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Resumen

Pseudomonas aeruginosa es un patdgeno oportunista con una muy alta resistencia a los antibidticos, tanto intrinseca como
adquirida, por lo que la Organizacion Mundial de la Salud ha definido a esta bacteria como un patdgeno prioritario para la
investigacion. En México se han aislado cepas pertenecientes a un secuenciotipo (ST309) definido como de alto riesgo por
su amplia distribucion geogrdfica en distintos paises y sus altos niveles de resistencia a los antimicrobianos, por lo que la
investigacion de los mecanismos involucrados en su virulencia es un activo campo de investigacion. De manera contrastante,
desde hace décadas se reconoce que algunos metabolitos producidos por esta bacteria, como los ramnolipidos y la piocianina,
tienen amplias aplicaciones biotecnoldgicas. En esta revision se resefian algunas aplicaciones de estos metabolitos para el
drea de la salud, asi como algunas de las estrategias que se han seguido para lograr su produccion industrial a pesar de la
virulencia de P. aeruginosa.
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The other side of the coin: health-related applications of some metabolites produced
by Pseudomonas aeruginosa

Abstract

Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic pathogen with high intrinsic and acquired antibiotic resistant levels, so the World
Health Organization has defined this bacterium as a priority pathogen for research. In the case of Mexico, different strains
belonging to a sequence-type (ST309) that is considered as high-risk due to its wide geographical distribution in different
countries, and its high levels of antimicrobial resistance have been isolated, so the research with this bacterium is an active
field. In a contrasting way, it has been recognized for decades, that some metabolites produce by this bacterium, like rham-
nolipids and pyocyanin, have important biotechnological applications. In this review, some uses of these metabolites in health-
related applications are presented, as well as some strategies that have been followed to produce them at an industrial scale,
despite P. aeruginosa virulence.
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Pseudomonas aeruginosa: una bacteria
ambiental que representa un alto riesgo
para la salud

Pseudomonas aeruginosa puede aislarse de distin-
tos ambientes, como son aguas contaminadas y pris-
tinas, suelo, asociada a plantas e incluso de heces
de personas sanas, de modo que puede considerarse
como parte del microbioma intestinal y todos estamos
en contacto con ella."? Sin embargo, las infecciones
que causa representan un grave problema de salud,
ya que es un patégeno oportunista que infecta a per-
sonas inmunocomprometidas, pacientes en terapia
intensiva, pacientes quemados y personas con fibro-
sis quistica, entre otros.** Las infecciones causadas
por esta bacteria son muy dificiles de tratar, pues
tiene altos niveles de resistencia a antimicrobianos,
tanto intrinseca como adquirida.® Particularmente, las
cepas resistentes a los carbapenémicos constituyen
un serio problema, al punto de que la Organizacion
Mundial de la Salud ha declarado la investigacion con
esta bacteria como de alta prioridad.®

Una caracteristica de P. aeruginosa es que todos
los aislamientos son potencialmente patdgenos, por-
que todas las cepas codifican en su genoma los prin-
cipales factores de virulencia, de modo que las cepas
clinicas y ambientales constituyen una misma pobla-
cién,” aunque las cepas ambientales se caracterizan
por tener bajos niveles de resistencia a los antimicro-
bianos comparadas con las cepas clinicas.”®

La estructura poblacional de
Pseudomonas aeruginosa se caracteriza
por la existencia de clonas epidémicas

Como una huella distintiva del genoma de las dis-
tintas cepas de P. aeruginosa que circulan se ha
desarrollado una base de datos en la que se encuen-
tra la secuencia de siete genes conservados de esta
bacteria (acsA, aroE, guaA, mutL, noD, ppsA'y trpE),
que se denomina MLST (Multilocus Sequence
Typing).* Basandose en esta informacion se definen
diversos secuenciotipos (ST) y se puede estudiar la
prevalencia de diferentes grupos clonales en distintos
paises. Esta informacion ha llevado a la definicién de
clonas de alto riesgo que se caracterizan por tener
una amplia distribucién geografica global y una alta
resistencia a los antimicrobianos."

