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1. INTRODUCCION

1.1 Serratia marcescens

Serratia marcescens es una bacteria Gram negativa, anaerobio facultativo, mévil,
perteneciente a la familia Enterobacteriaceae. Puede crecer en un amplio rango de
temperaturas (5-40°C) y de pH (5-9), ademas se caracteriza por la produccién de
un pigmento rojo llamado prodigiosina. Esta especie fue descrita originalmente en
1819 por el farmacologo italiano Bizio, reconociéndola como el microorganismo
causal del pigmento generado en papilla de maiz [51, 56]. El género Serratia
consta de 18 especies las cuales pueden ser aisladas de una gran diversidad de
nichos, incluyendo suelo, agua, o como agentes patdgenos de plantas y
artropodos. S. marcescens destaca por su presencia en soluciones y superficies
inertes en el ambiente hospitalario, asi como por el desarrollo de infecciones
nosocomiales oportunistas en pacientes debilitados. [44, 95]. En este contexto, los
brotes mas importantes asociados a S. marcescens ocurren en unidades de
cuidados neonatales o de cuidados intensivos, adicionalmente la prevalencia de
este patdgeno en el ambiente hospitalario favorece la aparicibn de cepas
multidrogo-resistentes [65, 94]. En seres humanos, los sitios anatdmicos mas
comunmente colonizados por S. marcescens son el tracto digestivo, tracto
respiratorio y el tracto urinario. Ademas, la presencia de S. marcescens en las
uiias del personal dedicado a la salud representa un riesgo de transmision hacia

sujetos vulnerables [21]. En afios recientes se ha reportado un notable incremento



en infecciones por especies del género Serratia particularmente de las especies S.
liguefaciens, S. odorifera y S. marcescens, siendo esta Ultima la mas
frecuentemente aislada [1]. Actualmente, S. marcescens se considera una causa
importante de bacteriemia, neumonia, queratitis, endocarditis, meningitis e
infecciones de heridas y de vias urinarias [43, 51], afectando principalmente

pacientes en cuidados intensivos y neonatos [28, 30].

Se han estudiado diferentes aspectos de S. marcescens respecto a su patogenia y
virulencia, lo que incluye su capacidad para adherirse a superficies, su
hidrofobicidad, su lipopolisacarido (LPS) y los productos secretados al medio.
Estos ultimos cumplen un papel crucial como factores de virulencia durante el
desarrollo de las infecciones por S. marcescens, a la fecha se han descrito
diversas quitinasas, lipasas, cloroperoxidasa, ADNasa, hemolisina y diferentes

proteasas [42, 67]

1.2 Epidemiologia de S. marcescens

Hasta la primera mitad del siglo XX S. marcescens era considerado un
microorganismo sapréfito no dafiino, si bien en 1913 se describieron los primeros
casos de infecciones por esta bacteria en humanos, es hasta la década de los
50"s cuando adquiere un caracter de patbgeno oportunista asociado a importantes
brotes en el ambiente nosocomial [2, 88]. Las infecciones causadas por S.
marcescens pueden presentar un amplio rango de manifestaciones clinicas desde

colonizacion asintoméatica hasta queratitis, conjuntivitis, infecciones en el tracto
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urinario, neumonia, infeccion de herida postquirdrgica, septicemia y meningitis, sin
embargo los sitios donde més frecuentemente es aislado este microorganismo es,
en orden decreciente, el sistema circulatorio, aparato respiratorio y tracto
gastrointestinal [35, 51]. Actualmente, S. marcescens representa el tercer
patbgeno més frecuentemente aislado relacionado a brotes epidémicos en areas

de cuidado neonatal [35].

El programa internacional de vigilancia epidemiolégica SENTRY, reporté durante
el periodo 1997-2008, a S. marcescens como el séptimo patdgeno bacteriano
asociado a cuadros de neumonia, con una incidencia de 4.1, 3.2y 2.4% en EUA,
Europa y Latinoamérica, respectivamente [43]. Mientras que para el periodo 2009-
2011, el programa SENTRY evidencié que el 6.5% de las infecciones ocasionadas
por Gram negativos en pacientes de unidades de cuidados intensivos de EUA y
Europa, se encuentran relacionadas con S. marcescens [75]. Ademas, reportes
recientes muestran un incremento en la incidencia de infecciones por S.
marcescens en diferentes regiones de Latinoamérica, incluido México [33, 34], se
sugiere que dicho incremento se relaciona con la resistencia intrinseca de S.
marcescens a diferentes antimicrobianos, entre los que figuran B-lactamicos,
cefalosporinas, aminoglucdésidos, ciprofloxacina, cloranfenicol, polimixinas y
tetraciclinas [87]. De acuerdo con lo anterior, la Organizacion Mundial de la Salud
considera a S. marcescens como un objetivo prioritario de investigacion para el

desarrollo de nuevas estrategias antimicrobianas [18]



1.3 Resistencia antibidtica

Las cepas de S. marcescens relacionadas a brotes epidémicos han sido
evaluadas con respecto a su resistencia antibidtica, evidenciando una alta
resistencia a distintos antibidticos de uso comun incluidos B-lactamicos,
tetraciclinas, aminoglucosidos, quinolonas, macrolidos y péptidos antimicrobianos
[61, 77]. La resistencia intrinseca de S. marcescens estd asociada a genes de
resistencia antibidtica (ARGs, por sus siglas en inglés), incluidos mdultiples genes
de bombas de flujo conservados entre distintas cepas de S. marcescens, algunos
de estos genes se encuentran incluso conservados en todos los miembros del

género Serratia [12].

De acuerdo con estudios filogenéticos y genOmica comparativa entre cepas
aisladas de diferentes nichos se ha descrito que las cepas clinicas de S.
marcescens codifican un mayor nimero de genes de resistencia adquirida en
comparacién con las cepas ambientales. La frecuencia general de ARGs entre 32
genomas analizados corresponden a 0.13% genes relacionados a resistencia a
macrélidos, 0.54% para sulfonamidas, 3.69% para cloranfenicol, 3.96% para
quinolonas, 7.11% para aminoglucésidos, 20.38% para B-lactamicos y 56.22%
para péptidos antimicrobianos [77]. Adicionalmente, en Polonia y Taiwan se ha
documentado un 19 y 12%, respectivamente, de aislados codificantes de B-
lactamasas de espectro extendido (ESBL) [62] [25]. En México existen pocos
estudios formales que aborden la resistencia antimicrobiana de las cepas de S.

marcescens circulantes, sin embargo, un estudio reciente por Gonzalez y



colaboradores que involucré 193 aislados clinicos provenientes de ocho centros
médicos localizados en el centro y noreste del pais reporté un 100% de resistencia
a ampicilina, ademas de una baja susceptibilidad a ciprofloxacina (78.7%) y

amikacina (75.6%) [38].

1.4 Patogénesis y factores de virulencia de S. marcescens

A la fecha se han descrito diferentes factores que contribuyen a la patogenicidad
en S. marcescens, entre los que destacan pilis, una hemolisina, LPS y enzimas
degradativas extracelulares. La expresion de pilis en S. marcescens y bacterias
relacionadas juega un importante papel durante la adherencia e invasion del
hospedero [70], contribuyendo al establecimiento de un proceso infectivo [27, 52].
Se ha sugerido la existencia de dos clases de adhesinas asociadas al pili de S.
marcescens, denominadas resistente y sensible a manosa, respectivamente.
Debido a que exhiben un comportamiento diferente en presencia de D-manosa en
sangre. En algunas infecciones el dafio al tejido es debido al fenédmeno
inflamatorio localizado, incluida la accién de los leucocitos polimorfonucleares
(PMNLs) [10]. En este sentido, Mizunoe y colaboradores tras evaluar cepas de S.
marcescens causantes de infeccién en tracto urinario, asociaron la presencia del
pili sensible a manosa con la activacion de PMNLs, la produccion de especies

reactivas de oxigeno y la consecuente afectacion del tejido urinario [58].

Por otra parte, la hidrofobicidad de S. marcescens ha sido vinculada con la

capacidad de adherirse a superficies como catéteres y otros plasticos. De acuerdo
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con esto, se considera que el pigmento prodigiosina podria funcionar como
hidrofobina, en contraparte el aminolipido serratamolida operaria como hidrofilina
[6]. No obstante, por ser la hidrofobicidad una caracteristica termodependiente
(con el mejor desempefio a 30°C), se sugiere que ésta se pierde durante la

invasion de un hospedero humano [4, 73].

El LPS es el mayor componente de la membrana externa de las bacterias Gram
negativas, cumple con un rol estructural contribuyendo a la rigidez celular y
mediando el contacto con el espacio extracelular. Debido a su baja permeabilidad
protege a la bacteria de estresores externos como los compuestos antimicrobianos
y debido a su papel en la activacion del sistema inmune del hospedero es
considerado uno de los patrones moleculares asociados a patogenos (PAMP, por
sus siglas en inglés) [29]. EI LPS se compone de tres regiones: el lipido A, la
region nucleo y el antigeno O. El antigeno O (somatico) es una cadena variable de
azucares, la cual determina el serotipo del microorganismo. En Serratia se han
descrito 24 antigenos somaticos [36]. La deteccion del lipido A por parte del
hospedero desencadena la liberacion de citocinas proinflamatorias al torrente
sanguineo [22, 26]. La respuesta celular del hospedero al LPS es dosis-
dependiente, bajas concentraciones de LPS activan el sistema inmune
favoreciendo la eliminacion del patégeno, mientras que altas dosis de LPS pueden

causar fiebre, taquicardia, incluso provocar choque séptico y la muerte [20, 68].

