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RESUMEN

El objetivo del estudio fue analizar la expresion genética de diferentes tipos de
fimbrias (Tipo I, Tipo I, Tipo Csu, y Tipo ECP) implicadas en la formacién de biopelicula
de E. cloacae en diferentes condiciones de osmolaridad. La osmolaridad se evalud en
diferentes medios de cultivo utilizando un osmémetro de presion de vapor (Vapro™5520).
La expresion genética se analizé mediante gRT-PCR utilizando un sistema de deteccidn con
fluorocromo SYBR= Green I. Finalmente, la formacion de biopelicula fue evaluada con el
método de cristal violeta. Los medios TSB, DMEM y PPLO tuvieron una osmolaridad de
260.611+2.05 mOsm/L, 247.167+2.05 mOsm/L y 269.333 + 2.05mOsm/L respectivamente,
siendo los que presentaron los valores de osmolaridad mas altos. Con respecto a la expresion
genética relativa de las fimbrias tipo I en las diferentes condiciones de osmolaridad, TSB,
tuvo un incremento estadisticamente significativo con respecto al control (p<0.001). El gen
ECL_01281 que también codifica para las fimbrias Tipo | de E. cloacae se expresé diferente,
mostrando una disminucion significativa (p<0.001) en los medios TSB, CFB, DMEM vy
PPLO con respecto al control, siendo el medio de cultivo CFB el de menor disminucién de
la expresion. Para las fimbrias ECP, los genes ECL_00072 y ECL_03398, mostraron un
incremento significativo en los medios TSB (p<0.001) y DMEM (p<0.01). Sin embargo, en
ambos genes el promedio de expresion genética relativa fue significativo, el promedio mas
alto fue en el medio TSB (p<0.001). Con respecto a las fimbrias Tipo Ill, la expresion
genética mas alta fue en el medio TSB, aunque también se observé significancia DMEM
(p<0.001). Por otra parte, en la fimbria tipo Csu, su expresion genética en los medios TSB y
DMEM fue significativa (p<0.001); siendo el promedio de DMEM el de mayor expresion.
También se evaluaron los genes de E. cloacae que codifican para fimbrias sin homologia
definida (ECL_00940, ECL_04373, ECL_04605y ECL_02380). ECL_00940 y ECL_04373,
mostraron un incremento significativo (p<0.001) en el medio TSB' y DMEM (p<0.01), siendo
en ambos genes el medio TSB que presento el mayor promedio de expresion genética. Los
genes ECL_04605 y ECL_02380 tuvieron un incremento estadisticamente significativo
(p<0.001) en los medios DMEM y TSB, para estos genes el medio DMEM es el de mayor
expresion genetica con respecto al control. Con respecto a la formacion de biopelicula, E.
cloacae tuvo una mayor formacion de biopelicula en el medio de cultivo DMEM (p<0.001)
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con respecto al control, mientras que PPLO presentd menor formacion de biopelicula
(p<0.01). Como parte del analisis de variables en este estudio, se realizd un analisis de
regresion entre la osmolaridad y la expresién genética de los trece genes evaluados de
acuerdo al tipo de fimbria, el cual resulté en un modelo de regresion cuadratica; ademas, se
realizd otro analisis de regresion entre la expresion genética y la formacion de biopelicula,
que también resulté en un modelo de regresion cuadratica. Estos resultados sugieren que las
condiciones ambientales estan relacionadas con la expresion de los factores de virulencia de
este microorganismo; ya que existe correlacion estadisticamente significativa entre las
variables de osmolaridad y expresion genética; y entre las variables expresion genética y

formacion de biopelicula.
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ABSTRACT

This study objective was to analyze the genetic expression on the different types of
fimbriae (Type I, Type Ill, Type Csu, and Type ECP) involved in the E. cloacae biofilm
formation on different osmolarity conditions. The osmolarity was evaluated in different
culture media by a vapor pressure osmometer (Vapro™ 5520). The genetic expression was
analyzed by gRT-PCR using the fluorochrome detection system SYBR Green I. Finally, the
biofilm formation was evaluated by the crystal violet method. The media TSB, DMEM, and
PPLO had an osmolarity of 260.611 + 2.05, 247.167 + 2.05, and 269.33 £ 2.05, respectively,
being the ones with the higher values of osmolarity. In the relative gene expression analysis
of the Type | fimbriae in different osmolarity conditions, TSB had a statistically significant
increase compared with the control. ECL_01281 gene encoded for the Type | fimbriae had a
different expression, showing a statistically significant decrease in the TSB, CFB, DMEM,
and PPLO media, compared with the control of the CFB media, the one with smaller
expression decrease. For ECP fimbriae, ECL_00072 and ECL_03398 genes showed a
statistically significant increase in the TSB and DMEM media. However, in both genes, the
genetic expression average was statistically significant. The highest average was in TSB. In
the Type 11l fimbriae, the highest genetic expression was in the TSB media and observed
statistically significant results in DMEM. Moreover, in the Type Csu fimbriae case, the
genetic expression in the TSB and DMEM was statistically significant, being the DMEM
average the highest. The E. cloacae genes without genetic homology defined (ECL_00940,
ECL_04373, ECL_04605, and ECL_02380) also were evaluated. ECL_00940 and
ECL_04373 showed a statistically significant increase in TSB and DMEM media, being in
both genes the average in TSB media the one with the highest genetic expression.
ECL_04605 and ECL_02380 had a statistically significant increase in DMEM and TSB
media. For these genes, the DMEM media had more gene expression than the control. For
the biofilm formation, E. cloacae have a higher biofilm formation in DMEM media than the
control, while PPLO showed less biofilm formation. As part of the analysis of variables in
this study, a regression analysis was performed between the osmolarity and genetic
expression of the thirteen genes evaluated according to the fimbriae type results in a quadratic

regression model. Also, another regression analysis between the genetic expression and the

Xii



biofilm formation also results in a quadratic regression model. This result suggests that the
environmental conditions is related to this microorganism virulence factor expression; a
relation is statistically significant between the osmolality and genetic expression variables;

and between the genetic and biofilm formation variables.
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l. GENERALIDADES

1.1  Enterobacter cloacae

El género Enterobacter se define como un grupo de microorganismos anaerobios facultativos
Gram negativos que pertenecen a la familia Enterobactericeae, los cuales son responsables
de importantes infecciones bacterianas en humanos, este género descrito en 1960 por
Hormaeche y Edwards actualmente se compone de 22 especies. Dentro del género se
identifican seis especies que componen el complejo E. cloacae las cuales son: E. cloacae, E.
asburiae, E. hormaechei, E. kobei, E. ludwigii y E. nimipressuralis, estas especies comparten
61-67% de relacion genotipica, la importancia de estas especies se atribuye a la variedad de
infecciones en humanos que provocan, ya que el resto de las especies pertenecientes a
Enterobacter se encuentran principalmente en plantas, alimentos y en el medio ambiente
(1,2).