En México, y en particular en la Ciudad de México,
el grupo de la Dra. Rosario Morales, de la Facultad

de Medicina de la Universidad Nacional Auténoma de
México (UNAM),""*2 y otros grupos de investigacion,'
han reportado que el grupo clonal ST309 es preva-
lente. Este ST es de alto riesgo y ha sido descrito en
diversos paises.”” Por ello, el estudio de la genética
molecular de la produccion de los factores de virulen-
ciay de los genes que codifican para la resistencia a
antimicrobianos en cepas pertenecientes al
ST309 aisladas en la Ciudad de México es de gran
importancia.

La respuesta de deteccion de quérum
regula la expresion de los genes que
codifican para algunos de los principales
factores de virulencia de Pseudomonas
aeruginosa

Los mecanismos moleculares involucrados en la
regulacion de la expresion de los factores de virulen-
cia de P. aeruginosa han sido ampliamente estudia-
dos. Varias enzimas hidroliticas, como la elastasa B,
toxinas como la piocianina que confiere a las cepas
su caracteristico color azul verdoso, y otros factores
de virulencia, como los biosurfactantes ramnolipidos
que participan en la motilidad de las bacterias, se
regulan a nivel de la transcripcién por una compleja
red de proteinas reguladoras, llamada respuesta de
deteccion de quérum (QS, quorum sensing)."'® Los
reguladores transcripcionales de la respuesta QS se
vuelven activos al unirse a un compuesto especifico
producido por la propia bacteria, que se llama autoin-
ductor. Esta red tiene tres subsistemas, llamados las,
rhl'y pgs, que funcionan de manera jerarquica, siendo
la cabeza la proteina LasR unida al autoinductor C12-
HSL, ya que activa a los otros dos subsistemas
(Fig. 1). Se ha propuesto, como terapia alternativa
contra las infecciones causadas por cepas altamente
resistentes a los antimicrobianos, el uso de inhibido-
res de los factores transcripcionales de la respuesta
QS (LasR, RhIR y PgsR) para bloquear la respuesta
QS vy, por tanto, la virulencia de P. aeruginosa. El
principal blanco estudiado para las terapias antiviru-
lencia es LasR, ya que es la cabeza de la respuesta
QS (Fig. 1). Sin embargo, se ha reportado que hay un
gran numero de mutantes naturales en el gen /asR'®
que siguen siendo virulentas,'” y por tanto son natu-
ralmente resistentes a las terapias antivirulencia.

Otro de los factores de virulencia mas importantes
para el establecimiento de las infecciones
por la mayoria de las cepas de P. aeruginosa es la
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Esquema de la regulacion genética de los factores de virulencia de Pseudomonas aeruginosa mediante la respuesta QS. Se muestran
los tres subsistemas: las, rhl y pgs. El complejo LasR acoplado al autoinductor 3-oxo-dodecanoil lactona (C12-HSL) esta enmarcado ya que es
el principal blanco para las terapias alternativas que buscan bloquear la virulencia de esta bacteria. Este esquema esta basado en el que fue

publicado en 2020 por Garcia-Reyes et al'.

secrecion de toxinas mediante el sistema de secre-
cién tipo Il (T3SS, type Il secretion system).*

La sintesis aqui presentada sobre la virulencia de
P. aeruginosa permite poner en contexto la aparente
contradiccion que existe entre la investigacion de los
mecanismos moleculares involucrados en el estable-
cimiento de infecciones en la que se busca bloquear
la respuesta QS y el uso de productos secundarios
de esta bacteria regulados por la propia respuesta
QS, en la biotecnologia en el area de la biomedicina.
A lo largo de las siguientes secciones se describird
como surgid este problema y se expondran algunas
estrategias que se han desarrollado para contender
con dicha situacion.

