCCAGACCACCCGCGACGACGACCGCATCACCCGGGTCGGCCGCTTCATCCGCAAGACC
AGCTGCCGCAGCTGTTCAACGTGCTCGCCGGCAGCATGTCGATGGTCGGCCCGLGLCLCCC
GACCAAGGCCGCCGGCATTCCCTTCGAGGAGGCGGTCAGCGAATACAGCTCGCGCCACCC
GGCATCACCGGCTGGGUEHIALAACGGCTACCGCGGTGAGACCGACACCCTGCACAAGATCY
GCGTGGAATACGACCTCGAATACATCGCCAAGTGGTCGGTGTGGTTCGACCTCTACATCCT!
GGTGCCAGCCGTACTCCTGACCAAGGAAGTCTACTGA
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oprD
>NC_002516.2:c1045314 - 1043983

ATGAAAGTGATGAAGTGGAGCGCCATTGCACTGGCGGTTTCCGCAGGTAGCACTCAGTTCG
ACGCATTCGTCAGCGATCAGGCCGAAGCGAAGGGGTTCATCGAAGACAGCAGCCTCGACCT
CAACTACTATTTCAACCGTGACGGCAAGAGCGGCAGCGGGGACCGCGTCGACTGGACCCA,
ACCACCTATGAATCCGGCTTCACCCAAGGCACTGTGGGCTIIHIGECTTCGGCTACCTGG(
TGAAGCTCGACGGCACCTCCGACAAGACCGGCACCGGCAACCTGCCGGTGATGAACGACG
CGATGACTACAGCCGCGCCGGCGGCGCCGTGAAGGTGCGCATCTCCAAGACCATGCTGAA
ATGCAACCGACCGCCCCGGTCTTCGCCGCTGGCGGCAGCCGCCTGTTCCCGCAGACCGCC
AGCTGCAGAGCAGCGAATTREAGCTCGACCTCGAGGCAGGCCACTTCACCGAGGGCAAGG
CACCGTCAAATCGCGTGGCGAACTCTATGCCACCTACGCAGGCGAGACCGCCAAGAGCGC!
GGGGGCCGCTACGCAATCACCGATAACCTCAGCGCCTCCCTGTACGGCGCCGAACTCGAA!
GCCAGTATTACCTGAACAGCAACTACACCATCCCACTGGCATCCGACCAATCGCTGGGQA(
CATCTACCGCACAAACGATGAAGGCAAGGCCAAGGCCGGCGACATCAGCAACACCACTTGC
GCAGCCTACACTCTGGATGCGCACACTTTCACCTTGGCCTACCAGAAGGTCCATGGCGATC,
ATTATATCGGCTTCGGCCGCAACGGCTCTGGCGCAGGTGGCGACTCGATTTTCCTCGCCAA
GTACTCCGACTTCAACGGCCCTGGCGAGAAATCCTGGEAGIACTEACCTGAACCTAGCCTCC
GGCGTTCCCGGCCTGACTTTCATGGTCCGCTATATCAATGGCAAGGACATCGATGGCACCA
ACAACAACGTCGGCTATAAGAACTACGGCTACGGCGAGGATGGCAAGCACCACGAAACCAL
CAAGTACGTGGTCCAGTCCGGTCCGGCCAAGGACCTGTCGTTCCGCATCCGCCAGGCCTG!
AACGCCGACCAGGGCGANGAL CAGAACGAGTTCCGCCTGATCGTCGACTATCCGCTGTCGA
AA

Tabla 10. b) Secuencias de aminoé&cidos de P. aeruginosa PAOL.

LasR
MALVDGFLELERSSGKLEWSAILQKMASDLGFSKILFGLLPKDSQDYENAFIVGNYPAAWRE
GYARVDPTVSHCTQSVLPIFWEPSIYQTRKQHEFFEEASAAGLVYGLTMPLHGARGELGAL!
ENRAEANRFMESVLPTLWMLKDYALQSGAGLAFEHPVSKPVVLTSREKEVLQWCAIGKTSV
NCSEANVNFHMGNIRRKFGVTSRRVAAIMAVNLGLITL