La hemolisina ShIA o serratamolida es un factor ampliamente distribuido y
conservado entre las diferentes cepas de S. marcescens, su actividad se asocia

con la liberacién de mediadores inflamatorios por parte de los PMNLs. El gen shlA



codifica la hemolisina (165 kDa), mientras que su translocacién y activacion
depende del producto de shiIB. In vitro, la mayor actividad de ShlA se reporta en la
etapa tardia de la fase logaritmica [13, 64]. En un modelo murino experimental se
evidencié que la cepa de Escherichia coli 536/21 recombinante, expresando la
hemolisina de S. marcescens, fue capaz de colonizar el riién de ratones 5 veces
mas rapido que la cepa silvestre [53]. ShIA purificada también es capaz de
producir hemdlisis en células rojas murinas y de oveja, ademas resulta citotoxica
en lineas celulares de vias aéreas y células epiteliales del limbo corneal [81].
Fenotipos hiper-hemoliticos han sido descritos en cepas de S. marcescens

mutantes en los genes reguladores crp (proteina receptora de AMPc) y hexS [81].

S. marcescens produce una gran galeria de enzimas extracelulares y debido a su
naturaleza es un excelente degradador de quitina [60]. La importancia de su
actividad de quitinasa radica en que siendo la quitina unos de los componentes
principales de los hongos esta puede utilizarse para degradar su pared y ayudar a

exterminarlos [19].

1.5 Capacidad proteolitica de S. marcescens

Las proteasas bacterianas juegan un importante papel en la patogénesis, diversos
estudios demuestran que la actividad proteolitica contribuye a la patogenicidad al
inactivar los inhibidores de proteasas en plasma, activar la cascada de generaciéon
de la bradiquinina favoreciendo la inflamacion, activar la cascada de la

coagulacion sanguinea, escindir inmunoglobulinas (principalmente IgA), degradar
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proteinas quelantes de iones; ademas de inducir una respuesta inflamatoria por la

activacion del receptor-activado-por-proteasas 2 (PAR2) [45, 49].

En metaloproteasas de zinc (es decir, aquellas que requieren un atomo de zinc
para llevar a cabo la catalisis) se ha identificado una secuencia consenso
(HEXXHXXGXXH) en la que se ha destacado el rol de las histidinas como el
primer y segundo ligando del zinc. Ademas, se piensa que el dominio HEXXH
actia como base general durante la catdlisis, transfiiendo un proton de la
molécula del agua a la amida del enlace peptidico escindible [93]. Por otro lado, el
tercer ligando del zinc ayuda a clasificar la familia a la que pertenecen estas

enzimas como termolisinas, neurotoxinas y serralisinas.

Los miembros de la familia de las serralisinas (metaloproteasas secretadas por
Serratia sp, Pseudomonas aeruginosa y Erwinia chrysanthemi) se caracterizan por
no poseer un pro-péptido convencional y su transporte es respaldado por
proteinas secretadas adicionales. Estas enzimas se pueden dividir en dos
dominios de aproximadamente 240 residuos cada uno; un dominio catalitico N-
terminal, conteniendo la regiébn de unién de zinc y un dominio estructural C-
terminal, compuesto de mudltiples repetidos tipo RTX (Repeats in Toxin)
caracterizados por regiones ricas en glicina y aspartato que unen iones Ca?* [41].
Las serralisinas poseen propiedades amidoliticas hacia sustratos péptido-4-metil-
cumaril-7-amida, los cuales han sido ampliamente utilizados para evaluar la

actividad enzimatica de serin- y cistein-proteasas [57, 97].

Dentro de la familia Enterobacteriaceae la secrecion de proteasas al medio no es
un fendmeno muy comun, dichas proteinas normalmente permanecen en el

8



espacio periplasmico o se integran a la membrana externa. No obstante, S.
marcescens se distingue por la secrecion de proteasas a través de un sistema de
secrecion tipo |, mecanismo comun empleado por las enzimas de tipo RTX [47,

79].

En 1984 Doerr y Traub reportaron dos proteasas de aproximadamente 54 kDa
como las principales enzimas secretadas por las cepas clinicas de S. marcescens
SF178 y SH186, capaces de hidrolizar caseina a pH 6-10 y 30°C [31]. No
obstante, diferentes condiciones de actividad proteolitica éptima se han reportado
entre las cepas de S. marcescens para la hidrolisis del mismo substrato, por
ejemplo pH 10 y 37°C, ademas dicha actividad se describe como dependiente de
CaClz [74]. También se ha reportado que in vitro, la mayor relacion proteasas
secretadas-numero de células viables de S. marcescens se presenta en la fase

estacionaria [14].

La actividad y presencia de algunas proteasas estad sujeta a cambios en las
condiciones del medio de crecimiento, en S. marcescens ATCC 25419 variaciones
en pH y temperatura revelaron sélo dos tipos de proteasas, una metaloproteasa
gue se expresa en grandes cantidades y una proteasa de serina expresada en

poca proporcion [72].

1.6 Serralisina de S. marcescens

Como se ha mencionado, diversos reportes muestran una enzima de ~50 kDa

como la proteasa mayormente secretada por S. marcescens, esta enzima ha sido
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denomina serralisina o PrtS y cuenta con una amplia investigacion sobre su
potencial aplicacion terapéutica [3]. De acuerdo con la cepa de S. marcescens en
cuestion, la masa de PrtS varia entre 50-56 kDa [3, 8, 67]. En la literatura, hasta
tres bandas con actividad proteolitica diferentes han sido atribuidas a PrtS en
geles de sustrato o zimogramas [5, 23]. Sin embargo, dicho patrén proteolitico se
encuentra poco caracterizado y pocas metaloproteasas producidas por S.

marcescens han sido evaluadas por medio de esta técnica.

PrtS presenta mayor afinidad por aminoacidos hidrofobicos pequefios-medianos
en la posicion P1’ (especialmente Gly y Ala), ademas de residuos hidrofébicos en
las posiciones P2 y P2’. Semejante a otros miembros de la familia RTX, las
serralisinas poseen un motivo repetido de GGXGXDXLX y carecen de cisteinas
[7]. El sitio activo de la enzima consiste en cinco tiras B-plegadas y dos a-hélices
seguido por un dominio desorganizado y una a-hélice justo antes de que la
cadena peptidica se estructure en el dominio B-sandwich. Como se mencioné
anteriormente, es importante destacar la importancia de las histidinas en el sitio
ligando de zinc. En PrtS los ligandos se disponen de manera trigonal bipiramidal
(Figura 1), donde la molécula de agua junto con las histidinas 176 y 186 operan
como ligandos ecuatoriales mientras que la tirosina 216 como un ligando axial [8,
40]. Un mecanismo de accion de la serralisina ha sido propuesto confiriéndole la
base general de la actividad catalitica a la tirosina 216 como ligando del zinc; sin
embargo, el rol especifico de esta tirosina en el sitio catalitico de la enzima aun no

ha sido clarificado [8, 93].
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Figura 1: Sitio activo de la metaloproteasa PrtS. Los residuos cataliticos Histidina (H)176,
H180, H186 y Tirosina (Y)216 se muestran en amarillo, en gris se muestran las tiras p3-

plegada y a-hélices. Tomado de Dongxia Wu et al., 2016 [92]

Durante la escision de la cadena B de la insulina, la serralisina se une
especificamente sobre los puentes peptidicos Asn-Gln, CysSOsH-Gly, Arg-Gly y
Tyr-Thr 27 [50]. Mientras que la fibronectina de puerco cuenta con cuatro sitios
comunes de escision: en 2 de 9 puentes Arg-Thr, 1 de 11 Leu-Sery en 1 de 7 GIn-
Glu [59]. Por otra parte, la afinidad de escision de inmunoglulinas en S.
marscecens se describe en el siguiente orden descendente: IgGs > IgA1 > IgG1 >

gG2 > IgGa > IgA2 [49].
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1.7 Proteasas tipo Serralisina en S. marcescens

Se han identificado otras proteasas que se proponen como factores adicionales en
la patogenicidad de S. marcescens, por su similitud con PrtS estas enzimas se
han denominado proteasas tipo serralisina o Slp (por sus siglas en inglés). Un
analisis bioinformatico del genoma de la cepa DB11 evidencio tres genes
homologos a prtS, los cuales fueron denominados slpB, sIpC y slpD [80]. En S.
marcescens PIC3611 (cepa con baja produccidn de proteasas), la sobreexpresion
de prtS y slpB indujo citotoxicidad sobre una linea celular de carcinoma pulmonar,
mientras que la eliminacion de estos genes provoc6 un fenotipo proteolitico y

citotoxico deficiente en lineas celulares humanas [80].

La actividad de SlIpB sobre la linea celular A549 (células epiteliales basales
alveolares humanas de adenocarcinoma) se ha reportado comparable a la
actividad de PrtS [80]. En cepas de S. marcescens carentes de PrtS o SIpB se
reporta una unica banda proteolitica alrededor de los 50 kDa, lo que sugiere que
ambas proteasas migran de manera muy semejante en geles de poliacrilamida

[80].

Por otra parte, las proteasas SIpC y SlpD se encuentran poco estudiadas, se ha
descrito que presentan una capacidad proteolitica menor en comparacion con PrtS
y SlIpB [80]. Adicionalmente, un estudio reciente caracterizo una proteasa adicional
tipo serralisina, SIpE. En 42 aislados de S. marcescens se encontro un 60% de
positividad para el amplicon slpE, debido a que el 67% de los aislados sIpE

positivos tenian un origen clinico, se atribuye una mayor distribucion de este gen
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entre cepas clinicas. La induccion de la expresion de slpE en S. marcescens
PIC3611 elevo su actividad proteolitica, mientras que la mutacion del gen sIpE en
S. marcescens K904 redujo significativamente su capacidad proteolitica.
Asimismo, la actividad de SIpE demostro niveles citotoxicos similares a los de PrtS
sobre la linea celular A549 [85]. El estudio de estas proteasas resulta relevante ya
que pueden contribuir de manera significativa al dafio celular en el hospedero en

condiciones in vivo [85].