Metabolitos producidos por Pseudomonas
aeruginosa con aplicaciones
biotecnoldgicas: ramnolipidos y piocianina

Los surfactantes son compuestos anfipaticos que
tienen una enorme aplicacion industrial. Algunos de
sus usos son en la elaboracién de detergentes, la
produccion de cosméticos, como emulsificantes de
diversas pinturas y en la limpieza de derrames de
hidrocarburos. El problema con estos compuestos
sintetizados quimicamente es que en muchos casos
son toxicos y dificiles de degradar. En contraste,
desde hace décadas se ha reconocido que los com-
puestos anfipaticos producidos por microorganismos,
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llamados biosurfactantes, tienen caracteristicas fisi-
coquimicas excelentes para su aplicacion industrial y
ofrecen la ventaja, sobre los surfactantes sintetizados
quimicamente, de que son amigables con el medio
ambiente, no son téxicos y son biodegradables.” Sin
embargo, su produccion industrial y su comercializa-
cién son dificiles debido a los bajos niveles en los que
se producen y los altos costos asociados a su
produccidn.

Dentro de los biosurfactantes, los glucolipidos sofo-
rolipidos producidos por algunas levaduras no pato-
genas y los ramnolipidos, ya mencionados, tienen
varias aplicaciones industriales'®2° y son los que han
llegado al mercado.?!

Existen dos tipos de ramnolipidos: los que tienen
una ramnosa (mono-ramnolipidos) y los que tienen
dos ramnosas (di-ramnolipidos). En ambos casos, el
0 los azucares estan unidos a un dimero de &cidos
grasos (Fig. 2). Las enzimas que intervienen en la
sintesis de los ramnolipidos son RhIA, RhIB y RhIC,
que en pasos sucesivos producen primero los
mono-ramnolipidos por la actividad de RhlA y RhIB,
y posteriormente la enzima RhIC produce los di-ram-
nolipidos. Es interesante que la producciéon de ram-
nolipidos por P. aeruginosa se regula por el sistema
rhl de la respuesta QS de manera coordinada con los
factores de virulencia™ (Fig. 1). Asi pues, aunque los
ramnolipidos no son téxicos, forman parte del proceso
de infeccion de P. aeruginosa, ya que permiten a la
bacteria desplazarse por un mecanismo llamado
swarming. Tanto la expresion de los genes rhiAB
como la de rhIC depende del regulador transcripcional
RhIR acoplado al C4-HSL, producido por la enzima
Rhll (Fig. 1). De hecho, los genes rhlAB-R estéan con-
tiguos en el genoma y forman una sola unidad
transcripcional.?!

En cuanto a la piocianina, el otro compuesto secun-
dario con aplicaciones biotecnoldgicas, se trata de
una fenazina producida exclusivamente por P. aeru-
ginosa (Fig. 3). Este metabolito es un importante fac-
tor de virulencia, ya que su actividad redox permite la
generacién de especies reactivas de oxigeno, incre-
mentando el estrés oxidativo en las células tanto pro-
cariotas como eucariotas expuestas a este compuesto,
lo que puede conducir a su muerte.? Esta capacidad
de ser un potente generador de especies reactivas de
oxigeno es precisamente lo que le confiere diversas
aplicaciones, como se describira mas adelante.

Las fenazinas son compuestos heterociclicos que
contienen nitrdgeno, producidos por bacterias de los
géneros Streptomyces y Pseudomonas, que se usan
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en agricultura como antifingicos. Asi, en 2011 se
aprobd en China un biopesticida llamado Shenzimycin
que tiene como principio activo a la fenazina-1 acido
carboxilico (PCA, phenazine-1-carboxylic acid),>® que
es el precursor de la sintesis de piocianina.

En P. aeruginosa, la expresion de los genes que
codifican para las enzimas involucradas en la sintesis
tanto de PCA como de piocianina es activada por la
respuesta QS, e involucra tanto al sistema rhl como
al sistema pgs®™ (Fig. 1).

Aplicaciones biotecnoldgicas de los
ramnolipidos en el area de la salud

El 24 de marzo de 1989, el buque Exxon Valdez
derramd una gran cantidad de petréleo en las aguas
pristinas de Prince William Sound, Alaska, contami-
nando el mar y una gran extension de costas, con
consecuencias desastrosas que aun pueden perci-
birse.? Este desafortunado incidente llevé al desarro-
llo de investigacion sobre el posible uso de los
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biosurfactantes, y especialmente de los ramnolipi-
dos,® para el tratamiento de la contaminacion por
hidrocarburos, y al uso de estos compuestos en la
recuperacion de petréleo,? asi como en la limpieza
de suelos contaminados por metales pesados.?” Estos
usos de los ramnolipidos en biotecnologia ambiental
son ampliamente reconocidos y, desde luego, tienen
un impacto en la salud considerada como «Una
Salud».