La secuenciacion del genoma de E. cloacae ATCC 13047 revelé que se compone de un
cromosoma circular de 5,314,588 pares de bases (pb) y dos plasmidos circulares pECL_A'y
pECL_B de 200,370 pb y 85,650 pb, respectivamente (3)

1.2 Taxonomia de E. cloacae

e Reino: Bacteria

e Filum: Proteobacteria

e Clase: Grammaproteobacteria
e Orden: Enterobacterales

e Familia: Enterobacteriaceae
e Género: Enterobacter

e Especie: Enterobacter cloacae complex



1.3  Bioquimica de E. cloacae

Este microorganismo; al igual que la mayoria de las especies pertenecientes al género
Enterobacter; se caracteriza por las reacciones bioquimicas y fermentaciones que realiza,
reacciona positivamente con la arginina dihidrolasa, y el a-metil-D.glucosido. Ademas,
realiza multiples fermentaciones que incluyen: la fermentacion de sorbitol, sacarosa,
melibiosa, rafinosa y lactosa. En cuanto a sus caracteristicas destaca que este microorganismo
no reacciona a la disponibilidad de lisina descarboxilasa, la esculina, la ureasa, el inositol, el
adonitol, el D-arabitol y el dulcitol (4-6)

1.4 Importancia clinica de E. cloacae

En 1970 se establecio a E. cloacae como patdgeno nosocomial; sin embargo, fue hasta 1980
que el NNIS (Sistema Nacional de Vigilancia de Infecciones Nosocomiales) de Estados
Unidos determin6 que entre el 5 al 7% de los patdgenos nosocomiales estudiados en el
periodo de 1976 a 1989 pertenecia a E. cloacae (5). A esta bacteria, se le ha definido como
un patdgeno oportunista de alta incidencia responsable de infecciones nosocomiales como
son: bacteriemia, infecciones de sitio quirdrgico e infecciones respiratorias, intestinales y
renales, cuya resistencia a farmacos lo ha convertido en un problema de salud importante
(7,8).

1.5 Patogénesis de E. cloacae

Reportado por mas de treinta afios como una amenaza multirresistente a farmacos, E. cloacae
ha demostrado capacidad para adaptar su metabolismo y fisiologia a diferentes condiciones
de estrés; la presencia de cascadas reguladoras se ha relacionado con esta capacidad, debido
a que controlan eficientemente la membrana externa permitiendo la secrecion de enzimas
desintoxicantes relacionadas a la resistencia antibiotica y brindan proteccion; estas

habilidades facilitan la colonizacion de nuevos ambientes (9).
1.6  Epidemiologia de E. cloacae

La incidencia de E. cloacae, como responsable de infecciones nosocomiales en unidades de

cuidados intensivos, ha ido en aumento. En el afio 2001, 25 unidades de cuidados intensivos
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fueron seleccionados en Estados Unidos y Canada por el programa de vigilancia
antimicrobiana, en ellas realizaron 1,321 aislamientos bacterianos, de los cuales el 7%
corresponden a E. cloaae. Ademas, en China este microorganismo es el tercer género de
Enterobactericeae méas frecuentemente aislado en infecciones nosocomiales con un
porcentaje del 13% del total (10,11). Los brotes causados por este microorganismo se han
identificado en diferentes entornos hospitalarios; la colonizacion de mezclas intravenosas,
soluciones parenterales, formulas infantiles, soluciones cardioplégicas, hemoderivados y
soluciones de enjuague con heparinas, ha sido relacionada como una de las causas principales

de su alta incidencia (11).
1.6.1. Epidemiologia en México

Un estudio realizado en el 2011 por la Secretaria de Salud de México evalud la incidencia de
las enfermedades nosocomiales. De los 4,274 pacientes evaluados en diferentes hospitales de
México; 914 casos fueron identificados con enfermedades nosocomiales, siendo la neumonia
(33%) vy las infecciones de vias urinarias (24.6%) las infecciones mas aisladas, mientras que
la bacteriemia se encontré6 en menor porcentaje (5.8%). De estos casos, los principales
microorganismos responsables de las infecciones fueron Enterobacter spp (38%),
Pseudomonas spp. (13%) y Staphylococcus aureus (13%), Acinetobacter spp. (7%);
Enterococcus spp. (6%) y Candida spp. (5%) (12).

Otro estudio realizado de 2006 a 2009 en la ciudad de Monterrey Nuevo Le0n; se evaluaron
muestras de pacientes provenientes de diferentes unidades de cuidados intensivos, para
determinar qué bacterias productoras de [-lactamasas de espectro extendido estaban
relacionadas con la incidencia de estas infecciones. Se encontr6 que las bacterias productoras
de B-lactamasas de espectro extendido mas frecuentemente aisladas fueron K. pneumoniae
(62%), E. coli (18%) y E. cloacae (13%); ademas de que las cepas bacterianas no que no
producen ESBLSs tuvieron los siguientes porcentajes de incidencia: K. pneumoniae (60%), E.
cloacae (16%) y E. coli (16%) (13).

Un estudio realizado de 2010 a 2013 en un hospital pediatrico de tercer nivel de Ciudad de
México, identificé que el 51.2% de los casos de infecciones nosocomiales en el torrente

sanguineo estan relacionados con bacilos Gram negativos, siendo los tres microorganismos
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aislados con mayor frecuencia K. pneumonaie (30.4%), E. coli (18.9) y E. cloacae (15.1%)
(14). En el afio 2017 se reportd en Meéxico un brote hospitalario ocasionado por
enterobacterias multirresistentes a farmacos que poseen el gen que codifica para metalo-beta-
lactamasas de Nueva Delhi (NDM-1), en el cual E. cloacae fue el segundo patdgeno aislado

de pacientes hospitalizados (3.6%) solo por debajo de K. pneumoniae (46.9%) (15).
1.7 Tratamiento de infecciones causadas por E. cloacae

Las carbapenemas son el mecanismo de accion primario contra infecciones asociadas a
microorganismos multirresistentes a farmacos pertenecientes a la familia de
Enterobactericeae; la razon principal es que los microorganismos (como E. cloacae)
presentan resistencia intrinseca a las penicilinas, asi como a la primera generacion de
cefalosporinas y cefamicinas, por lo que la potencia y confidencialidad de las carbapenemas
es necesaria; sin embargo, recientemente se demostrd que ciertas especies como E. cloacae

son capaces de adquirir resistencia a nuevos antibidticos (8,16).