1.8 Regulacion de genes codificantes de proteasas en S. marcescens

En S. marcescens la regulacion de la expresion de prtS y genes relacionados se
encuentra poco estudiada, sin embargo, se han descrito a los sistemas de dos
componentes CpxAR y EepRS como reguladores directos de dichos genes. El
sistema CpxAR se ha implicado en la regulacion negativa de diferentes factores de
virulencia de S. marcescens, debido a que su distribucion no esté sujeta al nicho
de aislamiento se sugiere que la regulacion mediada por CpxAR se encuentra
conservada en Serratia y otros géneros dentro de la familia Enterobacteriaceae
[18, 24]. En E. coli por ejemplo, el sistema CpxAR participa en la regulacion de la
expresion de mas de 100 genes [69]. El sistema CpxAR se compone de la histidin-
cinasa CpxA y el regulador de respuesta CpxR. La autofosforilacion de CpxrA
deriva en la transferencia del grupo fosfato a CpxR y en la inhibicion
transcripcional de prtS y otros genes. La auto-fosforilacion de CpxA responde a

una gran variedad de estimulos como pH y sobre-expresion de algunas proteinas
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de membrana [18]. Ademas, en S. marcescens el sistema CpxAR se encuentra

mas activo a 37°C [18].

En contraparte, el sistema EepRS en S. marcescens regula positivamente
diferentes factores de virulencia como la hemdlisis, motilidad tipo swarming,
produccion de pigmento y produccion de exoenzimas [86]. Este sistema se
compone por la histidin-cinasa EepS y el regulador de respuesta EepR. Se ha
demostrado que EepR activa la transcripcion de prtS y slpB. La eliminacién de
eepR en las cepas de S. marcescens CM2097 y CM2904 resulta en una reducciéon
del 50% en la expresion de slpB [17]. Asimismo, en un modelo deficiente del
transposdn eepR y eepS se caracterizO un fenotipo carente de secrecién de

proteasas [17].

Por otra parte, en la cepa de S. marcescens 274 la eliminacién de hexS, un
regulador transcripcional perteneciente a la familia LysR, derivé en la disminucion
de prodigiosina, serrawetina y de la actividad de quitinasas, ADNsas y proteasas
[89]. Ademas, se ha demostrado la union directa de HexS a la region rio arriba del
operon pig, el cual codifica los elementos productores del pigmento prodigiosina
[39]. Por otra parte, la expresion de eepR y prtS se incrementa 2.4 y 37 veces,
respectivamente, en una cepa mutante en hexS, lo que sugiere una regulaciéon
negativa por parte de HexS sobre estos genes. Asimismo, se sugiere que EepR

regula negativamente de manera indirecta la expresion de hexS [82].
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1.9 Modelos de estudio

Un estudio epidemiologico reciente que involucré 193 aislados clinicos de S.
marcescens a partir de 8 centros medicos distintos localizados en el centro y en el
noreste de Meéxico evidencid6 una alta resistencia a ciprofloxacina vy
aminoglucésidos, asi como una amplia prevalencia de la B-lactamasa TEM-1 [38].
Adicionalmente, el analisis comparativo de los factores de virulencia de 185 de
estos aislados reveld que aquellos aislados provenientes de tracto respiratorio y
heridas presentan la mayor actividad proteolitica, asi como una alta produccion de
biopelicula [37]. Dentro de estas cepas destaca la denominada hiperproteolitica, S.
marcescens HU1848, ademas de la cepa EB042 que proviene de una herida de

pelvis y la cepa SM002 proveniente de liquido cefalorraquideo.

La cepa SMUNAMS836, un aislado clinico proveniente del Centro Médico Nacional
Siglo XXI de Ciudad de México, es una cepa no pigmentada y resistente a
multiples antibiéticos incluidas las penicilinas, aminoglucésidos, fluoroquinolonas y
polimixina B, pero susceptible a cefalosporinas y carbapenémicos. Este aislado
proviene de un aspirado bronquial de un paciente con enfermedad pulmonar
obstructiva crénica y se distingue por ser la primera cepa de S. marcescens

aislada en México en contar con la secuencia completa de su genoma [78].

Debido al importante papel de las proteasas de S. marcescens durante el
establecimiento de un proceso infectivo, en este trabajo de investigacion se llevo a
cabo la caracterizacion de la actividad proteolitica de las cepas HU1848, EB042 y

SMO002 (descritas por nuestro grupo de investigacion como altamente productoras
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de proteasas), asi como de la cepa de origen mexicano que cuenta con su
genoma secuenciado, SMUNAMS836, con el objetivo de entender los mecanismos
moleculares asociados con dicho fenotipo. Los resultados obtenidos muestran un
patron de tres proteinas secretadas con actividad proteolitica en todas las cepas y
sugieren una desregulacion del regulador de respuesta eepR y del gen sIpE en las

cepas de S. marcescens SM002, HU1848 y SmUNAM836.
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2. JUSTIFICACION

Las infecciones ocasionadas por S. marcescens ponen en riesgo la vida de recién
nacidos y personas inmunosuprimidas cada afio. Pocos estudios abordan la
prevalencia y los factores de virulencia asociados a este patdégeno que ha sido
declarado un microorganismo prioritario para el desarrollo de nuevos antibiéticos

dada su importancia como patdégeno emergente y su multi-farmacoresistencia.

Distintos factores de virulencia han sido descritos para S. marcescens entre estos,
las lipasas, ADNasas, hemolisinas y fimbrias le permiten establecer infecciones en
el hospedero. Sin embargo, también se han descrito a las proteasas secretadas
por S. marcescens como elementos cruciales para su virulencia, no obstante,

existen pocos estudios que aborden la prevalencia y regulacién de las mismas.

Evaluar la actividad proteolitica de diferentes aislados clinicos de S. marcescens y
la regulacion transcripcional de los genes codificantes de proteasas puede ayudar
a comprender el papel de estas enzimas durante el proceso de colonizacion de un

hospedero y el desarrollo de una infeccion.
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a)

b)

3. HIPOTESIS

Existen diferencias en los perfiles de proteinas con actividad proteolitica en
las cepas de S. marcescens EB042, HU1848 y SM002 en comparacién con

cepas con baja actividad proteolitica.

La elevada actividad proteolitica de las cepas de S. marcescens EB042,
HU1848, SM002 es consecuencia de una mayor transcripcion de los genes
prtS, slpB, slpD y/o sIpE, o alteraciones en la transcripcion de los

reguladores eepR, cpxR y/o hexS.
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4. OBJETIVOS

Objetivo general

Comparar los perfiles proteoliticos y los niveles de expresion de los genes 19rtS,
slpB, sIpE, eepR, cpxR y hexS de las cepas de S. marcescens EB042, HU1848,

SM002 y SmUNAMS836.

Obijetivos especificos

e Comparar los perfiles de actividad proteolitica de las cepas de S.
marcescens EB042, HU1848, SM002 y SmUNAM836 mediante
zimogramas incubados a diferentes temperaturas, pH y en presencia de

inhibidores.

e Determinar los niveles de expresion de los genes 19rtS, slpB, slpD, sIpE,

eepR, cpxR y hexS en las cepas de S. marcescens EB042, HU1848,

SM002 y SmUNAMS836 mediante qRT-PCR.

19



5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Cepas bacterianas

Las cepas bacterianas utilizadas en este estudio se enlistan en la tabla 1. Las

bacterias fueron cultivadas a 30°C o 37°C segun correspondiera en medio Luria

Bertani (LB, 10 g peptona, 5 g extracto de levadura, 10 g NaCl). Cuando se

requirié, el medio fue suplementado con ampicilina [200 yg ml] o tetraciclina [25

ug mlt]. Todas las cepas bacterianas utilizadas en este estudio se conservaron en

medio LB con 15% de glicerol a -70°C.

Tabla 1. Cepas y plasmidos

Cepa Descripcién Fuente/
Referencia
Cepas de Escherichia coli
DH5a F-¢ 80dlacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 endAl recAl Stock de
hsdR17(rK _ mK+) supE44 thi-1 AgyrA96 relA1 laboratorio
Cepas de S. marcescens
SM018 Aislado clinico de hemocultivo, Hospital San José-Tec de [38]
Monterrey
EB042 Aislado clinico de herida pelvis, Instituto Nacional de [38]
Rehabilitacion
SM002 Aislado clinico de liquido cefalorraquideo, Hospital Universitario [38]
“Dr. José Eleuterio Gonzalez”
HU1848 Aislado clinico de tracto respiratorio, Hospital Universitario “Dr. [38]
José Eleuterio Gonzalez”
SMUNAMB836 Aislado clinico de expectoracién bronquial, Centro Médico [78]
Nacional Siglo XXI
Plasmidos
pET19b Vector de clonacién que incorpora 10x histidinas en el amino Novagen

terminal. Ampicilina resistente.
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5.2 Actividad proteolitica en agar

Cinco gramos de medio de cultivo Infusion Cerebro Corazon (BHI) se
resuspendieron en 10 mL de Hz20, la suspension se dializ6 con 100 ml de H20
durante 16 horas a 4°C. Posteriormente, se agrego agar al 3% al producto de la
didlisis y se esterilizé a 15 Ib por 15 min 121°C. El medio BHI dializado estéril se
mantuvo a 60°C y se afadi6 leche descremada estéril al 3% en proporcion 1:1 viv.
La solucién fue mezclada hasta su homogenizacion y distribuida en cajas Petri.
Cada caja se incubo con 2 uL de un cultivo joven en caldo LB ODsgs 1.0. Las
placas se incubaron a 30°C durante 48 h, las zonas claras correspondientes al

halo de actividad proteolitica se registraron.