PelA
MRFSKKGIAVLRLPSRRNILRPIECPLAWLAGLALALCAGTAAGAAGGPSSVAFWYAERPPL
FDWVVLEAAHLKPADVGYLKEQGSTPFAYLSVGEFDGDAAAIADSGLARGKSAVRNQAWN
APSWRAHLLKRAAELRKQGYAGLFLDTLDSFQLQAEERREGQRRALASFLAQLHRQEPGLLE
FEVLPELPGVASAVAVESIHAGWDAAAGQYREVPQDDRDWLKGHLDALRAIBMPPERRD
EARALAARLRSEGYVPFVSTPALDYLGVSDVEVQPRRIALLYDPREGDLTLSPGHVYLGGLL
RVDYLPTDQPLPERPLSGLYAGVVTWMTSGPPLASDAFDNWIAARLDEKVPVAFLAGLPTE
RLGIRRLSQKLKVKPSTETHDQALLGSFEAPLVIRIRDLPALTVLDPARVTPALKLKGDGKEY)\
TADWGGFALAPYVLEEGSEHRRWILDPFAFLRKALRLVPRREPENGRRIATVHIDGDGFVSR
EVPGSPYAGQQVLEDFIKPYPFLTSVSVIEGEVGPKGMYPHLARELEPIARRIFADDKVEVAS
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HPFFWQPQLAEQGENFEAQYGYKMAIPGYDKVDFVREVIGARDYIEQRLTTPRKPVKMIFW
DAATIKLAYDAGLMNVNGGNTALTRAFPSLTGLYPLIRPTRGGVQYYAPIINENVYTNLWQGH
RGVIDTFALTDSPRRLRGLHLYYHFYSGRSIRTMHQIYAAMQAEHPLSLWMSDYIPRLEGLH
SLAKRADGSWQLRGFAALRTVRLDPALGWPDLGRSTGVAGVRDLPQGRYVHLSAANARL\
RPALEEANLPLKHWRYRDDGRVEFAFAGHLPLRLVVRAAGDCRLSAAGKAFPGKAGNGLW
QVRDGQLVCR

PslA
MHSKSVDSLSLTRAGFIEYFLVATKLVHALTAIAPALFLLYYPGLVPVELRSNMLGLLLFFGAL
MFQALDVYSDDIFSNRLRFRIMFFAWASAFCLLLFMYQGLGLFPYLSSKLVIFWFTGSLLLFG
LVLRLYRAWMKRGMYLQRTVILGFTESGMHLAEYLVRNHDIRSGIIGFIDDRSERVPENYNSI
NTKDLEKLIRQEQVDQVLVALPWFAEGRIGAIVHRLRQLPVNVLLVPDMAARRYDVSGIPM
FNASELPLRGWSPLIKRCEDLVLASIALVLFAPLMALVALAIRLDSKGPVLFRQKRYGYNNRL|
KFRSMYTERTDANAERQTTRDDDRITRVGRFIRKTSIDELPQLFNVLAGSMSMVGPRPHAT/
IPFEEAVSEYSSRHRVKPGITGWAQINGYRGETDTLHKIKKRVEYDLEYIAKWSVWFDLYILF
AVLLTKEVY

OprD
MKVMKWSAIALAVSAGSTQFAVADAFVSDQAEAKGFIEDSSLDLLLRNYYFNRDGKSGSGD
GFLTTYESGFTQGTVGFGVDAFGYLGLKLDGTSDKTGTGNLPVMNDGKPRDDYSRAGGAV
MLKWGEMQPTAPVFAAGGSRLFPQTATGFQLQSSEFEGLDLEAGHFTEGKEPTTVKSRGE
ETAKSADFIGGRYAITDNLSASLYGAELEDIYRQYYLNSNYTIPLASDQSLGHPRTNDEGKAK
AGDISNTTWSLAAAYTLDAHTFTLAYQKVHGDQPFDYIGFGRNGSGAGGDSIFLANSVQYSI
EKSWQARYDLNLASYGVPGLTFMVRYINGKDIDGTKMSDNNVGYKNYGYGEDGKHHETNL
SGPAKDLSFRIRQAWHRANADQGEGDQNEFRLIVDYPLSIL

Protocolo del uso de las herramientas bioinforméaticas NCBI y UniProt para la
busqueda de genes y alineamiento de secuencias por el algoritmo BLAST

(Basic Local Alignment Search Tool)

Para la busqueda de genes y el acceso a las secuencias de nucleoétidos y proteinas,
es necesario conectarse al servidor de NCBI en la direccion:

https://www.ncbi.nim.nih.qgov/ . Posteriormente, en la parte superior de la pagina
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principal aparece una lista desplegable donde se muestran las diferentes bases de
datos de la pagina. Seleccionamos la base de datos de genes y en el criterio de
bldsqueda se establecen los términos que se desean buscar, por ejemplo oprD; y se
oprimel a o pSearahm “

A continuacién se muestra una lista de resultados con el nombre del gen,
descripcion, nombre del organismo, localizacion y MIM (mapa de interaccion
molecular). Al seleccionar la opcion deseada se muestra la informacion detallada del
gen que incluye un resumen, el contexto genomico, regiones gendmicas,
transcriptos y productos, donde se muestra una opci 0 FASTA” . Sel ec

esta opcion y se muestra la secuencia de nucleétidos del gen.

Para obtener la secuencia de aminoacidos, en la misma pagina debajo de la
referencia aparece una opcion con el nombre “ Ge n Bjaal keleccionarla se
despliega la informacion relacionada con el gen y en la parte posterior de la pagina

se muestra la secuencia completa de aminoacidos y nucleoétidos.

El analisis BLAST en NCBI se realiza accesando a la pagina:

https://blast.ncbi.nim.nih.qgov/Blast.cgi. Aqui se muestran diversas opciones de

acuerdo al de alineamiento que deseemos, ya sea entre nucleétidos o aminoacidos.