Desde que en 2001 se notifico el primer caso de K. pneumoniae CRE (Enterobacteriaceae
resistentes a carbapenemas, por sus siglas en inglés), se ha identificado y llevado un control
anual de su aparicion en todos los estados de la Unién Americana (17). Las infecciones
causadas por CRE representan un serio problema en términos de atencion médica, ya que las
opciones de tratamiento son limitadas, ademas el uso de terapias empiricas inapropiadas o de
tratamientos antibidticos puede conducir a peores resultados (16).

Adicional a la resistencia intrinseca de estos microorganismos, cuentan con la habilidad de
desarrollar resistencia a nuevas generaciones de farmacos. En el caso de Enterobacter spp.
la capacidad de resistencia de este microorganismo a la tercera generacion de cefalosporinas,
se atribuye principalmente a la expresion de las enzimas llamadas B-lactamasa AmpC, las

cuales son capaces de hidrolizar los antibidticos B-lactamicos (8).
1.8 Resistencia antibidtica

El incremento de la resistencia antibidtica de diferentes microorganismos es un problema de

salud a nivel mundial que va en aumento, particularmente los ambientes hospitalarios, los



cuales favorecen la seleccion, permanencia y mantenimiento de las cepas que presentan
multiresistencia a farmacos. Los fendmenos relacionados a la resistencia, generalmente son:
alteracion en el objetivo del antibidtico, permeabilidad de la membrana y los cambios
genéticos, en este Gltimo se encuentran las mutaciones genéticas y la transferencia de genes

asociados a la transferencia mediante plasmidos (18-20).

Estos fendmenos permiten la defensa y proliferacion de los microorganismos, lo que tiene
como resultado que el tratamiento antibiotico falle, incrementando la mortalidad y
morbilidad hospitalaria, teniendo ademas un impacto significativo sobre el costo de los
tratamientos médicos y de prevencion de enfermedades bacterianas. Un ejemplo claro de lo
anterior son las infecciones provocadas por Staphylococcus aureus ya que solamente en
Estados Unidos se estima un costo anual de billones de dolares (21).

Una evaluacion realizada de 2004 a 2014 en microorganismos Gram negativos MDR
(Microorganismos Multirresistentes a Farmacos, por sus siglas en inglés) demostro que del
total de microorganismos de E. cloacae aislados, el 7% fueron cepas MDR. Las tasas globales
de E. cloacae MDR aumentaron del 4.5% en 2004 a 10% en el periodo 2008-2009 y
decrecieron al 4% en 2014. Un punto a recalcar de este estudio fue que el 14% de los
aislamientos de E. cloacae en América Latina correspondian a MDR dato que contrasta con
los aislados en las demés regiones de estudio (Africa, Norteamérica, Europa, Asia y Medio
Oriente) en los que E. cloacae MDR corresponde al 9%, por lo que se confirmé que la
mayoria de las cepas analizadas en todo el mundo correspondientes a E. cloacae MDR fueron

resistentes a los antibidticos levofloxacina, minociclina y ceftriaxona (22).
1.9 Mecanismo de virulencia de E. cloacae

A pesar de la relevancia de E. cloacae como patdégeno nosocomial altamente incidente, la
informacidn que existe sobre la accion de sus mecanismos de virulencia y la patogenicidad
es limitada (23,24). Los atributos microbianos que confieren el potencial de virulencia se
dividen en multiples categorias derivadas de habilidades como son: entrar en la célula, evadir
sus defensas, interaccionar con las respuestas inmunes de la bacteria, la habilidad de crecer,

adquirir iones y nutrientes en su ambiente (25).



Uno de los mecanismos de virulencia relacionados con E. cloacae son las adhesinas y
exotoxinas. Las adhesinas son compuestos microbianos conformados por proteinas y
polisacaridos que permiten la union al hospedero ademas de provocar respuestas inmunes del
mismo (25). Mientras que las exotoxinas bacterianas interfieren con la homeostasis celular:
en el caso de bacterias toxigénicas, la enfermedad se atribuye completamente al dafio de la
toxina en el huésped donde los encargados de codificar estos compuestos pueden ser fagos,
plasmidos o islas de patogenicidad (25,26)

Se ha sugerido que entre sus mecanismos de virulencia E. cloacae puede ser capaz de excretar
enterotoxinas, alfa-hemolisinas y citotoxinas formadoras de poro (similares a las toxinas
Shiga tipo 2) mediante sistemas de secrecion, los cuales son componentes bacterianos
capaces de causar dafio al hospedero (26,27). Las enzimas han sido relacionadas y
consideradas como factores de virulencia importantes que acttan contra los componentes del
hospedero; este mecanismo vuelve el entorno apto para el avance de la infeccion. Un ejemplo
de esto son las proteasas y fosfolipasas, las cuales son capaces de dafar la membrana del
hospedero permitiendo el ingreso bacteriano (25,28).

La capacidad de adherencia a la superficie del hospedero es un requisito importante para la
colonizacion y el desarrollo de la infeccion. Durante el proceso de colonizacion los
microorganismos patdgenos son capaces de inducir estres oxidativo en la membrana externa
generando lesiones. Las ROS (especies reactivas de oxigeno, por sus siglas en inglés) que
pueden ser producidas durante este proceso son: H202 (perdxido de hidrégeno), radicales OH"
(hidroxilo), O2" (anion stper Oxido) y los intermediarios de nitrégeno reactivo como NO
(6xido nitrico); estos ultimos se pueden involucrar en la degradacion de DNA cromosomal.
Un estudio (2004) sugiere que E. cloacae produce toxinas que aumentan la produccién de
ROS en los leucocitos, provocando estrés oxidativo y finalmente desencadenando muerte

celular por apoptosis (30).

Un componente critico en la patogénesis de ciertas enfermedades infecciosas que se vincula
a otros procesos como son fijacion y sefializacion es la formacion de biopelicula, que son
densos agregados microbianos que conforman una matriz de exopolisacaridos. Para algunas

enfermedades como endocarditis bacteriana, fibrosis quistica y caries dentales, la formacién
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de esta biopelicula es necesaria para el desarrollo del proceso patogénico; ya que al
conformarse por componentes bacterianos y del huésped permite a los microorganismos
aislarse de la accion de los mecanismos de defensa del hospedero y de la accion
farmacologica de los antimicrobianos. Las biopeliculas médicamente relevantes pueden
componerse por un Unico microorganismo o constituirse de una diversa comunidad de

microorganismos (25,31).