5.3 Precipitacion de proteinas secretadas por S. marcescens

En 100 mL de caldo LB se inocularon 100 uL de un cultivo de toda la noche en LB
con ampicilina de la cepa de interés. El cultivo se incubé a 30°C en agitacioén a 300
rpm durante 16 h. Posteriormente, las células se separaron mediante
centrifugacion, 1 100 x g a 4°C durante 40 min. El sobrenadante se filtr6 con una
membrana de 0.22 ym y se transfiri6 a un vaso de precipitado. Manteniendo
agitacion constante se afadieron 38 g de (NH4)2SO4 de forma gradual. La mezcla
se incubo en agitacion por 30 min a 4°C. Finalmente, se centrifugéo a 1 100 x g a
4°C por 40 min. Se elimind el sobrenadante y la pastilla se resuspendié con 200
ML de amortiguador salino de fosfatos (PBS). Se agregd glicerol a una

concentracion final de 10% y se cuantifico la concentracion de proteinas por el
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método colorimétrico de Bradford (Bradford ULTRA Reagent®) en placas de 96
pozos en lector de placas (iMark ™ Microplate Absorbance Reader). La solucién

fue almacenada a -20°C hasta su posterior uso.

5.4 Andlisis de proteinas secretadas

Las mezclas de proteinas secretadas se separaron mediante electroforesis en
geles de poliacrilamida al 10% (SDS-PAGE) a 120 V por 120 min. Se utilizaron 4
Mg totales de la solucion de proteinas secretadas de cada una de las cepas de
interés. Las proteinas fueron visualizadas mediante tincion con azul de Coomasie
(0.25 g azul de Coomasie, 450mL etanol, 450 mL H20, 100 mL &cido acético

[CH;COOH)).

5.5 Actividad proteolitica en zimogramas

Para la preparacion de geles de zimograma se utilizaron como base geles de
poliacrilamida al 12% co-polimerizados con 0.15% gelatina. Las mezclas de
proteinas secretadas se separaron en una camara de electroforesis Mini Prep
(Mini-PROTEAN Tetra Vertical Electrophoresis Cell) a 120 V por 120 min a 4°C.
Los geles se lavaron por 15 min en solucion amortiguadora (50 mM Tris-HCI pH
7.5, 5 mM CacClz, 0.02% NaNs, 10 uM ZnClz, 1.25% Tritdbn X-100). Posteriormente,
se incubaron por 1 h a 30 o 37°C en amortiguador de incubacion (50mM Tris-HCI,
5mM CacClz, 0.02% NaNs, 10 uM ZnClz, 0.02% Brij-35). Cuando fue necesario se
adicion6 al amortiguador de incubacibn 50 o 100 mM &cido

etilendiaminotetraacético (EDTA) o 2mM de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF),
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y se ajusto el pH [6.5-8.8]. Los geles fueron revelados mediante tincion con azul
de Coomasie (2.5 g azul de Coomassie, 450 mL etanol, 450 mL H20, 100mL &cido

acético [CH;COOH]) por 10 min.

5.6 Purificacién de ADN cromosdmico

La extraccion y purificacion del ADN cromosomico de cada una de las cepas de
interés se llevd a cabo mediante el kit comercial Wizard® Genomic DNA
Purification (PROMEGA) de acuerdo con las indicaciones del fabricante.
Brevemente, a partir de un cultivo joven de la cepa de interés en medio LB
suplementado con ampicilina las células se colectaron mediante centrifugacion a
20 800 x g por 1 min. La pastilla se resuspendié en 600 uL de buffer de lisis y se
incubé a 80°C por 5 min, posteriormente se afadieron 3 yL de ARNasa y se
mezcld por inversién. La solucion se incub6 a 37°C por 60 min y se agregaron 200
ML de solucién de precipitacion de proteinas, la solucion se mezclé mediante
vortex de manera vigorosa y posteriormente se dejé reposar en hielo por 5 min. La
mezcla se centrifugd a 20 800 x g por 2 min a temperatura ambiente y la fase
acuosa se separ0 cuidadosamente en un tubo nuevo. Se afiadieron 600 pL de
isopropanol y se centrifugd a 20 800 x g por 2 min. El sobrenadante se descarto y
se afadieron 600 pL de 70 % etanol. La mezcla se centrifugd a 20 800 x g por 2
min y se descartd el sobrenadante. La pastilla se calenté hasta secarse por
completo y posteriormente se resuspendié en 50 yL de H20 y se almacend a
-20°C. La concentracion y pureza del ADN se cuantificé usando NanoDrop™ 2000

(Thermo Scientific™)
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5.7. Purificacién de ADN plasmidico

La extraccion de ADN plasmidico se realizé utilizando el estuche comercial Fast-n-
Easy Plasmid Mini-Prep (Jena Bioscience®) de acuerdo con las recomendaciones
del fabricante. A partir de un cultivo de la cepa portadora del plasmido de interés
de medio LB suplementado con los antibi6ticos correspondientes se colectaron las
células mediante centrifugacion (20 800 x g). La pastilla se resuspendi6 en 300 pl
del buffer de lisis. Posteriormente se anadieron 300 uyl de amortiguador de
neutralizacion mezclando por inversion inmediatamente. La mezcla se centrifugo
10 min a 20 800 x g. El sobrenadante se transfiri6 a la columna previamente
activada y se centrifugé a 20 800 x g durante 1 min. El lavado de la columna se
realizé en dos ocasiones con una solucién etilica proporcionada por el fabricante.

Para finalizar, el ADN se eluy6 con 35 yl de H20 estéril precalentada a 50°C.

En algunos casos la purificacion de ADN plasmidico se realizO mediante
extraccion por lisis alcalina siguiendo la metodologia reportada por Birnboim y
Doly [11]. A partir de un cultivo de la cepa portadora del plasmido de interés en
medio LB suplementado con los antibi6ticos correspondientes, se colectaron las
células mediante centrifugacion a 20 800 x g. Se descart6é el sobrenadante y la
pastilla se resuspendié en 100 ul de solucion de lisis alcalina | (50 mM glucosa, 25
mM Tris-HCI pH 8.0, 10 mM EDTA pH 8.0) en frio, agitando vigorosamente.
Posteriormente se anadieron 200 pl de solucion de lisis alcalina 1l (0.2 N NaOH,
1% SDS) en frio, mezclando por inversion inmediatamente. A continuacion, se

afiadieron 150 ul de solucién de lisis alcalina Ill (5 M acetato de potasio, 5 M acido
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aceético) en frio, mezclando por inversion y dejando reposar el tubo en hielo por 5
min. El lisado bacteriano se centrifugd a 20 800 x g por 5 min a 4 °C y el
sobrenadante se transfirid a un tubo nuevo. Se afiadi6 un volumen igual de una
solucién fenol/cloroformo (1:1), mezclando por inversion y la emulsibn se
centrifug6 a 20 800 x g por 2 min a 4°C. La fase acuosa se separé y se afiadié un
1 volumen de isopropanol frio dejando reposar la mezcla por 2 min. La mezcla se
centrifugé a 20 800 x g 5 min a 4°C eliminando el sobrenadante. Se realiz6 un
lavado de la pastilla con 1 ml de etanol al 70% vy la pastilla resultante se sec6 a
60°C durante 1 min. Para finalizar, la pastilla se resuspendié en 50 pl de H20

estéril y el ADN purificado se conservo a -20 °C.

En todos los casos la integridad del material genético se evalu6 mediante
electroforesis en geles de agarosa al 1.2 % tefiidos con bromuro de etidio [10 mg
ml] y se visualizaron en el fotodocumentador (MultiDoc-It™ Imaging Systems

UVP)

5.8. Preparacion de células E. coli DH5a electrocompetentes

Se realizé la siembra de la cepa E. coli DH5a en agar LB, mediante estria cruzada,
y se incubo a 37°C durante 12 h. Posteriormente se tomaron colonias aisladas de
los ultimos dos cuadrantes y se resuspendieron en 1 ml de caldo LB. Esta
suspension se agrego a un matraz con 150 ml de caldo LB y se incubo6 a 37°C en
agitacion a 200 rpm hasta alcanzar una DOsco de 0.4. A continuacion, la
suspension bacteriana se centrifugd a 1 100 x g a 4°C por 30 min. El

sobrenadante se elimind en condiciones de esterilidad y la pastilla se resuspendi6
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con 100 ml de H20 estéril fria. La suspension se centrifugd nuevamente y se
resuspendioé con 50 ml de H20 estéril fria. Este Gltimo paso se repitid una vez mas
y posteriormente las células se resuspendieron con 10 ml de 20% glicerol frio. La
suspensién se centrifugdé en las mismas condiciones y la pastilla se resuspendié
con 1.5 ml de 20% glicerol frio. Las células se alicuotaron y se congelaron

inmediatamente a -70°C.

5.9. Electroporacion de células E. coli DH5a electrocompetentes

La electroporacion de las células E. coli DH5a se realizd siguiendo el protocolo
previamente descrito por Dower et al. con ligeras modificaciones [32] Las células
electrocompetentes E. coli DH5a se descongelaron en hielo, se afiadieron 2-3 pl
de plasmido o de la reaccién de ligacién y se incubaron en hielo durante 1 min. La
mezcla se transfirié a celdas de electroporacion frias y estériles. Posteriormente se
aplic6 un pulso eléctrico de 1800 V (Eppendorf® Electroporator 2510).
Inmediatamente posterior al pulso eléctrico, se adicionaron 800 pyl de medio LB
estéril y la suspension se incub6 por 1 h a 37°C con agitacibn a 200 rpm.
Finalmente, las células se sembraron en placas de agar LB suplementadas con el

antibiético correspondiente.