En la parte posterior de la pagina se muestra una barra de busqueda donde
podemos insertar el nombre del organismo para realizar el alineamiento entre todos
los genomas o proteomas disponibles de dicho organismo y para esto, ya insertado

el nombre del organSemdamo. damos <click en

A continuacién se muestra una pagina con cuatro pestafias superiores que permiten
elegir el tipo de alineamiento que deseamos hacer, ya sea de nucleétidos o
aminoacidos, posteriormente en el recuadro que aparece debemos pegar la
secuencia obtenida en formato FASTA o ingresar el nUmero de acceso del gen que

se encuentra en la base de datos del NCBI, en la parte posterior de la pagina se

encuentra |l a opcion “"BLAST” que debemos

alineamiento.
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Para el alineamiento de dos o0 mas secuencias, ingresamos a la pagina principal del
BLAST y seleccionamos el tipo de alineamiento ya sea de nucledtidos o
aminoaci dos. EnQueely” rppecquaamda o ldelsécuencia en
colocamos el numero de acceso del NCBI, en la parte posterior se localiza una
casilla que debemos marcar para que se desplie gu e e | r e Subjectddornde d e | “
ingresamos la otra secuencia, damos click en BLAST y empezara a correr el

alineamiento.

En la pagina de resultados, se muestra una breve descripcion de las secuencias que
se trabajaron, ademas de la descripcion del alineamiento que incluye los scores, el

valor E, y el porcentaje de identidad.

Para la busqueda de las secuencias en UniProt, debemos acceder al servidor en la

direcciéon: https://www.uniprot.org/uniprot/. En la parte superior de la pagina se

muestra una barra de busqueda donde se deben ingresar los criterios de busqueda,

una vez ingresados s8eardhd. cl i ck en | a opci 6n

Posteriormente se despliega una lista con la entrada, el nombre de la proteina, el
nombre del gen, el organismo y la longitud de la secuencia. Seleccionamos la opcion
deseada dando <cl ik al val or al fangEnrydéy i co
obtendremos toda la informacion relacionada con ese gen. La secuencia de
aminoacidos se localiza en la parte posterior de la pagina, ademas se muestran

diferentes bases de datos donde también se puede encontrar la secuencia.

El analisis BLAST en UniProt se realiza ingresando a la pagina:

https://www.uniprot.org/blast/. En el recuadro que aparece se puede ingresar una

secuencia de nucledtidos o aminoacidos en formato FASTA o el valor alfanumérico
gue aparece en |l a columna ®“Entry?” cuando b
P41143. Posteriormente damos click en la o p ¢ RUnrBLAST” y comenzara el

alineamiento.

En la pagina de resultados se muestran una vision general de las secuencias de
aminoacidos que comparten algun porcentaje de homologia con la secuencia del

alineamiento, estas se presentan a manera de lista con el nUmero de entrada o el
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val or al f Bntryo rriénombie ale |4 proteina y una barra que representa el
porcentaje de identidad en una gama de colores, siendo de color rojo el porcentaje
100 de identidad y azul el porcentaje 0. Al dar click en la barra de color de las
proteinas se muestra el alineamiento a detalle de la secuencia de aminoacidos
ademas del resumen con los valores como el porcentaje de identidad, el valor E,
score y la longitud de cada secuencia.

Posteriormente y de manera resumida en la pagina se muestran los alineamientos
de las mismas proteinas con el valor E, el score y el porcentaje de identidad; por
ultimo en la parte posterior de la pagina se describe detalladamente las

caracteristicas del alineamiento.
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VII. RESULTADOS

Andlisis in silico de los marcos de lectura abierta de los genes implicados en

la virulencia

En la busqueda de genes implicados en la virulencia en las bases de datos del NCBI
para P. fluorescens se identificaron a los genes responsables de la biosintesis del
flagelo, pili y los sistemas de secrecion (Tabla 11). En la busqueda para P.
alcaligenes se obtuvieron genes que codifican el flagelo, el pili, los LPS, la

biopelicula, el QS, los sistemas de secrecion y resistencia a antibidticos (Tabla 12).

En P. poae la busqueda en la base de datos ENTREZ de NCBI permitié evidenciar
gue se han descrito algunas proteinas como factores de virulencia como resultado
del andlisis computacional usando el método de homologia de proteinas, sin
embargo no hay reportes en la literatura de ningun factor de virulencia (Tabla 13).

Para P. salomonii no se encontraron genes implicados en la virulencia.

Tabla 11. Factores de virulencia caracterizados en P. fluorescens (NCBI, 2021).