2.1 Fimbrias

2.1.1.  Caracteristicas generales y estructura

Los organelos adhesivos denominados pilis o fimbrias son estructuras piliformes
ampliamente distribuidas y caracteristicas de las bacterias Gram negativas, se localizan en la
parte externa de las bacterias donde se pueden encontrar distribuidos en toda su superficie
bacteriana o solamente en los polos (32). La importancia de estos organelos radica en la
adhesion y unidn especifica a células. La cantidad de fimbrias que expresa una bacteria se
asocia a diferentes factores ambientales como son: temperatura, pH, osmolaridad y presencia
de ligandos especificos en el medio; estos factores pueden favorecer o reprimir la expresion
de las subunidades fimbriales, mismas que se ensamblan mediante la ruta de ensamblaje
“Chaperon/Usher” (33). En el caso especifico de E. cloacae la presencia de maltiples genes
fimbriales, indica que este microorganismo es capaz de colonizar un rango muy amplio de
células en diferentes ambientes, lo cual contribuye a incrementar la diversidad de la especie
(34).

2.1.2  Organizacion genética

Desde la primera descripcion de las fimbrias, la descripcion y caracterizacion de estos
organelos ha permitido la identificacion de numerosas especies, lo que a lo largo de los afios
acentto la necesidad de desarrollar una clasificacion. Los estudios sobre bioquimica y
genética involucrados en su biosintesis, dieron lugar a una nomenclatura que permite
distinguir las fimbrias dependiendo del mecanismo de ensamblaje que utilizan. En el caso de

las bacterias Gram negativas como E. cloacae, las clases de ensamblaje caracteristicas



incluyen las fimbrias conjugativas de fertilidad, el ensamblaje fimbria por la ruta de

nucleacion y el ensamblaje por la ruta Chaperén/Usher (35).
2.1.3 Ensamblaje fimbrial

La clasificacion de las fimbrias se basa en su genealogia, cuya homenclatura se establecid
mediante estudios bioquimicos y genéticos de la biogénesis fimbrial, permitiendo identificar
de una manera mas eficaz a las fimbrias en base a sus mecanismos de ensamblaje. En las
bacterias Gram negativas, los mecanismos de ensamblaje mas identificados son: fimbrias de
fertilidad conjugativa (F), fimbrias tipo IV, fimbrias ensambladas por la via extracelular de

nucleacion/precipitacion (curli) y las fimbrias ensambladas por la ruta chaperén/usher (35).
2.1.3.1 Rutachaperon/usher

La ruta chaperén/usher (CU) es un “sistema de secrecion’ altamente conservado en bacterias
Gram negativas dedicado al ensamblaje de sus subunidades fimbriales. Los genes
responsables de la sintesis de las fimbrias se encuentran organizados en operones (es decir,
en conjuntos de genes que se transcriben con el mismo iniciador), que codifican para las tres
diferentes proteinas necesarias para el ensamblaje fimbrial: la estructura mayor, los
chaperones y una proteina usher. Asi mismo los operones fimbriales contienen genes
adicionales encargados de codificar para proteinas estructurales, de ensamblaje o regulatorias
(35).

2.1.3.2  Clasificacion de la ruta chaperon/usher

Las subunidades proteicas de ensamblaje y estructura contienen secuencias tipicas
localizadas en el amino terminal (N-terminal), caracteristica que es fundamental y que
permite su transporte a través de la membrana citoplasmatica mediante la via secretora Sec;
una vez en el periplasma ocurre el procesamiento de la péptido sefial y la formacion de
enlaces disulfuro, gracias a la accion catalizadora de isomerasas disulfuro periplasmaticas
(Como: DsbA y SrgA). Ademas, estas subunidades carecen de cadenas [ antiparalelas finales
y cuentan con pliegues tipo inmunoglobulina, lo que permite la formacion de una hendidura

hidrofoba donde las chaperonas son capaces de unirse, esta interaccion asegura el



plegamiento correcto de las mismas. En ausencia de su chaperona las subunidades forman
agregados periplasméticos que son degradados rapidamente por la proteasa DegP vy
dependiendo de la orientacion del filamento las subunidades pueden ensamblar fimbrias
flexibles y delgadas con dos unidades por giro o fimbrias gruesas con tres subunidades por

giro que pueden incorporar adhesinas de punta o proteinas adaptadoras (35-37).

Basado en las secuencias de aminoécidos pertenecientes a las proteinas Usher, las fimbrias
incluidas en el ensamblaje CU pueden ser clasificadas en seis grupos: o- fimbrias,
ensambladas por la via CU alternativa, -, y-, -y z-fimbrias, ensambladas por la via CU
clasica; y finalmente las o-fimbrias ensambladas por la via CU arcaica (35). Estas fimbrias
se encuentran ubicuamente expresadas en la superficie de multiples bacterias patdgenas
Gram negativas, como lo es E. cloacae, estos organelos fungen como importantes factores
de virulencia que facilitan las interacciones entre la bacteria y el hospedero, proceso que es
fundamental para el desarrollo del proceso infeccioso y para la persistencia del patdgeno
dentro del hospedero; ademas, su presencia se ha relacionado a otro factor de virulencia
importante: la Biopelicula (38,39).

2.2.1. Sistemas de secrecion

Los sistemas son fundamentales para el desarrollo de las bacterias, ya que permiten la
secrecion de diversos sustratos como proteinas, polisacaridos y acidos nucleicos. Ademas,
en ciertos casos los sistemas de secrecion son utilizados por bacterias patdgenas para
manipular al huésped o para tomar ventaja sobre el ambiente. Existen diferentes clases de
sistemas de secrecion (SS) para bacterias y sus disefios difieren dependiendo de qué sustratos
cruzan a través de una, dos o hasta tres membranas fosfolipidicas, donde dos pertenecen a la

bacteria patdgena y una al huésped (40).

Como ya se menciond, existen diferentes tipos de secrecion, siendo la secrecion general (Sec)
y la translocacion gemela de arginina (Tat) los procesos mas utilizados. En bacterias Gram
negativas las proteinas viajan desde la membrana citoplasmatica de la célula hacia el exterior

por las vias Sec o Tat (40).