5.10. Amplificacion de prtS, slpB, slpD y slIpE

A partir de ADN cromosOmico se llevaron a cabo las reacciones de PCR punto
final de los genes prtS, slpB, slpD y sIpE con los oligos correspondientes (Tabla 2)

en el equipo T100 Thermal Cycler (Bio Rad™) siguiendo las siguientes
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condiciones: 95°C, 5 min; 30 ciclos (95°C, 30 seg; 65°C, 40 seg; 72°C, 90 seg);
72°C, 5 min y 20°C, 5 min. Los productos fueron purificados con el estuche
comercial (E.ZN.A® Cycle Pure Kit, Omega Bio-tek) siguiendo Ilas
recomendaciones del fabricante. La secuenciacién de los genes amplificados se
realiz6 mediante secuenciacion tipo Sanger de ADN en el Instituto Potosino de

Investigacion Cientifica y Tecnoldgica, IPICYT.

5.11. Clonacién de slpB

Partiendo de ADN cromosémico de la cepa S. marcescens EB042 y utilizando los
oligonucledtidos 234 y 235 se amplifico y limpié el producto deseado como se
describioé anteriormente. El producto de PCR purificado se digirié con las enzimas
Ndel y Xhol durante 2 h y posteriormente se ligé al vector pET19b similarmente
digerido durante 16 h a 4°C utilizando la enzima T4 DNA Ligase (Thermo

Scientific™).

5.12 Extraccion y purificacion de ARN

La extraccion de ARN se llevo a cabo mediante el estuche comercial Total RNA
Purification Kit — Column Kit (Jena Bioscience®) segun las recomendaciones del
fabricante. A partir de un cultivo joven de la cepa de interés en medio LB
suplementado con ampicilina se inoculdé un nuevo tubo hasta alcanzar una DOsgs
de 0.1, estos nuevos cultivos se incubaron a 30°C y en agitacion a 200 rpm hasta
alcanzar una DOsges de 1.0, posteriormente las células se colectaron mediante

centrifugacion a 20800 x g por 1 min, se descartd el sobrenadante y la pastilla se
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resuspendid6 en 500 pL de buffer de lisis y se mezcld6 mediante vortex
vigorosamente. La columna fue activada con 80 pL del buffer de activacion y
posteriormente se agregaron 300 uL de isopropanol a la preparacion celular, la
parte acuosa fue trasladada a la columna pre-activada y se centrifugé a 20 800 x g
por 30 seg. Posteriormente se hicieron dos lavados con las soluciones etilicas
proporcionadas por el fabricante, por dltimo, el ARN se eluy6 con 50 yL de H20
estéril. Para prevenir la contaminacion del ARN purificado con ADN, las
preparaciones se trataron con el estuche comercial gDNA Removal Kit (Jena
Bioscience®). A partir de 44 pyL de ARN purificado se agregaron 5 pL del buffer de
reaccion y 1 pL de la enzima gDNA remover. La mezcla se incubd por 15 min a
37°C y posteriormente 5 min a 58°C para la inactivacién de la ADNsa. EI ARN
puro resultante fue almacenado a -70°C para su posterior uso. La pureza del ARN

resultante se confirmé usandolo como templado en reacciones de qRT-PCR.

5.13 Sintesis de cDNA

Para cada reaccion se tomaron 500 ng de ARN purificado, se adicioné 200 ng de
Random Hexamers (Invitrogen™) y 200 uM de dNTP Mix (Thermo Scientific™).
Esta solucién se incubd por 5 min a 65°C e inmediatamente se transfirié a hielo.
Se afiadieron 4 uL del buffer y 2 uyL de DTT 100mM, esta mezcla se dejo reposar
por 2 min a temperatura ambiente para finalmente agregar 1 uL de SuperScript Il
RT y se mezclo por agitacion. Posteriormente en termociclador T100 Thermal
Cycler (Bio Rad™) se llevé a cabo un protocolo de 4 pasos en el siguiente orden:
25°C por 10 min, 42°C por 50 min, 70°C por 15 min y 4°C por 2 min. El cADN fue

almacenado a -20°C para su posterior uso.

28



5.14 PCR en tiempo real

Todos los oligonucleotidos utilizados en las reacciones de PCR tiempo real se
enlistan en la Tabla 2. Cada mezcla de reaccion conteniendo 200 ng de cADN,
10mM de MgClz, 1.5uM 0.15uM del oligonucleétido correspondiente, 25uL Master
Mix, siguiendo las siguientes condiciones: 95°C 5 min, 40 ciclos (95°C 10 seg,
60°C 30seg y 72°C 20 seg) en el equipo Rotor-Gene® Q (QIAGEN®). Para la
normalizacion de los datos se utiliz6 como control un fragmento del gen 16S

ribosomal.

5.15 Identificacién de proteinas por cromatografia liquida con
espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS)

La separacion de las muestras se llevd a cabo por electroforesis en gel de
poliacrilamida al 10%, como se describié previamente. Se cargaron 5 g totales de
la solucion de proteinas secretadas de la cepa SM002. El gel fue teflido con azul
de Coomassie durante 30 min. Las bandas correspondientes al peso molecular de
57 y 65 kDa se cortaron y almacenaron por separado en tubo conico de 1.5mL con
300 uL de acido acético al 5% a -20°C. Las muestras se identificaron por LC-

MS/MS en el Laboratorio Universitario de Protedmica (IBt-UNAM).

5.16 Andlisis estadistico

Todos los ensayos fueron repetidos al menos en tres ocasiones independientes.
Las pruebas estadisticas se realizaron con el programa GraphPad Prism 5,
utilizando la distribucion t de Student y posteriormente se realiz6 un analisis de

varianza de ANOVA con prueba de Bonferroni aplicando una p<0.05.
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Tabla 2. Oligonucleotidos

ID Secuencia 5°-3’ Propdsito

183 AACCCGATGAAGACGACAC Evaluacion de slpB mediante

184 GCAGCGACAGTTTAGCCTG PCR tiempo real

185 CGTATGCCTTGAAACCGTTC Evaluacion de sIpE mediante

186 TAAACTGCCGGGTATCTTCG PCR tiempo real

187 TTACCCGTGAGAACCAAACC Evaluacion de prtS mediante

188 TGTAGTTGCCGAAGGTGATG PCR tiempo real

191 TGGAAGCCATGCATAAACTG Evaluacion de cpxR mediante
192 TACGCTGCTGATGTTTCTGG PCR tiempo real

195 GAGCAAGCGGACCTCATAAAG Evaluacion de r16S mediante
196 TGCGGTTGGATTACCTCCT PCR tiempo real

253 CGGCAAACCGGTCAACTTC Evaluacién de slpD mediante
254 GTCCTGATCGTTGCCGATG PCR tiempo real

234 GGGCATATGTCATCAAGCAATGC Par para amplificar slpB

235 TTTCTCGAGTTTTGTTGCCTGCATTAC

255 TTCATATGMGCAGTCGCCACAACG Par para amplificar slpD

256 GGACTCGAGTCAGGCAAACAGAATATCG

257 TGGCATATGGGTAATACCATGAATGG Par para amplificar sIpE

258 AAACTCGAGTTACACGATAAAGTCAACAG

259 GGATTGGAAAACGTCAGCATG Par para amplificar eepR

260 GCCACGAAAAAGATGGCATC

En 234 y 235 se subraya la secuencia de corte para Ncol y Xhol, respectivamente.
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6. RESULTADOS

6.1 Actividad proteolitica

6.1.1 Actividad Proteolitica en placa

La evaluacion y confirmacion de la actividad proteolitica en placa de las cepas de
S. marcescens EB042, HU1848 y SM002 se llevé a cabo de manera simultanea
con la cepa S. marcescens SmMUNAM836. Como control negativo se incluyé a la
cepa S. marcescens SM018. Se establecio la forma de medicion a partir de la
periferia de la colonia y hasta la periferia del halo. Este valor fue determinado
como el radio de la actividad proteolitica. Los ensayos de actividad proteolitica en
placa se realizaron por triplicado. Los resultados se muestran en la Figura 2 para

la actividad proteolitica a 30°C y 37°C.

Se evidencia la alta actividad proteolitica entre los aislados con una diferencia
significativa entre las cepas SM002, HU1848 con respecto a la cepa SmMUNAMS836
a 37°C (Figura 2B), mientras que no se observaron diferencias significativas
cuando el ensayo se realizé a 30°C (Figura 2A). Adicionalmente, se confirmé la

carencia de actividad proteolitica por parte de la cepa SM018.
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Figura 2: Resultados de actividad proteolitica. A) 30°C. B) 37°C. Ensayos en placa con
agar BHI adicionado con leche descremada. Los datos representan la media +DS de al

menos tres experimentos independientes, evaluados mediante andlisis de varianza

ANOVA, * p <0.05.

6.1.2 Perfil de proteinas secretadas

Para analizar el perfil de proteinas de cada una de las cepas en estudio se llevé a
cabo la precipitacion de las proteinas secretadas al medio de cultivo mediante
sulfato de amonio 70%. La concentracién promedio de proteinas precipitadas fue

de 1 mg por cada 100 ml de medio de cultivo.

Las proteinas precipitadas fueron separadas mediante geles de acrilamida y
visualizadas mediante azul de Coomassie (Figura 3). El perfil de proteinas
secretadas de la cepa SM018 evidencia diferencias con respecto a las cepas con

actividad proteolitica (Figura 3). Adicionalmente, la cepa HU1848 presenta una
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proteina de aproximadamente 40 kDa ausente en las demas cepas evaluadas, asi
como mayor intensidad de las proteinas correspondientes al rango de 30-35 kDa,
respecto a las cepas EB042, SM002 y SmUNAMS836. Por otra parte, las cepas
EB042, SM002 y SmMUNAM836 presentan una banda de alrededor de 47 kDa que
no aparece en las cepas HU1848 y SMO018. Sin otros hallazgos, el perfil de

proteinas secretadas entre las cepas proteoliticas resulta semejante.

MW SM018 EBO042 SMO002 HU1848 SmUNAM

kDa
100

75 r*
63 |

47 |

35~

1.