Factor de virulencia Genes

fliD,fliE, fliF, fliG, fliH, flil, fliJ, fliR, fliN, fliQ, flhA,

Flagelo
L flnB

Pili flp, pilP, pilM,pilQ, pilT, pilw, pilV, pilX,fimV

SST2: gspG, gspK
SST3: sctC, sctL, stcQ, sctR, sctS, sctU, sctV,
sctW, escU
SST4: icmH, dotU
SST6: tssA, tssB, tssC, tssE, tssF, tssG, tssH,

Sistemas de secrecion

tssl, tssJ, tssK, tagF, tagH, tagO, hcp, vgrG
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Tabla 12. Factores de virulencia caracterizados en P. alcaligenes (NCBI,2021).

Factor de virulencia Genes

fleQ, fliC, fliE, fliF, fliG, fliH, flil, fliJ, fliK, fliL, fliM, fliN,
Flagelo flio, fliP, fliQ, fliR, fliS, fliT, flhA, flhB, flhD, flhG, flgA-
J, flgK, flgL, flgM, figN, motA, motB, motY

Pili pill, pild, pilH, pilG, fimX, fimW
oS IpXA, IpxB, IpxC, IpxD, IpxH, IpxI, IpxK, waaA, paglL,
gmhABC
Biopelicula psl, alg44, bifA, sadC, mucR

aphA, phnA, phnB, rhlA, phzC, gseC, qseB, kdpE,

Quorum sensing
clp, zur, toxB, toxE, toxF, toxI

SST1: tolC
Sistemas de secrecion SST2: gspC, gspD, gspE, gspF-M
SST6: vgrG, hep, lip, icmF, dotU, clpV, pppA

Resistencia a mexJK/oprM, mexEF/oprN, ampG, ampC, nagZ, ftsl,

antibioticos nalD, mexA/AcrA, mexB/AcrB

Tabla 13. Proteinas de virulencia descritas en P. poae por el método de
homologia de proteinas (NCBI, 2021).

No. acceso Gen Bank Funcién
Proteina de la familia del factor de virulencia tipo
QOQ75549 alfa/beta hidrolasa
ROM52731.1 (Vird) Sistema de secrecion tipo IV y transporte vesicular
Q0Q76067.1 Regulador transcripcional, factor virulencia familia B

Metabolismo secundario y virulencia/
AZP73236.1 (TusA)
sulfurotransferasa

ROM52579.1 Factor de virulencia putativo del QS
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ROM52570.1 (BrkB) Factor de virulencia ribonucleasa

KRP47743.1 Ribonucleasa
ROM50610.1 Metaloproteasa tipo serralisina
ROM33879.1 Metaloproteasa tipo serralisina
ROM49808.1 Hemolisina
KRP52723.1 Hemolisina
ROM33200.1 (AidA) Autotransportador del SST5, adhesina
KRP54719.1 Autotransportador del SST5
KRP51770.1 ATP sintasa flagelo especifica, SST3

WP_060549840
(Wcald)

Fosfotransferasa, biosintesis de LPS

Identificacién in silico de los marcos de lectura abierta de los genes de

virulencia lasR, pelA, pslA 'y oprD

Empleando el algoritmo BLAST de NCBI para el analisis por comparacion de
secuencias de nucleétidos de los genes de P. aeruginosa PAO1 se encontraron
altos porcentajes de identidad en P. fluorescens para los cuatro genes: lasR (99%),
pelA (99%), pslA (99%) y oprD (92%); seguido de P. poae que presentod identidad
con dos genes:. pslA (77%) y oprD (86%); sin embargo no se encontraron
coincidencias en las demas especies analizadas del género Pseudomonas, ni
tampoco en las tres especies del género Aeromonas (Tabla 14).

En el analisis BLAST de NCBI para comparacion de secuencias de aminoacidos de
los genes de P. aeruginosa PAO1 (Tabla 15) se evidencié una pequeiia variacion
respecto a que las Unicas especies en presentar homologia de secuencias
aminoacidicas con porcentajes de identidad variable para los cuatro genes fueron P.
fluorescens: lasR (47%), pelA (99%), pslA (97.03%), oprD (73%) y P. poae: lasR
(30%), pelA (65%), pslA (69.39%), oprD (62%).
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En el analisis de las secuencias de aminoacidos del gen lasR todas las especies
presentaron algun porcentaje de identidad, siendo el mayor el de P. fluorescens
(47%), seguido de P. salomonii (41%).

Con excepcion de P. fluorescens (99%) y P. poae (65%), el gen pelA no presento
homologia con ninguna de las especies analizadas; el gen oprD mostré un alto
porcentaje de identidad con P. alcaligenes (99%) siendo el mayor entre todas las
especies analizadas seguido de P. fluorescens (73%), de las tres especies de
Aeromonas la unica que presento homologia fue A. veronii (36%), en el caso de A.

hydrophila y A. caviae no se evidenciéo homologia.

El gen pslA se identific6 en todas las especies de Pseudomonas y presentod
diferentes porcentajes de identidad, el menor correspondié a P. alcaligenes
(39.72%) y el mayor a P. fluorescens (97.03%); en las especies A. hydrophila
(42.56%), A. caviae (46.39%) y A. veronii (45.92%) el porcentaje fue variable pero
menor en comparacién con las especies del genero Pseudomonas (Tabla 15).