2.2.1.1. Sistema de secrecion Sec

Esta via de secrecion transloca proteinas desplegadas y como se muestra en la Figura 1,
consiste de tres partes: primero los componentes de direccionamiento de proteinas (SecB)
mantienen la proteina en su forma desplegada, después llevan las lleva hacia la proteina
motora SecA, las cual finalmente es la encargada de guiar la proteina al canal conductor
integrado a la membrana SecYEG. Ademaés, SecA tiene la capacidad de fungir como ATPasa
proporcionando la energia necesaria para la translocacion. Aunque las proteinas secretadas
por esta via pueden tener diversas funciones, la mayoria de éstas promueven la virulencia de
patdgenos bacterianos, siendo uno de los medios de secrecién mas utilizados por las especies

Gram negativas (40-42)

Periplasma

A

SecYec SecYec

Membrana
Interna

Secuencia
removible

Citoplasma

Figura 1: Esquema del sistema de secrecion Sec.

2.2.1.2. Sistema de secrecion Tat

A diferencia de la via de secrecion Sec, la via Tat secreta proteinas plegadas. Esta via es
considerada critica ya que no todas las proteinas pueden secretarse en su estado desplegado
debido a que existen proteinas que presentan modificaciones postraduccionales como son los

factores redox que se sintetizan en el citoplasma. Como se muestra en la Figura 2, este sistema
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se integra de tres componentes TatA, TatBy TatC, se ha observado que en las bacterias Gram
negativas tanto TatB como TatC se unen a una sefial N-terminal especifica que contiene
motivos “gemelos” de arginina para la secrecion de sustratos del sistema Tat. Posteriormente
TatB y TatC se unen a TatA que es la encargada de formar el canal en la membrana interna,

a través del cual las proteinas se translocan hacia el periplasma (40,43).

Aunque la ruta de Tat es importante para la fisiologia y la supervivencia de las bacterias
patdgenas y no patdgenas, existen diferentes bacterias patdgenas que requieren de la via Tat
para la virulencia completa en modelos de infeccion, las enzimas de la fosfolipasa C son un
ejemplo de proteinas secretadas por Tat que sirven como factores de virulencia para varios
patogenos (40,44,45).

Periplasma x

Membrana TatA TatA

Interna

POCOBIBOTOPCODBRBVOOVOSOSSODDODS
POPPPPPPPPPPPPPPPPPODOPPPODOPDDY

Secuencia % TatB
removible
ﬂ TatC

Citoplasma

Figura 2: Esquema del sistema de secrecidn Tat.

2.2.1.3. Sistemas de secrecion en Gram negativas

Un gran nimero de bacterias Gram negativas dependen de los sistemas de secrecion para
transportar proteinas de virulencia fuera de la célula; esta secrecion puede representar un

desafio para las bacterias ya que las proteinas deben atravesar dos o tres membranas de
11



fosfolipidos para alcanzar su destino final. Algunas proteinas secretadas en Gram negativas
atraviesan las membranas en dos pasos, donde primero se envian al periplasma a través de
los sistemas de secrecion Sec o Tat y luego son transferidos a través de la membrana externa
por la accioén de un segundo sistema de transporte conocido como “Secrecion de proteinas
dependiente de Sec o Tat”. Otras proteinas son secretadas a través de canales que atraviesan
las membranas interna y externa en un proceso conocido como “Secrecion de proteinas
independiente de Sec y Tat”. Como se observa en la Figura 3 los sistemas de secrecion para
bacterias Gram negativas estdn numerados y cada sistema transporta un subconjunto
especifico de proteinas, los sistemas se basan en canales barril B que forman un anillo en la

membrana externa presentando ademas diversidad de estructuras y funciones (40).

Do o e D OSSO SR 2D  ventrans
ey aPais e Do tan | st | SRR SVL hospedero

Tipo V

Tipo Il
> Membrana
PP externa
»
Periplasma

Membrana
interna

LA

Citopl.
Tat Sec Tipo | Tipo Il Tipo IV TipoMl S

Figura 3: Sistemas de secrecion en bacterias Gram negativas.

2.3.1 Fimbriastipo Py tipo |

El término fimbrias de tipo | se refiere a cualquier estructura fimbrial de entre 6-8 nm de
ancho que se relaciona con la regulacién de la aglutinacién de glébulos rojos mediante la
inhibicion de la manosa. También pueden ser llamadas fimbria “comunes”, o “sensibles a
manosa” y generalmente se encuentran en miembros de la especie Enterobactericeae que al
ser observadas al microscopio electrénico se aprecian como estructuras de 1-2 um de largo

por 7 nm de ancho distribuidas uniformemente sobre la superficie de la bacteria (33).
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Las fimbrias pertenecientes a esta clasificacion se componen por subunidades denominadas
“pilinas”, el nimero de subunidades que compone a una fimbria es variable. Como se observa
en la Figura 4, en el caso de las fimbrias Tipo I, las subunidades que la conforman son: FimG,
FimF, FimA (subunidad mayor), FimH (adhesina), FimD (chaperona) y FimC (usher), que
son codificadas por el operon fim. Una vez expresadas mediante la accion de las proteinas
FimD y FimC, las subunidades se entrelazan en una estructura helicoidal de 1-2 um, que se
compone por ~1000 copias de FimA con un diametro de 7-8 nm, situando en el extremo

distal de la fimbria una copia Unica de la subunidad adhesiva FimH (46,47).

Membrana
Externa

FimA
(Subunidad . 2
Membrana Mayor) Q » FimC Periplasma

TToIIIIIIII: zzzzzzzzzezegiis

Citoplasma 3 Translocon SecYEG

R

DB D D D B D B BB B B B DD W

Figura 4: Estructura de las fimbrias tipo I.

El ensamblaje de las fimbrias Tipo P es idéntico al de las fimbrias Tipo |, siendo la diferencia
el claster (es decir, el grupo de genes que codifica sus subunidades). Como podemos observar
en la Figura 5, en este caso, las subunidades que la conforman son: PapF, PapE, PapK, PapA
(subunidad mayor), PagG (adhesina), PapC (chaperona) y PapD (Usher), las cuales son
codificadas por el operon pap (46,47).
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Interna
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Figura 5: Estructura de las fimbrias tipo P.