Figura 3: SDS-PAGE al 10% tefiido con azul de Coomasie. La cepa de S. marcescens a
la que corresponden las proteinas separadas se indica en la parte superior. Las masas

moleculares usadas como referencia se indican a la izquierda de la figura.

6.1.3 Actividad proteolitica en zimogramas

Para visualizar el patron de proteinas secretadas con actividad proteolitica, 1 ug
de proteinas precipitadas y dializadas fueron separados en geles de acrilamida co-
polimerizados con gelatina. El patrén de actividad proteolitica evidencié que las

33



cepas de S. marcescens SM002, EB042, HU1848 y SmUNAMB836 presentaron
tres bandas con actividad hidrolitica en los pesos aproximados de ~50, 60 y 65
kDa (Figura 4). En todas las cepas la proteina de menor peso (~50 kDa) present6
la mayor actividad, particularmente en la cepa HU1848 (Figura 4). En contraste, la
proteasa de ~60 kDa tuvo la menor capacidad hidrolitica. Ademas, la banda
correspondiente a la proteasa de mayor tamafo (~65 kDa) presentdé una mayor
zona hidrolitica en la cepa SMO002 en comparaciéon con las demas cepas
evaluadas (Figura 4). De acuerdo con los resultados de actividad en placa, se
observé una mayor actividad proteolitica cuando los geles fueron incubados a
30°C en comparaciéon de 37°C (Figura 4). Por ultimo, se confirmé la carencia de

actividad proteolitica de la cepa S. marcescens SM018 (Figura 2 y 4).

5 SM018 EB042 SM002 HU1848 SmUNAM
a

A) 30°C

B) 37c

Figura 4: Resultados de la actividad proteolitica en zimogramas de las cepas SM018,
EB042, SM002, HU1848 y SmMUNAM836 A) 30°C y B) 37°C. Geles de acrilamida 10% co-
polimerizada con 0.15% de gelatina. Las masas moleculares utilizadas como referencia se

indican a la izquierda de las figuras. Tincién con azul de Coomassie.
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Para evidenciar proteasas activas en diferentes pH, los ensayos de zimogramas
se realizaron en incubacién bajo pH 6.8, 7.5, 8.0 y 8.8 (Figura 5). Los resultados
demuestran un patron constante compuesto por tres bandas con actividad
proteolitica (~50, 60 y 65 kDa) en los diferentes pH analizados. No obstante, los
resultados revelan un incremento de la actividad de las tres proteasas dependiente
del pH (Figura 5). Asimismo, se destaca la actividad proteolitica de la banda en los
65 kDa de la cepa SM002 y la banda de 50 kDa en la cepa HU1848, esta ultima

desde pH 6.8.

pH o SM018 EB042 SM002 HU1848 SmUNAM

C) 80 =

a8

@

2

&

D) ss =

Figura 5: Actividad proteolitica en zimogramas en A) pH 6.8, B) pH 7.5, C) pH 8 y D) pH
8.8 de las cepas SM018, EB042, SM002, HU1848 y SmUNAMS836. Geles de acrilamida
10% co-polimerizada con 0.15% de gelatina. Las masas moleculares se indican a la

izquierda de las figuras. Tincion con azul de Coomassie.
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Debido a que el EDTA es un conocido inhibidor de metaloproteasas, se evalud la
actividad proteolitica de las proteinas secretadas por S. marcescens en presencia
de EDTA (50 o 100 mM) en el amortiguador de incubacion (Figura 6). Los
resultados indican que a partir de 50 mM de EDTA se inhibe la actividad de las
proteasas de ~50 y 60 kDa (Figura 6), con excepcion de la cepa HU1848 en la que
se observa Unicamente una ligera reduccion en la actividad de la banda de ~50

kDa (Figura 6).

SM018 EB042 SMO002 HU1848 SmUNAM
kD

75

A) NOEDTA e

48

50 mM
B) EDTA

75 —|
100 mM
C) EDTA 7

48 —

A A

D) risr

Figura 6: Inhibicion de la actividad proteolitica en zimogramas con EDTA o PMSF. A) Gel
de zimograma pH 8, 1 h de incubacién, 30°C; Inhibicion de la actividad proteolitica por B)
50mM de EDTA, C) 100mM de EDTA y D) 2mM de PMSF. Las masas moleculares

utilizadas como referencia se indican a la izquierda de las figuras.
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Por otra parte, la proteasa de ~65 kDa conserva actividad residual aun en
presencia de 100 mM EDTA (Figura 6), lo que es mas evidente en las cepas
SMO002 y EB042. Por ultimo, no se observéd un efecto sobre el patron proteolitico

cuando el gel se incubd con el inhibidor de serin-proteasas, PMSF (Figura 6D).

6.1.4 Identificacion de proteinas por Cromatografia liquida con

espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS)

A partir de un gel de poliacrilamida se separaron 4 ug de proteinas secretadas de
la cepa SMO002, el gel se tiid con azul de Coomassie y las dos bandas
correspondientes a la zona de migracion de las proteasas de ~65 y 60 kDa fueron
removidas y transferidas a un tubo limpio para su posterior identificacion. Los
resultados del ensayo fueron comparados con una base de datos y analizados por
el programa Scaffold (Proteome Software). La proteina en el peso de ~65kDa fue
identificada como SIpD con un 44% de cobertura, mientras que la proteina en el

peso de ~60 kDa se identific6 como PrtS con un 34% de cobertura (Figura 7).
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Figura 7: Resultados de la identificacion por LC-MS/MS. A) SDS-PAGE con 5 g de las
proteinas secretadas al sobrenadante por la cepa SM002, tincidn con azul de Coomassie.
B) Cobertura de los péptidos identificados (amarillo) para la banda de ~65 kDa sobre la
secuencia de SlpD. C) Cobertura de los péptidos identificados (amarillo) para la banda de

~60 kDa sobre la secuencia de PrtS.

6.2 Purificacion de acidos nucleicos

Se realiz6 la extraccion de ADN cromosoémico como se describe en la seccion de
Material y Métodos. La integridad del ADN cromosomico se corroboré mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1.0%, observandose libres de contaminacion
(Figura 8). Se obtuvo una concentracion estimada de ADN cromosémico de

alrededor de 200 ng/pl en cada una de las muestras.
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Figura 8: Electroforesis en gel de agarosa al 1.0% de ADN cromosomico purificado de S.
marcescens, el nombre de la cepa se indica en la parte superior del gel. AHindlll como
marcador de peso molecular (MW), el tamafio de las diferentes bandas se indica en pares

de bases (pb).

6.2.1 Amplificacion y secuenciacion de genes de proteasas

Para verificar la presencia de los genes prtS, slpB, slpD y sIpE en las cepas S.
marcescens SM002, EB042 y HU1848 se amplificaron fragmentos internos de
dichos genes mediante PCR, como se describe en Material y Métodos. Los
resultados de PCR indican que los genes prtS, slpD y sIpE estan presentes en
todas las cepas analizadas (Figura 9.). Mientras que las cepas S. marcescens

SM002 y SmMUNAMS836 carecen del gen slpB (Figura 9).
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Figura 9: Electroforesis en gel de agarosa al 1.0% de los productos internos de los genes
de proteasas de S. marcescens amplificados mediante PCR. Los hombres de las cepas
se indican en la parte superior de cada gel. Se utiliz6 la escalera de 500 pb como
marcador de peso molecular (MW), el tamafio de las diferentes bandas se indica en pares

de bases (pb).

Posteriormente, se amplificaron los genes completos de prtS, slpB, slpD y sIpE
para definir su secuencia nucleotidica e inferir posibles cambios en la secuencia
de las proteinas resultantes. Debido a que la proteasa PrtS se considera la
principal enzima asociada con la actividad proteolitica de S. marcescens, se llevd
a cabo la amplificaciébn de prtS a partir de las cepas SM018, EB042, SM002,
HU1848 y SmUNAMB836. Ademas, los genes slpB, slpD y sIpE también se
analizaron en las cepas EB042 y SMO002 (Figura 10). Los productos
correspondientes fueron purificados como se describe en Material y Métodos y
enviados al IPICYT para la determinacion de la secuencia nucleotidica mediante

secuenciacion tipo Sanger.
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Figura 10: Electroforesis en gel de agarosa al 1.0% de los productos de PCR de los
genes de proteasas indicados en la parte superior. EI ADN cromosémico utilizado como
templado se indica arriba de cada carril. MHindlll como marcador de peso molecular
(MW), el tamafio de las diferentes bandas se indica en pares de bases (pb) y el tamafio

aproximado del amplicon se muestra al lado derecho junto a la cabeza de flecha.

Los cromatogramas obtenidos de la secuenciacion de los productos de
amplificacion de los genes prtS, slpB, slpD y sIpE se analizaron con Sequencher
5.1 para identificar mutaciones puntuales que modificaran la secuencia traducida.
Posteriormente, las secuencias nucleotidicas se ensamblaron con EMBOSS
Merger y se tradujeron por medio de ExPASy. Las secuencias aminoacidicas
fueron alineadas con secuencias previamente reportadas de las proteinas PrtS,
SIpB, SIpD y SIpE mediante Clustal Omega. Los cambios aminoacidicos
encontrados en las cepas de S. marcescens HU1848, EB042 y SMO002 se
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resumen en la Tabla 3. En PrtS de la cepa SM002 se identificaron tres cambios

S338G, S454N, G464V. En SIpB de la cepa EB042 se identific el cambio T430K.

En SlpD de la cepa SM002 se encontraron los cambios A135T y V339A. En SIpE

de la cepa SM002 no se encontré ningun cambio en su secuencia de acuerdo con

el consenso de cepas analizadas. Adicionalmente, con estos resultados se

corrobord que el sitio activo de las enzimas de las cepas evaluadas se encuentra

libre de mutaciones.

Con el objetivo de conocer la disposicion espacial de los cambios aminoacidicos

identificados se construyeron modelos tridimensionales de las proteasas utilizando

Swiss Model (ExPASy). Los modelos generados, asi como las estructuras

utilizadas como templado se muestran en la Figura 11.