Por medio del algoritmo BLAST de UniProt, en el analisis por comparaciéon de
secuencias de nucleétidos de los genes de P. aeruginosa PAO1 se encontraron
porcentajes de identidad Unicamente en P. fluorescens para los cuatro genes: lasR
(33.3%), pelA (69.7%), pslA (69.4%), oprD (46.8%) (Tabla 16). En el analisis por
comparacion de las secuencias de aminoacidos los porcentajes de identidad fueron

idénticos a los del analisis de secuencias de nucledtidos (Tabla 17).
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Tabla 14. Andlisis tipo BLAST de NCBI de la secuencia de nucledtidos de los

genes lasR, pelA, pslA y oprD en especies del género Pseudomonas y

Aeromonas.

Especie
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas alcaligenes

Pseudomonas poae
Pseudomonas salomonii
Aeromonas hydrophila

Aeromonas caviae

Aeromonas veronii

lasR
100%
99%

pelA
100%

99%

pslA
100%
99%

7%

oprD
100%
92%

86%

Tabla 15. Andlisis tipo BLAST de NCBI de la secuencia de aminoacidos de los

genes lasR, pelA, pslA y oprD en especies del género Pseudomonas y

Aeromonas.

Especie

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas fluorescens

Pseudomonas alcaligenes

Pseudomonas poae
Pseudomonas salomonii
Aeromonas hydrophila
Aeromonas caviae

Aeromonas veronii

lasR

100%

47%

31%

30%

41%

29%

28%

31%

pelA

100%

99%

65%

pslA

100%

97.03%

39.72%

69.39%
70.02%
42.56%
46.39%

45.92%

oprD

100%

73%

99%

62%

60%

36%

77



Tabla 16. Andlisis tipo BLAST de UniProt de la secuencia de nucleétidos de

genes lasR, pelA, pslA y oprD en especies del género Pseudomonas

Aeromonas.

Especie
Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas alcaligenes
Pseudomonas poae
Pseudomonas salomonii
Aeromonas hydrophila
Aeromonas caviae

Aeromonas veronii

lasR

100%

33.3%

pelA

100%

69.7%

pslA

100%

69.4%

oprD
100%

46.8%

0s

Tabla 17. Analisis tipo BLAST de UniProt de la secuencia de aminoacidos de los

genes lasR, pelA, pslA y oprD en especies del género Pseudomonas

Aeromonas.

Especie
Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas alcaligenes
Pseudomonas poae
Pseudomonas salomonii
Aeromonas hydrophila
Aeromonas caviae

Aeromonas veronii

lasR

100%

33.3%

pelA

100%

69.7%

pslA

100%

69.4%

oprD
100%

46.8%

y
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Analisis in silico de la presencia del operdon psl en especies de Pseudomonas
y Aeromonas

El analisis de secuencias de aminoacidos con el algoritmo BLAST de NCBI
evidencio que las especies P. fluorescens, P. poae y P. salomonii presentaron altos
porcentajes de identidad con los once marcos de lectura abierta de los genes
analizados del operon psl de P. aeruginosa PAOL. En el caso de P. alcaligenes solo
presentd porcentaje de identidad con cuatro: pslA (39.72%), psIB (60.29%), psli
(31.39%), pslIL (29.04%).

En las especies de Aeromonas los resultados fueron diferentes, presentandose
porcentajes de identidad variables para cuatro de los once marcos de lectura abierta
de los genes del operdn en las tres especies. En A. hydrophila: pslA (56%), psIB
(56.20%), psID (31.46%), psll (34.29%); A. caviae: pslA (46.39%), psIB (50.11%),
plsD (32.12%), psll (29.69%) y A. veronii: pslA (45.92%), psIB (56.20%), psID
(30.90%), psll (31.09%), para el resto de los marcos de lectura abierta del operén no

se encontro identidad (Tabla 18 a).

En el analisis de secuencias de aminoacidos con el algoritmo BLAST de UniProt la
Unica especie que evidencio porcentaje de identidad con los once marcos de lectura
abierta de los genes analizados del operon psl de P. aeruginosa PAO1 fue P.

fluorescens, arrojando porcentajes similares a los del andlisis BLAST de NCBI.