2.3.1.1.  Biogénesis de las fimbrias tipo | y tipo P

El inicio de la biogénesis de estas fimbrias comienza en el citoplasma con la sintesis de las
subunidades fimbriales, posteriormente son trasladadas al periplasma a través del “Sistema
de secrecion Sec”. Una vez ahi, las subunidades se unen a las chaperonas protoplasmaticas
para formar el complejo chaperén-adhesina, el cual inicia el proceso de transporte. La
formacion de estos complejos evita las interacciones entre ellas, manteniéndose disponibles
para interactuar con la proteina Usher (compuesta por 24 poros B-barril, un dominio
periplasmatico N-terminal (NTD), dos dominios periplasmaticos C-terminal (CTD1y CDT2)
y un dominio conector que actia como catalizador del ensamblaje fimbrial) lo que finalmente
permite la liberacion de la chaperona, el ensamblaje de las subunidades estructurales vy, la
secrecion de la estructura a la superficie externa de la célula a través del canal Usher
(39,48,49).
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2.3.2.  Fimbrias tipo Curli

Descritas en 1989, se definieron como una fibra proteica enrollada caracteristica de bacterias
entéricas como E. coli y Salmonella spp (50). Actualmente las fimbrias tipo Curli se
describen como fibras amiloides extracelulares, en las cuales tienen roles la patogenicidad y
la formacion de biopelicula. La matriz extracelular que forma la biopelicula protege a las
comunidades bacterianas de condiciones externas como lo es el estrés, ademas de promover

la colonizacién y la permanencia en el hospedero (51).
2.3.2.1. Biogénesis de las fimbrias tipo Curli

Los genes que codifican para las subunidades necesarias en el ensamblaje de las fimbrias tipo
Curli se encuentran en dos operones que son: csgBA y csgDEFG. Especificamente csgBA
codifica para subunidad mayor, mientras que CsgD actla como activador transcripcional
positivo del mismo; las subunidades CsgE, CsgF y CsgG son factores adoptados del

ensamblaje (52).

Las fimbrias Curli se componen principalmente de la subunidad proteica mayor CsgA, que
es translocada en su forma desplegada a través de la membrana externa; posteriormente se
ensambla en fibras mediante la accion de la subunidad menor CsgB. La subunidad CsgA
contiene una secuencia SecYEG que codifica la sefial de secrecion y un dominio nuclear
amiloide C-terminal. El dominio nuclear se compone de 5 unidades repetidas R1, R2, R3, R4
y R5 (con una longitud de 19-24 residuos), cada uno de los cuales forma la estructura
recurrente “B-cadena giro B-cadena” las cuales se ensamblan para formar una lamina f, la
cual es una estructura tipica de los amiloides. Por otra parte, la subunidad CsgB exhibe una
organizacion similar al dominio de CsgA, con la excepcion de que la unidad R5 carece de
los residuos que se encuentran conservados en las otras cuatro unidades, en su lugar esta
unidad contiene residuos que son necesarios para el ensamblaje de CsgB con la pared celular.
Después de la secrecion CsgB permite la polimerizacion de las subunidades CsgA en las
fimbrias Curli (53).

En el periplasma la subunidad CsgA tienen tres posibles destinos: pueden continuar hacia el
canal CsgG y excretarse a la superficie de la bacteria, otra opcion es que pueden someterse a
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la degradacién proteolitica, o pueden permanecer en el periplasma donde la polimerizacion
de CsgA llevaria a la formacion de fibras toxicas lo cual se evita mediante la unién de CsgC
a CsgA. Como se observa en la Figura 6, si la subunidad CsgA permanece en el espacio
periplasmatico y no se forman fibrias tdxicas, la subunidad interactia primero con un
nonamero de CsgG y después con el canal de difusion CsgG (Poro B-barril de 36 cadenas
nonameéricas) (54). El dominio periplasmatico de la subunidad CsgG se ensambla para formar
el dominio CsgE, la region que se encuentra entre el periplasma y la transmembrana forma
un canal con un didmetro aproximado de 9 A, a través de cual pueden pasar solamente
polipéptidos desplegados. CsgE forma un adaptador periplasmatico soluble que se une al
CsgG periplasmatico formando un tipo de jaula alrededor del canal de secrecion CsgG; el
tamario de la jaula es del tamafio ideal para que las subunidades CsgA desplegadas atraviesen
enteras, por lo que la captacién y el confinamiento de CsgA dentro de la jaula periplasmatica
de CsgG-CsgE genera un gradiente de entropia a través de la membrana provocando la
extrusion del péptido CsgA a través del canal CsgG hacia la membrana externa de la bacteria.
Una vez ahi, CsgB controla la nucleacion y polimerizacién de las subunidades CsgA de las

fimbrias tipo Curli de forma dependiente a CsgF (55-57).

> » CsgA

Membrana CsgG
Externa

Periplasma

Membrana \ —- CSQC

Interna

POCEEOEDODODDDDBBBHHA
cocrorrso PP OOOBBA

Ciloplesme ~~~————3> Translocon SecYEG
Figura 6: Estructura de las fimbrias tipo Curli.

16



2.3.3.  Fimbrias tipo 111

Las fimbrias Tipo Il fueron identificadas y caracterizadas inicialmente en K. pneumoniae
por Duguid y colaboradores en 1959. Este tipo de organelos se pueden encontrar en multiples
patdgenos pertenecientes a las enterobacterias como son Klebsiella, Serratia, Proteus,
Citrobacter, Providencia y Enterobacter, y pertenecen a la clase de fimbrias ensambladas
mediante la ruta CU (58). Tienen 2-4 nm de ancho por 0.5-2 um de longitud, se caracterizan
por su capacidad para aglutinar eritrocitos in vitro por adicion de acido tanico en presencia o
ausencia de manosa. Ademas de aglutinar células rojas, las fimbrias tipo 111 pueden mediar

la adherencia a levaduras de una manera resistente a la manosa (59).
2.3.3.1. Biogeénesis de las fimbrias tipo 111

Los genes que codifican la produccion de fimbrias tipo 11l en K. pneumoniae pueden ser
transmitidos por plasmidos o transportados en el cromosoma bacteriano; existe evidencia de
que el grupo de genes transportados por plasmidos esta relacionado con un plasmido
conjugativo, que también puede estar involucrado en transferencia de resistencia antibiética
entre bacterias. Las fimbrias de este tipo son codificadas por el operon mrk (mrkABCDF)
compuesto por cinco genes que codifican los componentes estructurales y de ensamblado. El
operon mrk esta altamente conservado en las especies de Klebsiella y Enterobacter, y aunque
una sonda de mrkA puede utilizarse para detectar este gen en cepas que no pertenecen a la
especie Klebsiella, la relacion entre los grupos de genes mrk de diferentes cepas de
enterobacterias no se ha determinado del todo; la comparacion de MrkB y MrkC con
proteinas de otros cluster genéticos para fimbrias indican su pertenencia a la familia de los

chaperones periplasmaticos y de las proteinas de ensamblaje respectivamente (60).