Sin embargo, en esta revision se resefiaran breve-
mente algunos usos en biomedicina menos conocidos
que recientemente se han documentado®2° (Fig. 2).

En la naturaleza, los microorganismos se encuen-
tran formando biopeliculas que son cumulos de célu-
las rodeadas por sustancias poliméricas producidas
por ellos mismos; estas biopeliculas contribuyen a los
procesos de corrosion de las tuberias y a la resisten-
cia a los antimicrobianos.®® Se ha documentado que
los ramnolipidos tienen la capacidad de deshacer las
biopeliculas, y basandose en estas caracteristicas se
ha propuesto su uso para el manejo industrial del
agua.’" Asimismo, esta propiedad los hace Uutiles para
contender con patdgenos de la cavidad bucal.®
Adicionalmente, hay reportes del uso de los ramnoli-
pidos en combinacion con otros compuestos para
tratar infecciones por patégenos importantes, como
Acinetobacter baumanni®® y Enterococcus faecium
resistente al linezolid,** y como parte de las nanopar-
ticulas de cobre para tratar las infecciones por
Helicobacter pylori resistente a los antimicrobianos.®
Incluso se ha reportado que los ramnolipidos tie-
nen actividad insecticida y repelente contra Aedes
aegypti.*®

Las excelentes propiedades surfactantes de los
ramnolipidos y su biocompatibilidad se han aprove-
chado para incorporarlo como ingrediente de produc-
tos para el cuidado de la piel,*” y en la elaboracion
de sanitizantes de manos que evitan el uso de com-
puestos toxicos e irritantes;*® incluso se ha demos-
trado que este sanitizante disminuye la infeccion por
SARS-CoV-2 en un sistema experimental.®® De hecho,
se ha propuesto que el uso de los ramnolipidos puede
ser util para contender con las infecciones causadas
por todos los virus que tienen una membrana lipi-
dica,”* y de manera independiente se propone su
utilidad para eliminar a los rinovirus.*

Una de las aplicaciones mas prometedoras de los
ramnolipidos que abre una perspectiva de investiga-
cién es su uso como anticancerigeno. Esto se ha
probado con lineas celulares de cancer colorrectal
y de un tipo de melanoma.*

Aplicaciones biotecnoldgicas de la
piocianina en el area de la salud

Como se comentd, las fenazinas se han aplicado
extensamente en la agricultura como biopesticidas
para el control de hongos patdgenos,? y ademas se
inoculan cultivos comerciales de distintas plantas con
bacterias promotoras del crecimiento vegetal,* como
Pseudomonas chlororaphis,”> que producen fenazi-
nas. Sin embargo, las distintas fenazinas tienen dife-
rentes caracteristicas fisicoquimicas, de modo que
sus posibles aplicaciones son también diferentes.

La piocianina, paraddjicamente, al ser producida
exclusivamente por P. aeruginosa, fue la primera
fenazina que se describid, ya que su color azul la
hace facilmente reconocible, y se aplic6 como un
antimicrobiano aun antes del descubrimiento de la
penicilina.*® Aunque su aplicacion es todavia limitada,
tiene un gran potencial.?? Asi, la piocianina puede ser
utilizada como tinte natural,*” en celdas microbianas
para la generaciéon de energia*® y como biosensor
para determinar la toxicidad del agua.*® Entre los usos
en el area de la salud que se han reportado esta su
aplicacion en la acuacultura como agente de eleccion
para prevenir la infecciéon de los peces por Vibrio y
otras bacterias patédgenas.*® Asimismo, recientemente
se ha reportado que la piocianina es efectiva
para eliminar Staphylococcus aureus resistentes a la
meticilina.%'

En suma, la piocianina es un compuesto con usos
potenciales en biotecnologia en el area biomédica,
aunque falta un camino por recorrer para lograr la
produccion industrial y la comercializacion de esta
fenazina producida por P. aeruginosa.