P. alcaligenes mostré porcentaje de identidad con el marco de lectura abierta del
gen psIiB (60.3%); y de las especies de Aeromonas, Unicamente A. hydrophila
mostré porcentaje identidad con el marco de lectura abierta de dos genes: psIB
(55.5%) y psID (30.9%) (Tabla 18 b)
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Tabla 18. Andlisis tipo BLAST de las secuencias de aminoacidos de 11 genes del

operon psl de P. aeruginosa PAOL en especies de Pseudomonas y Aeromonas.

a)
Especie

Pseudomonas

aeruginosa

Pseudomonas

fluorescens

Pseudomonas
alcaligenes

Pseudomonas

poae

Pseudomonas

salomonii

Aeromonas

hydrophila

Aeromonas

caviae

Aeromonas

veronii

b)

Especie

Pseudomonas
aeruginosa
Pseudomonas
fluorescens
Pseudomonas
alcaligenes
Pseudomonas

poae

pslA

100%

97.03%

39.72%

69.39%

70.02%

42.56%

46.39%

45.92%

pslA

100%

64.9%

psiB

100%

75.88%

60.29%

74.90%

74.69%

56.20%

50.11%

56.20%

psiB

100%

74.3%

60.3%

psiC

100%

77.23%

76.90%

76.24%

28.71%

42%

psiC

100%

75.2%

psiD

100%

100%

73.71%

72.91%

31.46%

32.12%

30.90%

psiD

100%

72.1%

psiH

100%

76.73%

76.73%

75.99%

26.89%

25.42%

psiH

100%

76.20%

psll

100%

76.02%

31.39%

75.41%

75.48%

34.29%

29.69%

31.09%

psli

100%

74.9%

psiL

100%

81.20%

29.04%

80.77%

81.41%

psiL

100%

80.7%
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Pseudomonas - - - - - o a - - - -

salomonii

Aeromonas - 55.5% - 30.9% - - - - - - -
hydrophila

Aeromonas - - - - - - o - - - -
caviae
Aeromonas - - - - - - - - - - -

veronii

a) Porcentajes de identidad derivado del analisis BLAST de NCBI. b) Porcentajes de
identidad derivado del analisis BLAST de UniProt.
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VIIl. DISCUSION

El andlisis de secuencias es una de las actividades fundamentales en la
bioinforméatica, ya que representa el primer paso hacia la prediccion de una posible
funcion de las secuencias de los nuevos genomas completos que se descubren
cada dia, siendo la bioinformatica esencial para la gestion de datos en la biologia
moderna (Gonzalez et al.,, 2016). Aunado a esto, algunas aplicaciones que se le
dan a las bases de datos de secuencias incluyen el disefio de oligonucleétidos para
la clonacion de genes, el estudio de la filogenia o evolucion de las proteinas, la
clonacién de nuevos genes en especies sin tener mucha informacion respecto a su
genoma y la secuencia de sus genes, y el reconocimiento de los dominios

conservados junto con las secciones mas relevantes de una secuencia.

En cuanto a la identificacion de proteinas, de muchos de los genes que ya han sido
secuenciados se desconoce su funcion bioldgica y el analisis de secuencias brinda
informacion acerca de los marcos de lectura abierta, de los dominios, y la interaccion
de las proteinas entre si, o con el ADN y ARN permitiendo determinar su posible
funcion biologica. Siendo todo esto vital para el mejor entendimiento de los

organismos y su importancia biologica (Gonzéalez et al., 2016).

De la busqueda in silico de los genes implicados en la virulencia se puede destacar
gue P. alcaligenes comparte varios de los factores de virulencia descritos para P.
aeruginosa; pero a diferencia de esta, P. alcaligenes se considera un raro patégeno
oportunista e incluso se sabe poco sobre su importancia clinica por las dificultades
en su identificacion y diferenciacion entre otras especies de Pseudomonas (Suzuki
et al., 2014). Los factores de virulencia de P. alcaligenes encontrados en este
trabajo y que comparte con P. aeruginosa incluyen el flagelo, el pili, los LPS, genes
implicados en la formacién de biopelicula, sistemas de QS, sistemas de secrecion y
bombas de eflujo. Aunado a esto, también se evidencié un alto porcentaje de
identidad del ORF que corresponde a la porina OprD de P. alcaligenes mediante el
analisis in silico con el gen oprD de P. aeruginosa, lo que podria indicar que esta

especie tiene la capacidad de generar resistencia a antibiéticos, especificamente a
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carbapenémicos, los cuales son empleados para el tratamiento de las infecciones

por Pseudomonas (Li et al., 2012).

Actualmente, las infecciones reportadas por P. alcaligenes son pocas, pero el hecho
de presentar similaridad con una gran cantidad de factores de virulencia de P.
aeruginosa, y la presencia de la porina oprD en el genoma de esta especie, son
indicadores que sugieren que esta especie podria presentar la capacidad de
convertirse en un patdgeno oportunista prevalente en el ambiente nosocomial con la

habilidad de generar resistencia a antibiéticos, lo que dificultaria su tratamiento.

En este trabajo la busqueda de genes implicados en la virulencia en P. poae
permiti6 evidenciar que se han descrito algunas proteinas como factores de
virulencia, sin embargo esta no es considerada una bacteria patégena en humanos
(Woodring y Farrell, 2019) ya que no existen casos clinicos reportados; ademas por
el tipo de factores de Vvirulencia que presenta como las hidrolasas,
sulfurotransferasas, serralisinas y hemolisinas, los resultados serian consistentes
con los de Woodring y Farrelm, 2019 donde indican que la patogénesis esta limitada
a los globulos rojos en almacenaje; sin embargo se debe tomar en cuenta que
podria actuar como oportunista y su presencia implicaria un alto riesgo para la salud
en el caso particular de la sangre almacenada para transfusién ya que la presencia
de P. poae representaria el principal vehiculo para su diseminacion; enfatizando que
los pacientes que requieren transfusiones sanguineas estan en mayor riesgo por el

compromiso de su sistema inmune.