Las fimbrias tipo 111 se ensamblan utilizando la via chaperon/usher; como se observa en la
Figura 7, en esta ruta de ensamblaje, las subunidades fimbriales son transportadas a través
del sistema de secrecion Sec hacia el periplasma donde la chaperona MrkB forma un
complejo por complementacion de cadena donante con las subunidades fimbriales y
posteriormente este complejo se une a la proteina de ensamblaje MrkC, la cual se encuentra
en la membrana externa (61). La estabilidad estructural de las fimbrias se asocia con los

filamentos en la region C-terminal de MrkA, mientras que MrkD, ubicado en la punta de las
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fimbrias, confiere las propiedades adhesivas del apéndice y determina la especificidad de
unidn de la fimbria. Se ha observado que la adhesion de MrkD tiene efecto sobre la capacidad
de la bacteria para adherirse a superficies basolaterales de células derivadas del tracto urinario
y el epitelio bronquial. Aunque la funcion de MrkD es desconocida; existe evidencia
experimental que ha demostrado su incorporacion de forma intermitente a las fimbrias I11 en
donde desempefia un papel de estabilizacion en las fimbrias y reduccion de la longitud de las
mismas. Ademas, se ha sugerido que MrkD puede ser un iniciador para el ensamblaje de las
fimbrias tipo 111 (59,62,63).

MrkD —s———

MrkF ~f——

Membrana
Externa

Periplasma

Membrana / ‘\ e MITKA (Subunidad

Interna MrkD s Mayor)
POOPOOOPOOOOOOOOPIOOOOOOOOPS POODDODDDDDDDDDDDRDBDI
DS DDD oo CEODDPOOODODDODD DD B

Citoplasma 3 Translocon SecYEG

Figura 7: Estructura de las fimbrias Il1.

2.3.4. Fimbrias tipo CSU

Las fimbrias de este tipo pertenecen a la via de ensamblaje CU arcaica (la rama “no clésica”
mas grande de este tipo de ensamblaje); este sistema arcaico tiene una distribucion
filogenética muy amplia y se asocia con una amplia variedad de enfermedades (también
relacionadas a fimbrias ensambladas por las vias clasicas CU). Debido a que esta via fue

descrita hace poco tiempo, el conocimiento sobre su mecanismo de ensamblaje y adhesion
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es poco. La presencia, funcion y relacion con la formacion de biopelicula de este tipo de

fimbria, se ha estudiado principalmente en el microorganismo Acinetobacter baumannii (64).
2.3.4.1. Biogeénesis de las fimbrias tipo CSU

El sistema que codifica para estas fimbrias se encuentra en el cluster csuA/B-A-B-C-D-E.
Esta fimbria se conforma por cuatro subunidades proteicas: CsuA/B (16.1 kDa), CsuA (17.3
kDa), CsuB (16.9 kDa) y CsuE (33.5 kDa), ensambladas mediante la maquinaria
Chaperén/usher CsuC/CsuD. La chaperona de unién CsuA/B cuenta con un dominio
incompleto Ig-like muy flexible en un sandwich tipo B de seis hebras, lo que provoca que en
la séptima hebra se forme una hendidura hidrofoba. Una vez que comienza a formarse el
polimero las subunidades CsuA/B se unen por complementacién de la hebra donante (DSC),
el extremo N-terminal de la subunidad se inserta en la hendidura hidr6foba de la subunidad
vecina; A diferencia de CsuA/E, la subunidad CsuE no es capaz de autoensamblarse, en lugar
de la hebra donante esta subunidad contiene un dominio adicional, lo que provoca que CSuE
se localice en la punta de la fimbria y ya que multiples subunidades de dos dominios ubicadas
en la punta fimbrias han demostrado actuar como adhesinas de union al hospedero. Se cree

gue CsuE también puede estar involucrado en la union a sustratos biéticos y abidticos (65).
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Citoplasma ~~————> Translocon SecYEG
Figura 8: Estructura de la fimbria tipo Csu.
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2.3.5.  Fimbrias tipo ECP

Descrita en 2001, fue nombrada como fimbria tipo Mat (fimbria asociada a meningitis y
temperatura regulada, por sus siglas en inglés); se presentd como un nuevo tipo de fimbria
en E. coli cuya morfologia era similar a la de las fimbrias tipo 1 y P (5 a 7 nm de diametro y
0.4 a5 um de longitud); los estudios serologicos y de la secuencia de sus subunidades, fueron
los que permitieron afirmar que no existia relacién entre las proteinas fimbriales
caracterizadas anteriormente en E. coli y otras bacterias (66). Posteriormente, se demostro
que este tipo de fimbria se encuentra altamente conservada y expresada en todas las cepas
patdgenas de E. coli, asi como en cepas comensales, por lo que el nombre de pili (fimbria)
comun de E. coli (ECP) fue propuesto como alternativa a “Mat”, esto con la finalidad de

describir apropiadamente su ubicuidad (67).

2.3.5.1. Biogeénesis de las fimbrias tipo ECP

Las subunidades fimbriales de las fimbrias ECP se encuentran codificadas en el clister
ecpRABCDE (también conocido como matABCDEF); como se observa en la Figura 9 las
subunidades que conforman esta fimbria son EcpA (subunidad mayor), EcpC (usher
putativo), EcpE (usher potencial), EcpB (chaper6n putativo), EcpD (adhesina), EcpR
(regulador positivo de la expresion de esta fimbria). La primer subunidad que codifica el
operon ecp es EcpR, la cual contiene un dominio C-terminal hélice-giro-hélice (HTH) de
unién a DNA putativo para LuxR y que actia como un regulador de la expresion fimbrial;
esta subunidad se une rio arriba a ecp activando la transcripcion a la vez que inhibe el efecto
represor de H-NS, ademas indirectamente estabiliza la produccion del mRNA para EcpA
(68).
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Figura 9: Estructura de la fimbria tipo Ecp.
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. Antecedentes de problema

2.1. Expresion de fimbrias en Enterobacter cloacae ATCC 13047

E. cloacae forma parte de los patdgenos nosocomiales entéricos de mayor relevancia; entre

las infecciones mas comunmente atribuidas a este microorganismo y en las que se destaca la

accion de la biopelicula, se encuentran las infecciones del tracto biliar y el urinario,

especialmente las asociadas al uso de catéter (52).

En el genoma de E. cloacae se encuentran codificados 14 genes para las proteinas tipo usher,

utilizadas en el ensamblaje de las fimbrias de este microorganismo. En la tabla 1 se presenta

la descripcion de sus genes fimbriales.

Tabla 1: Genes fimbriales para proteinas usher, codificados en el genoma de E. cloacae ATCC13047.