Estrategias para la produccion industrial
de ramnolipidos y su posible uso para
producir piocianina a gran escala

Como ya se menciond, los ramnolipidos se produ-
cen industrialmente. ;Como es esto posible si son
metabolitos secundarios asociados a la produccion
de factores de virulencia de P. aeruginosa?

A continuacion se resefian cuatro estrategias que
se han seguido y que tienen distinto grado de desa-
rrollo (Fig. 4).

La estrategia mas desarrollada que se ha seguido
es la de expresar los genes rhlAB de P. aeruginosa
en una bacteria inocua como Pseudomonas putida
KT2440 para producir mono-ramnolipidos.®*%¢ Esta
estrategia (Fig. 4) se basa en la induccion de la
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Estrategias para el desarrollo de cepas que puedan ser usadas industrialmente para la produccion de ramnolipidos. *Esta estrategia,
abordada en el laboratorio de G. Soberdn-Chdvez, es apoyada por el donativo SECIHTI CBF-2025-1-28.

expresion de los genes rhlAB a partir de un plasmido
que tiene un promotor que se activa al adicionar un
inductor quimico al medio de cultivo. Adicionalmente,
se han implementado diversas estrategias de modifi-
cacion genética de la cepa P. putida KT2440%5 que
mejoran los niveles de produccion de ramnolipidos y
las caracteristicas de la cepa para su uso en la pro-
duccidén industrial de estos compuestos, asi como
estrategias de bioingenieria para optimizar la produc-
cién de ramnolipidos a gran escala.5:¢

La segunda estrategia que se ha planteado (Fig. 4)
se trata de producir ramnolipidos, tanto mono- como
di-ramnolipidos, en otra bacteria inocua que es
P. chlororaphis. Como ya se menciono, P. chlorora-
phis produce naturalmente fenazinas*® como la PCA.
En esta bacteria inocua, la sintesis de PCA se regula
por un tipo de respuesta QS, de modo que natural-
mente produce autoinductores que pueden formar un
complejo y activar a RhIR de P. aeruginosa. Haciendo
uso de esta caracteristica, en 2024 se reportd la pro-
duccién de ramnolipidos, tanto mono- como di-ram-
nolipidos, cuando se expresa en P. chlororaphis un
plasmido con los genes de P. aeruginosa rhlAB-R o
rhIAB-R-C, respectivamente.’” La ventaja de este sis-
tema sobre el que usa P. putida KT2440 es que no
es necesario adicionar ningun inductor quimico, ya
que el regulador transcripcional RhIR codificado en el
plasmido se activa con el autoinductor C6-HSL pro-
ducido naturalmente por P. chlororaphis y activa la
expresion de los genes para la sintesis de los

ramnolipidos. Por supuesto, para desarrollar una
cepa que sea industrialmente util es necesario opti-
mizar el sistema por modificacion genética de la cepa
y por el desarrollo de las condiciones para llevar el
proceso a escala industrial.

La posibilidad de usar P. aeruginosa para la pro-
duccién de ramnolipidos es muy atractiva, ya que a
lo largo de la evolucién se ha optimizado la respuesta
QS, y la via de biosintesis de este biosurfactante se
conoce muy bien, de modo que se pueden seguir
estrategias de ingenieria de vias metabdlicas para
lograr una sobreexpresion de los ramnolipidos. Con
base en estas premisas se han seguido otras
estrategias.

El tercer enfoque consiste en el uso, para la pro-
duccion de ramnolipidos, de una cepa de P. aerugi-
nosa denominada ATCC 9027, que naturalmente no
es virulenta®® debido a multiples mutaciones que afec-
tan la expresion de los factores de virulencia.®® En
esta cepa se sobreexpresaron los genes rhIAB-R% o
rhIAB-R-C®® a partir de un plasmido y se logré la
sobreproduccion de mono- o di-ramnolipidos, respec-
tivamente. Por desgracia, la cepa ATCC 9027 no se
puede modificar genéticamente con las técnicas cla-
sicas, por lo que no se ha podido establecer una
estrategia de ingenieria de vias metabdlicas para
aumentar los niveles de ramnolipidos.