En P. fluorescens el conocimiento acerca de la formacion de biopelicula ha llevado a
la descripcién de algunos genes implicados en este proceso como los reguladores
FleQ, AmrZ y AdnA, implicados en la movilidad y la formacion de biopelicula
respectivamente; estos reguladores también estan involucrados en la sintesis de
EPS y la expresion de los operones psl y pel en P. aeruginosa (Blanco-Romero et
al., 2018; Robleto et al., 2003). Ademas se han descrito algunos componentes de la
matriz extracelular de P. fluorescens como las fibras amiloides que son codificadas

por el operon fap (fapABCDEF) y cuatro clister de genes involucrados en la
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biosintesis de polisacaridos los cuales son: PNAG, que es codificado por el operén
pgaABCD, el polisacéarido acidico (Pap) codificado por papA-P, alginato codificado
por alg, y levan codificado por IscA (Dueholm et al., 2013; Blanco-Romero et al.,
2020); y algunas las proteinas de adhesion involucradas en la formacion de
biopelicula como lapA, lapD y mapA (Collins et al., 2020; Boyd et al., 2014); sin
embargo ningun trabajo se habia enfocado en la investigacion de la posible
presencia del operdn psl o algunas proteinas homologas en P. fluorescens

En este trabajo los resultados generados del analisis de las secuencias de
aminoacidos del operdn psl de P. aeruginosa en P. fluorescens mostraron un alto
porcentaje de identidad en todas las proteinas analizadas, lo cual es consistente con
los resultados de Romero-Blanco et al., 2020; donde por medio del analisis de la
distribucién de los componentes de la matriz de EPS en 611 genomas completos de
diversas especies de Pseudomonas, determinaron la presencia de algunas
proteinas codificadas por el operén psl, las cuales incluyen PsIC, PslIE, PslIF, PsIG,
Psll, PslJ, PslIK y PsIL; y que se encuentran en mas del 75% de los genomas
analizados de P. fluorescens; ademas el analisis revel6 de manera interesante que
las proteinas de psl no estan presentes en los grupos de especies donde se
encuentran las proteinas de pap con excepcion de algunas otras especies de
Pseudomonas como P. chlroraphis y P. protegens. Aunado a esto, analizaron in
silico el cluster pap para describir las funciones de las proteinas, dentro de las
cuales se ha descrito a la proteina PapC como ortéloga a la glicosiltransferasa de P.
aeruginosa, PslA analizada en este trabajo (Blanco-Romero et al., 2020). Estos
resultados permiten determinar la posible participacién de los productos del operon

psl en la formacion de biopelicula en P. fluorescens.

Para P. poae no existen en las bases internacionales reportes de los genes ni de los
mecanismos relacionados con la produccion de EPS o la formacién de pelicula en
esta bacteria, sin embargo en este trabajo se identificaron las proteinas de virulencia
anteriormente descritas. Con los resultados generados en este trabajo se sugiere la
posible participacion de las proteinas del operdn psl en la formacién de biopelicula

en P. poae, lo cual seria consistente con su papel como bacteria promotora de
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crecimiento vegetal (Muller et al., 2013) o en contraparte, esta caracteristica
fisiolégica podria implicar un importante factor de virulencia en el caso de que esta

bacteria actuara como patdgena oportunista.

De manera similar, en P. salomonii se desconocen los mecanismos de virulencia y la
produccién de EPS o la formacion de biopelicula y no han sido documentados en las
bases de datos internacionales. El resultado del analisis en este trabajo evidencié un
alto porcentaje de homologia en todas las proteinas estudiadas del operon psl de P.
aeruginosa, por lo que se sugiere que la expresion de estos genes mantengan un
posible rol en la formacion de biopelicula. P. salomonii es una bacteria patdégena en
ajo y las lesiones de la enfermedad se pueden observar en las hojas y en los bulbos
con una coloracion café y la consecuente marchitacion de las hojas, sin que el bulbo
se vea afectado (Sawada et al.,, 2020). Sin embargo, no se debe descartar su
posible transmision y patogenicidad en humanos ya que de entre todas las especies
de Pseudomonas el grupo méas cercano monofiléticamente es P. fluorescens
(Sawada et al., 2020), lo que indicaria que probablemente comparte algunas

caracteristicas patogénicas con esta especie por su origen filogenético.

En las especies de Aeromonas el conocimiento de los factores que influencian la
formacion de biopelicula estan limitados al estudio de los genes del flagelo polar
(flaA, flaB), flagelo lateral (lafA, lafB, fliU), pili tipo IV (tap, msh, tfp) y genes de
guimiotaxis (cheA, cheB, cheY); por otra parte estd bien documentado que el
desarrollo de biopelicula en superficies esta influenciado por la sefalizacion del QS
(Kirov et al., 2004; Awan et al., 2018); sin embargo el mecanismo no esta descrito en

estas especies.