Tabla 3. Cambios en la secuencia aminoacidica de proteasas

Cepa Posicion Consenso Cambio por
PrtsS
338 Serina Glicina
SM002 454 Serina Asparagina
464 Glicina Valina
SipB
EB042 430 Treonina Lisina
SlpD
SM002 135 Alanina Treonina
339 Valina Alanina
SIpE
SmO002 Sin cambios
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Los modelos tridimensionales evidenciaron que ninguno de los cambios descritos
se encuentra cercano al sitio activo de la enzima o en regiones presuntamente
implicadas con la actividad proteolitica (Figura 11). Los templados utilizados para
los modelos tridimensionales comparten una identidad aminoacidica de 58.82 %
con respecto a SIpB, 49.45 % en relacion con SIpD y 65.08 % en proporcidn con
SIpE. La estructura molecular de PrtS y de cada uno de los modelos se analiz6 y

manipuld con el programa PyMol.

PrtS (PDB 4i35) SlpB EBO42 (Templado 1srp) SIpD Sm002 (Templado 1k7q) |SIpE Sm002 (Templado 1srp)

Figura 11: Estructura de PrtS y modelos tridimensionales de proteasas tipo serralisina. A)
PrtS (PDB: 4i35), modelos tridimensionales realizados mediante Swiss Model B) SlIpB de
la cepa EB042 (Templado PDB: 1srp), C) SlpD de la cepa SM002 (Templado PDB: 1k7q);
y D) SIpE de la cepa SM002 (Templado PDB: 1srp). Los cambios aminoacidicos se

muestran en naranja, el sitio activo se encuentra marcado en color amarillo.
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6.2.2. PCR tiempo real

El ARN de las diferentes cepas de S. marcescens se purific6 como se describe en
Material y Métodos, la cuantificacion de este &acido nucleico revelé una
concentracion semejante entre las 5 cepas evaluadas (~300 ng/ul).
Posteriormente, se realizo la sintesis de ADNc obteniendo una concentracion
promedio de ~1.0 pg/ul de ADNc. Para las reacciones de PCR en tiempo real se
ajusto la cantidad de ADNc a 200 ng/ul. La evaluacion de la expresion relativa de
los genes de proteasas evidencio diferencias significativas en prtS entre las cepas
de S. marcescens SM018 y SmMUNAM836 respecto a SM002 (Figura 12), siendo la
cepa SM002 la que presenta la mayor expresion de este gen entre las cepas
analizadas (Figura 12). Para sIpE se obtuvieron diferencias significativas con altos
niveles de expresion en las cepas HU1848 y SmUNAMS836 en comparacion con

las cepas SM018 y EB042.

Por otra parte, para evaluar y comparar los transcritos de genes reguladores con
actividad sobre genes de proteasas, también se evalué la expresion relativa de los
transcritos de eepR, cpxR y hexS en las cepas EB042, SM002, HU1848 y
SmUNAMS836 (Figura 13). El regulador positivo eepR se encontré expresado en
altos niveles en las cepas S. marcescens EB042, SM002 y HU1848 (Figura 13).
Esta Gltima, presentando diferencias significativas con el resto de las cepas. En
contraste, se determinaron bajos niveles de expresion para los genes cpxR y
hexS. Adicionalmente, se evidencian diferencias significativas del regulador

negativo cpxR entre la cepa SM018 respecto a las cepas EB042 y HU1848.
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Figura 12: Evaluacion de la expresion relativa de los genes de proteasas. Los datos
representan la media +DS de al menos tres experimentos independientes, comparados

mediante analisis de varianza ANOVA, * p <0.05.
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Figura 13: Evaluacion de la expresion relativa de los reguladores asociados a proteasas.
Los datos representan la media £DS de al menos tres experimentos independientes,

comparados mediante analisis de varianza ANOVA, * p <0.05.
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7. DISCUSION

S. marcescens es una enterobacteria causante de numerosas infecciones en
humanos que se caracteriza por altos niveles de resistencia a diversos
antibiéticos. Como microrganismo patdgeno, S. marcescens se distingue también
por la expresion y secrecion de diferentes factores de virulencia como lipasas,
hemolisinas, fimbrias y proteasas [66]. A la fecha, pocos estudios se han enfocado
en definir la participacion de las proteasas en la patogenicidad de S. marcescens,

asi como en su regulacion genética.

En diferentes cepas de S. marcescens se han descrito al menos cinco
metaloproteasas que comparten una masa proteica de alrededor de 50 kDa, una
identidad aminoacidica de hasta el 61% y un motivo de union a zinc altamente
conservado [80, 85]. Debido al reciente aislamiento de cepas de S. marcescens
con elevada actividad proteolitica [37], en este trabajo de investigacion se realizé
una caracterizacion de dicha actividad proteolitica y se determinaron los niveles de

expresion relativa de los genes de S. marcescens asociados a proteasas.

Nuestros resultados de actividad en gel evidenciaron tres zonas diferentes (entre
50-65 kDa) con actividad proteolitica (Figura 4A), este triplete se ha reportado con
anterioridad, y se atribuye de manera general a la enzima PrtS [5], sin embargo,
debido a la falta de estudios equivalentes para las proteasas tipo serralisina (SIp’s)
y de acuerdo a los resultados obtenidos, consideramos que alguna(s) de las tres

bandas corresponden a enzimas Slp’s. De manera semejante, en la cepa de S.
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marcescens BG también se describe un patron de tres proteinas con actividad
proteolitica entre 44-52.5 kDa con una mayor actividad para las bandas de menor

tamafo [48].

Adicionalmente, se observa una disminucién en la actividad proteolitica al cambiar
la temperatura de incubacion de 30°C a 37°C (Figura 4B), debido a la falta de
estudios, este contraste no ha sido observado en zimogramas con anterioridad, sin
embargo, si se encuentra reportada que la actividad proteolitica de PrtS disminuye

a 37°C por la influencia del represor CpxR, que es mas activo a ésta [18].

A la espera de evidenciar un diferente patron proteolitico en las cepas analizadas
se realizaron ensayos de zimogramas incubados a diferente pH (Figura 5), a pesar
de que algunas proteasas, principalmente las de mayor tamafo de las cepas de S.
marcescens EB042 y SmUNAMS836 presentan sélo una actividad residual a pH
neutro y ligeramente &cido (Figura 5 A-B), el patron de tres zonas de actividad
proteolitica no varié en los diferentes pH analizados. La pérdida de la actividad de
algunas de estas proteinas en pH bajos puede explicarse debido a que las
proteasas de la familia serralisina presentan un 80% de actividad en pH 6.5 en
comparacion con pH 8.5 [96]. De manera semejante, la mirabilisina de Proteus
mirabilis, una metaloproteasa homoéloga a PrtS, presenta actividad proteolitica
desde pH 6 hasta pH 10, con un pH 6ptimo de 8 [7], por lo que es de esperarse
que PrtS y posiblemente el resto de Slp’s compartan esta caracteristica. Sin
embargo, estos resultados difieren ligeramente de los reportado por Lakshmi y
colaboradores, quienes describen pH 9 y 37°C como condiciones 6ptimas para la

serralisina purificada de Serratia sp. RSPB11 [9].
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Al ser el EDTA un potente quelante de metales afin a diferentes iones como el
zinc, puede actuar como un inhibidor de la actividad enzimatica de metaloprotesas
[23], dicha inhibiciébn se reporta en un rango de 20 yM a 1mM de EDTA,
dependiendo de la metaloproteasa y el organismo a partir del que se aisle [84, 91].
No obstante, los resultados obtenidos indican una alta resistencia de las proteasas
de S. marcescens a EDTA en las proteasas de ~65kDa de las cepas EB042,
SM002 y SmUNAMS836, conservando actividad observable incluso en zimogramas
incubados con 100 mM de EDTA. La resistencia a EDTA por parte de las
serralisinas ha sido documentada con anterioridad y se sugiere esta ligada a un
cambio de asparagina en la posicion 191 por un &cido aspartico (N191D) en la
proteasa SMP6.1 de Serratia sp. (utilizada como insecticida) y en metaloproteasas
del género Xenorhabdus [55]. En este sentido, la secuenciacion del gen slpD
(correspondiente a la proteasa de ~65 kDa) revel6 la presencia del cambio N191D,
lo que explicaria su alta resistencia a EDTA (Figura 6 B-C). Sin embargo, no se
encontré este cambio en las proteasas de las masas ~60 y 50 kDa. Por otra parte,
en diferentes cepas de S. marcescens se ha descrito una disminucion del 70% de
la actividad de la serralisina a partir de EDTA 2 mM [23, 76, 90], de acuerdo con lo
anterior, nuestros resultados indican que la proteasa correspondiente a PrtS (~55
kDa) mostr6 sensibilidad a partir de 50 mM de EDTA (Figura 6 B-C). Cabe
destacar que la zona de hidrolisis correspondiente a ~50 kDa de la cepa de S.
marcescens HU1848 presentd un doblete que no fue observado en ninguna de las
demas cepas analizadas. Este patron, sin embargo, se veia afectado por los
inhibidores PMSF y EDTA (Figura 6B, C y D) inhibiendo la actividad de las bandas

de mayor y menor tamafo respectivamente en el doblete. Un patron semejante,
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sensible al inhibidor PMSF, ha sido reportado en Serratia sp. ZF03 [63, 76], por lo
que es probable que la cepa HU1848 presente en este peso molecular una serin-

proteasa que no presentan las demas cepas analizadas.