La cuarta estrategia para la produccién de ramno-
lipidos (Fig. 4) se basa en usar una cepa hiperviru-
lenta de P. aeruginosa, denominada PA14, que
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produce naturalmente muy altos niveles de ramnoli-
pidos e incluso logra incrementar su produccion intro-
duciendo el plasmido que lleva los genes rhlAB-R 'y
modificando algunas vias metabdlicas para que los
sustratos de RhIA y RhIB estén mas disponibles.®' La
cepa sobreproductora asi elaborada presenté un
aumento considerable de la produccién de ramnolipi-
dos," pero no puede ser usada industrialmente por
su alta virulencia. Para sobrepasar este obstaculo se
generd una mutante de la cepa sobreproductora deri-
vada de PA14 que no expresa el T3SS, de modo que
es totalmente avirulenta y por tanto atil para la pro-
duccién industrial de ramnolipidos. ElI método para
elaborar esta cepa fue protegido mediante una patente
concedida en 2024.52

En cuanto al desarrollo de cepas para la produccién
industrial de piocianina, se ha reportado el uso de
Escherichia coli para la produccion heterdloga, pero
los niveles alcanzados son muy bajos,%® ademas de
que esta bacteria es susceptible a los efectos toxicos
provocados por la piocianina.®

Las investigaciones en curso tienen el objetivo de
la creacion de cepas de P. chlororaphis sobreproduc-
toras de piocianina. Este enfoque se basa en la
observacion de que P. chlororaphis expresando al
regulador transcripcional RhIR codificado en el plas-
mido que lleva rhIAB-R aumenta la produccién de
PCA, ademéas de producir mono-ramnolipidos.?’
Posteriormente se demostré que un plasmido que
solo codifica para RhIR también aumenta la produc-
cién de fenazinas. En la actualidad se encuentra en
desarrollo una estrategia para introducir a P. chloro-
raphis que expresa RhIR los genes de P. aeruginosa
que codifican para las enzimas que usan la PCA y la
transforman en piocianina.

Una estrategia muy prometedora la realiza el
Dr. Miguel Cocotl Yafiez, de la Facultad de Medicina
de la UNAM, quien ha mostrado que una cepa sobre-
productora de piocianina aislada del océano indico
(ID4365) alcanza niveles aun mas altos de esta fena-
zina cuando se muta el gen rsmA que interviene en
la expresion de algunos factores de virulencia, y que
esta mutante deja de ser virulenta,% y por tanto podria
usarse industrialmente.

Conclusiones y perspectiva

P. aeruginosa es un patégeno oportunista que
ofrece un campo fascinante de investigacion sobre los
mecanismos moleculares que intervienen en la pro-
duccion de sus factores de virulencia. Este estudio

permite entender cdmo se regula la expresion de sus
genes y como existe una variabilidad de los distintos
aislamientos en esta regulacion, lo que cobra impor-
tancia en la factibilidad de desarrollar terapias antivi-
rulencia para tratar las infecciones causadas por
bacterias multirresistentes a los antimicrobianos, asi
como establecer estrategias para la identificacion de
algunos ST de alto riesgo.®

Adicionalmente, el estudio molecular de la produc-
cion de algunos factores de virulencia, como los ram-
nolipidos y la piocianina, tiene wun impacto
biotecnoldgico porque permite plantear estrategias
para la sobreproduccidn de estos metabolitos que son
utiles en diversos aspectos del cuidado de la salud.

Estudiar la produccién de factores de virulencia de
aislamientos del ST309 en México nos permitira con-
tribuir al conocimiento de la fisiopatologia de este
grupo de cepas que tienen una alta prevalencia en
nuestros hospitales.

Asimismo, disponer de cepas derivadas de P. chlo-
roraphis que puedan ser usadas para la produccion
industrial de ramnolipidos y piocianina tendré impacto
en la generacién de conocimiento y en el desarrollo
de tecnologias con uso potencial en biomedicina.
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