Otros factores asociados como la capa-S, la auto agregacion celular y la produccion
de enzimas extracelulares desempefian un papel importante en la adherencia y la
formacion de biopelicula (Chenia y Duma, 2016); sin embargo es de gran relevancia
investigar el desarrollo de la biopelicula debido a que esta estructura es importante
para el proceso de adhesion a las superficies bidticas y abidticas; por otra parte este

mecanismo de virulencia puede influenciar de manera importante en los procesos
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infecciosos causados por estas bacterias, asi la caracterizacién del desarrollo de la
biopelicula puede ayudar a prevenir y tratar los brotes de las infecciones causadas

por estas bacterias.

Recientemente se ha sugerido el papel de las vesiculas extramembrana (VE) en la
formacion de biopeliculas en las Aeromonas, debido a su posible participaciéon como
transportadores de las moléculas inductoras del QS contribuyendo a la transduccion
de las sefiales bacterianas como lo han reportado algunos estudios desarrollados en
P. aeruginosa (Cooke et al., 2019), Helicobacter pilory (Yonezawa et al., 2009),
Vibrio cholerae (Berk et al., 2012) y Vibrio fischeri (Shibata y Visick, 2012) donde
muestran que las VE pueden contribuir a la formacion de la biopelicula debido a que
varias proteinas que constituyen la matriz extracelular de esta, se derivan de la
membrana externa, por lo tanto el incremento extracelular de las VE promueve la
formacién de biopelicula; sin embargo poco es sabido sobre el mecanismo
molecular involucrado en la formacion de biopelicula en Aeromonas (Seike et al.,
2021) y la produccion de EPS que hasta el momento no estd bien entendida y

documentada.

En este trabajo, los resultados del andlisis con las secuencias de aminoacidos del
operdn psl mostraron que en A. hydrophila, A. caviae y A. veronii, las secuencias de
pslA, psIB, psID y psll de P. aeruginosa presentaron algin porcentaje de identidad
con el proteoma de estas especies, sugiriendo que estas proteinas podrian estar
presentes e involucradas en algun proceso relacionado con la produccion de EPS o

la formacion de biopelicula en Aeromonas.

Un dato importante de resaltar es la diferencia que se obtuvo entre los porcentajes
de identidad con el uso de los algoritmos BLAST de las dos plataformas empleadas:
NCBI y UniProt. Principalmente esto se debe a que la primera plataforma contiene
una base de datos mas amplia donde se integran genomas completos de varias
especies de bacterias, en cambio en la base de datos de UniProt la informacion es
mas especializada en cuanto al nimero y variedad de genomas existentes, en

consecuencia los resultados son mas especificos en comparacién con el analisis
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realizado con el algoritmo BLAST de NCBI. Sin embargo, los resultados que se
muestran son consistentes y similares en cuanto a los porcentajes obtenidos en la

base de datos de UniProt.
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IX. CONCLUSIONES

La busqueda in silico en bases de datos permitid identificar algunas proteinas
hipotéticas como posibles factores de virulencia en P. poae que aun no han sido

documentadas en la literatura.

Los principales porcentajes de identidad obtenidos en el analisis aminoacidos de los
genes pelA en P. fluorescens (99%), pslA en P. fluorescens (97.03%) y P. salomonii
(70.02%); y oprD en P. alcaligenes (99%) y P. fluorescens (73%), permitieron de
manera preliminar identificar la presencia de proteinas hipotéticas en el genoma de
estas especies, homélogas a las caracterizadas en P. aeruginosa PAO1.

El andlisis in silico de las secuencias de aminoacidos de los genes del operdn psl
permitio identificar la presencia de proteinas hipotéticas homoélogas en el proteoma
de P. poae y P. salomonii, por lo que esto permite sugerir que estas especies
forman biopelicula, la cual puede desempefiar un rol en la patogénesis. En las tres
especies de Aeromonas, el analisis de las secuencias en este trabajo permitid
identificar algunas proteinas hipotéticas como PslA, PsIB, PsID y Psll que podrian

estar involucradas en la formacion de biopelicula.

En P. fluorescens los resultados del analisis de secuencias de aminoacidos del
operdn psl permiten concluir que esta bacteria posee algunas proteinas hipotéticas
homoélogas a las del operdn psl de P. aeruginosa PAOL, lo que indica la posible
produccion del EPS Psl como un componente de la matriz extracelular y la

biopelicula.

La identificacion preliminar de las proteinas hipotéticas homologas en este trabajo
genera una directriz para iniciar el trabajo experimental y determinar la presencia y
funcién de estas proteinas hipotéticas en P. fluorescens, P. poae y P. salomonii, A.

hydrophila, A. caviae y A. veronii.
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