Para conocer la identidad de las proteasas observadas en los zimogramas y
tomando en cuenta que la migraciéon de PrtS en geles de poliacrilamida se
describe entre 50-56 kDa [54, 80, 85], se decidi6 evaluar las proteinas
correspondientes a las zonas de actividad proteolitica de ~60 y 65 kDa mediante
espectrometria de masas (LC-MS/MS). Los resultados indican que la proteasa de
~60 kDa corresponde a PrtS, mientras que la proteina de mayor tamafo (~65 kDa)
corresponde a SlpD. En la literatura existe un unico antecedente que describe la
citotoxicidad y capacidad proteolitica de SlpD, éste sugiere que la actividad
proteolitica de SIpD es baja o nula puesto que al inducir su expresion en la cepa
PIC3611 no se evidencié un aumento en la actividad proteolitica [80], esto difiere
de los resultados presentados en este proyecto, sin embargo una posible razén de
dichas discrepancias radique en los substratos utilizados, caseina y gelatina,

respectivamente, posiblemente reflejando una baja afinidad de SlpD por caseina.

Con el objetivo de determinar si cambios en la secuencia aminoacidica del sitio
activo de la enzima podrian estar relacionados con la alta actividad proteolitica de
las cepas HU1848, SM002 y EB042, los genes codificantes de las proteasas PrtS,
SlpB, SIpD y SIpE se secuenciaron y compararon con secuencias reportadas en la
literatura (Tabla 3). La secuenciacion evidencid los siguientes cambios en PrtS:
S398G, S454N y G464V. Un unico cambio (T430K) fue identificado en SIpB. En

SIpD se identificaron dos cambios, A135T, y V339A. Por ultimo, de acuerdo con el
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consenso de las secuencias reportadas en GenBank, no se observé ningun
cambio en SIpE. De las seis sustituciones mencionadas, ninguna se encuentra
cercana al sitio activo de la enzima ni a los sitios de union a calcio (Figura 11). La
importancia del sitio de unién a zinc radica en la dependencia de éste para la
actividad de la enzima y particularmente los sitios H176, H180, H186 y Y216 que
son los residuos cataliticos [92]. Mutaciones en este sitio podrian ocasionar
alteraciones en la actividad enzimética de la proteasa. Los cambios aminoacidicos
gue presentaron las cepas analizadas no han sido documentados como causantes
de alteraciones en la actividad de la proteasa, sin embargo, si se ha visto que
cambios aminoacidicos pueden provocar alteraciones en la estructura
tridimensional de la proteina al formar puentes de hidrégeno si se encuentran a la
distancia adecuada, como lo observado en N200 que forma un puente de
hidrégeno con K27 y este a su vez con V202 [92] o lo observado por Zhang y
colaboradores que reportaron interacciones entre la hélice N-terminal y el dominio
RTX, esto conferia estabilidad quimica y térmica a la proteasa [96].
Adicionalmente, se ha observado que la cavidad del sitio activo puede ser
afectada por el bucle formado entre los residuos 189-198, en proteasas como la
FS14 este bucle sobresale mas que en la proteasa SMP y esto deriva en un sitio

activo mas cerrado, lo que podria afectar en la especificidad de sustrato [92].

De acuerdo con nuestra segunda hipoétesis, la sobreexpresion de genes de
proteasas podria explicar el fenotipo altamente proteolitico de las cepas de S.
marcescens HU1848, SM002 y EB042. Los resultados revelaron que, de los genes

de proteasas analizados, sIpE es el gen que se encuentra expresado en mayor

50



proporcién, principalmente en las cepas HU1848 y SmUNAM836 (Figura 12).
SIpE ha sido documentada como una proteasa que se distribuye principalmente en
aislados clinicos y ocasionalmente entre cepas ambientales [85], en concordancia
con nuestros resultados, todas las cepas analizadas codifican el gen slpE (Figura
9). Se ha sugerido que SIpE forma parte de un operén que cuenta con varios
marcos de lectura abiertos, entre estos un posible inhibidor del gen de la proteasa
[15, 85]. Ademés, cepas de S. marcescens mutantes en SsIpE resultan

significativamente menos citotdxicas [54].

También para los genes prtS y slpB se determiné una sobreexpresion, esto en las
cepas SM002 y EBO042, respectivamente, ambas proteasas son capaces de
causar alta citotoxicidad en células de carcinoma pulmonar, células de vias
respiratorias A549 y células HCLE (linea celular ocular humana). Ademas, la cepa
PIC3611, una cepa con baja actividad proteolitica y baja expresién de estas
proteasas, es incapaz de producir actividad proteolitica en las mismas
condiciones, por lo que se consideran cruciales para la citotoxicidad de S.

marcescens [80].

Por otra parte, los reguladores transcripcionales también juegan un papel muy
importante en la expresion de los genes de proteasas, como parte de nuestro
analisis transcripcional también se evalud la expresion de los reguladores eepR,
cpxR y hexS. Se determinaron elevados niveles de expresion de eepR en las
cepas SM002, EB0O42 y HU1848 (Figura 13). EepR es un conocido regulador
positivo de factores de virulencia como proteasas, quitinasas, hemolisina y

motilidad tipo swarming, a través del control transcripcional del gen swrW; asi
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como de la de produccion del pigmento prodigiosina a través del operdén pigA-pig-
N [17], por lo que su accidn sobre la regulacion de estos factores de virulencia
podria tener gran relevancia en relacién con la capacidad patogénica de las cepas
SM002, EB042 y HU1848. Diferentes reportes indican que la expresion de prtS,
slpB y sIpE se ve significativamente reducida en cepas mutantes de eepR [17,
85]. Particularmente, la expresion de sIpE disminuye 14 veces en una cepa AeepR
[85], lo que indica una estrecha relacion entre EepR y SIpE, como se observo en la
cepa HU1848, la cual presenta altos niveles de expresion tanto del regulador eepR

como de la proteasa sIpE.

Se ha reportado un papel negativo del regulador transcripcional CRP (proteina
receptora de AMP ciclico) sobre la expresion de eepR [86]. Una vez que CRP une
AMPc reconoce de manera dosis-dependiente la region promotora de eepR
(secuencia TGAGACGATGATCACA), reprimiendo su transcripcion. Cepas
mutantes en crp muestran un incremento de 9.5 veces en los niveles de eepR [86].
Por otra parte, cepas de S. marcescens dobles mutantes en crp y hexS presentan
una mayor pigmentacion a 37°C en comparacion con cepas silvestres [71],
denotando el papel de estos reguladores negativos en la expresion de eepR y sus
fenotipos asociados. Se ha descrito que ambos reguladores negativos (crp y hexS)
reconocen la regién promotora de eepR, de acuerdo con nuestros resultados, es
posible que las cepas SM002, EB042 y HU1848 presenten mutaciones en la
region promotora de eepR, lo que podria explicar los altos niveles de transcrito de

dicho mensajero.
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Por otra parte, nuestros resultados también indican una baja expresion de hexS
(Figura 13). HexS es un regulador de la familia LysR que opera como un
tetrdmero, los reguladores de la familia LysR se caracterizan por unirse a regiones
ricas en AT y su funcién puede verse afectada por el dominio de union a ADN que
se encuentra en el C-terminal [16]. En E. coli el regulador transcripcional LrhA,
homélogo a HexS, se encuentra regulado directamente por el regulador global Lrp,
el cual regula positivamente la transcripcion de LrhA e indirectamente los fenotipos
asociados a éste [46]. En S. marcescens no se ha identificado un regulador que
opere de manera analoga sobre hexS. Sin embargo, Lrp es un regulador global
conservado entre bacterias y arqueas, por lo que es posible que Lrp en S.

marcescens también active la transcripcion de hexsS.

Adicionalmente, en E. coli enterohemorragica se ha descrito que el sistema Cpx
también regula IrhA a través del motivo de unién del regulador CpxR [GTAAA-
(N)8-ATAAA], localizado rio arriba del promotor de IrhA [83]. CpxR actia como un
regulador positivo de IrhA en respuesta a la sobre-expresion de la lipoproteina de
membrana externa, NIpE [83]. En S. marcescens, NIpE también afecta la
expresion de CpxR, por lo que se sugiere que hexS también se encuentra
regulado por CpxR [18, 83]. Nuestros datos indican una baja expresion de cpxR y
hexS, de acuerdo con los antecedentes, los bajos niveles de hexS pueden
asociarse a una baja expresidon de cpxR. Ademéas, como se menciond
anteriormente, ya que en S. marcescens una alta concentracion de NIpE deriva en
la activaciéon de la via Cpx y en consecuencia una baja actividad proteolitica [18],

es posible considerar para las cepas de S. marcescens analizadas bajos niveles
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de NIpE. No obstante, se requieren estudios adicionales para esclarecer esta
compleja red regulatoria que deriva en la sobreexpresion de eepR y en el fenotipo
proteolitico de las cepas de S. marcescens SM002, EB042, HU1848 vy

SMUNAMBS836.
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8. CONCLUSIONES

. La secuencia aminoacidica de los genes de las proteasas PrtS, SlpB, SlpD
y SIpE se encuentran altamente conservados entre los diferentes aislados
de S. marcescens.

. El patron de bandas con actividad proteolitica es semejante entre las cepas
de S. marcescens EBO042, SM002 y SmUNAMS836; sin embargo,
ligeramente diferente del patron de la cepa HU1848.

. La zona con actividad proteolitica en ~50 kDa de la cepa S. marcescens
HU1848 y los resultados con los inhibidores EDTA y PMSF sugieren la
presencia conjunta de una metaloproteasa y una serin-proteasa en esta
cepa.

. La proteasa SIpE podria estar asociada a la alta actividad proteolitica de las
cepas SM002, HU1848 y SmUNAMS836, al ser la proteasa con los mayores
niveles de expresién entre los genes evaluados.

. El regulador positivo EepR se encuentra altamente expresado en las cepas
con alta actividad proteolitica, o que sugiere una desregulacién de éste,
posiblemente ligada a mutaciones en su regién promotora.

. La baja expresion de hexS puede ser consecuencia de una baja expresion

de cpxR.
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