Homologia
Gen Descripcion
Fimbria Tipo
ECL 01281 Proteina usher de membrana externa. FImA |
Proteina usher de membrana externa (Biogénesis
ECL_01106 o MrkA i
fimbrial).
Proteina usher de membrana externa (Biogénesis
ECL_01410 o CsuA/B  Csu
fimbrial).
ECL_00940 Proteina fimbrial usher. StkA -
ECL_04369 Proteina fimbrial usher. FImA I
ECL 00371 Proteina usher Pmfc de membrana externa. FImA |
ECL_02932 Proteina usher Lpfc de membrana externa. FimA I
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ECL_00072 Proteina hipotética. EcpA ECP

ECL_03398 Proteina usher putativa. EcpA ECP

ECL_04605 Proteina hipotética. - -
Proteina fimbrial usher

ECL_04373 - -

ECL_02380 Proteina usher Lpfc de membrana externa. LpfA -

ECL_00091 Proteina de ensamblaje para fimbria tipo P, porina PapC ~ FimA I

ECL_00064  proteina usher de membrana externa, putativa para FimD

2.2. Biopelicula

La biopelicula es una estructura comunitaria formada por la acumulacion de ceélulas
bacterianas sésiles, que construyen lo que se denomina una “matriz extrapolimérica”. Esta
matriz es considerada un método de proteccion importante para la adhesion y correcto
desarrollo de multiples bacterias. Para permitir el continuo desarrollo y la permanencia, la
biopelicula forma diversos canales, que permiten la circulacion de nutrientes favoreciendo
su proliferacion, ocasionando la expresion de diferentes patrones genéticos dependiendo de
la regidn de la biopelicula a la cual pertenecen; destacando que las células pertenecientes a
la biopelicula tengan la capacidad de regresar a su forma plancténica y de esta forma

colonizar nuevas superficies (69,70).

Estos agregados se distinguen de las formaciones planctonicas por la base estructural que
presentan, compuesta de polisacaridos, agua, iones, DNA y proteinas excretadas por las
bacterias. Su tamafio es variable (desde micrémetros y hasta varios centimetros), facilitando
el desarrollo de los microorganismos en ambientes grandes y diversos, por lo que la presencia
de biopelicula, es reconocida como un factor importante para el correcto desarrollo de
maltiples infecciones en humanos (70,71).
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2.3. Biopeliculay resistencia antibidtica

La formacion de biopeliculas es una etapa importante de la virulencia de muchos patdgenos,
es un proceso complejo, cuyo desarrollo se divide en etapas como son la “Unidn reversible”
que es la unién de los microorganismos a la superficie del hospedero mediante interacciones
débiles como son las fuerzas de van der Waals. La “Colonizacidon” que consiste en la union
irreversible del microorganismo por interacciones hidrofdbicas o hidrofilicas de fimbrias,
lipopolisacaridos, exopolisacéridos, etc. El “Desarrollo” es donde se da la acumulacion de
células y la proliferacion de las mismas y finalmente, la “Maduracion” que es la formacion
estable la biopelicula y los canales de distribucion de nutrientes para que, las células se

diseminan, regresando a su estado plancténico y poder continuar la colonizacion (72).

Las bacterias formadoras de biopelicula muestran una mayor resistencia a los antibioticos; el
mecanismo responsable de esto ha sido investigado, y se atribuye a diversos procesos. La
matriz de la biopelicula evita la difusion eficiente de los antibioticos, lo que provoca una
menor exposicion de las bacterias a ellos, por otra parte, se ha sugerido que el crecimiento
lento dentro de las bacterias que residen dentro de una biopelicula proporciona resistencia

aumentada y las proteinas especificas de union a antibidticos estan poco expresadas (60).

El cambio fenotipico de célula planctonica a una célula sésil perteneciente a una biopelicula
es un proceso regulado por numerosos factores genéticos y ambientales, el cual varia
dependiendo de la especie (73). Existen diversas caracteristicas para diferenciar las células
pertenecientes a una biopelicula y las células plancténicas. Mientras que las células
planctonicas se encuentran expuestas a un ambiente practicamente uniforme, las células
pertenecientes a la biopelicula experimentan diferentes gradientes nutrimentales vy
produccion de desechos (74). Sin embargo, la diferencia mas importante entre ambos tipos
de células es que las pertenecientes a una biopelicula son menos susceptibles a la accion de
agentes antimicrobianos (75). La resistencia bacteriana a los farmacos se puede definir como
aquella capacidad para desarrollarse en ambientes donde las concentraciones de los agentes
antimicrobianos generalmente inhibieron su crecimiento; dicha resistencia, generalmente es
atribuida a mutaciones o al intercambio de elementos genético lo cual es definido como

“resistencia adquirida”. Sin embargo, esta resistencia también puede ser intrinseca,
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dependiendo de los genes y las propiedades innatas de las cepas silvestres. Por ejemplo, en
comparacion con las bacterias Gram positivas, las bacterias Gram negativas cuentan con
mayor resistencia intrinseca a los antibidticos. La tolerancia hacia agentes microbianos
favorece la habilidad del microorganismo para sobrevivir, sin continuar su desarrollo, ni
crecimiento en presencia de agentes bactericidas. Los ejemplos de mecanismos de tolerancia
son: a) la tasa de crecimiento, b) células persistentes y ¢) mecanismos relacionados con el
estrés oxidativo inducido por los antibiéticos (76-78).

La resistencia y tolerancia a los antibidticos ejercida por las biopeliculas es multifactorial.
Los mecanismos para esta resistencia y tolerancia dependen del agente antimicrobiano, de la
especie, la edad y el estadio de la biopelicula. Ademas, de las condiciones ambientales de
crecimiento, ninguno de estos factores es capaz de aumentar, individualmente la resistencia
antibidtica; solo integrados en conjunto son capaces de limitar la efectividad de los

tratamientos farmacoldgicos disponibles (79-82).
2.4. Osmolaridad

La osmolaridad (n...) y la osmolalidad (n...,), expresan la concentracién osmotica de
particulas activas en una solucion (83). La osmolaridad es directamente proporcional a su
molaridad (mol/L), ya que ambas estan expresadas en unidades de volumen dependientes a
la temperatura. Por tanto, es correcto aceptar que la osmolaridad y la osmolalidad tienen el
mismo valor (84).

En el caso de las bacterias, la osmolaridad es un factor importante que determina diversas
propiedades del microorganismo; por ejemplo, la rigidez, aunque las bacterias son
semirrigidas este valor depende de la composicion de su pared celular, la cual esta compuesta
por peptidoglicanos, y organelos como son las fimbrias. Asi mismo, la concentracion de
solutos en el citoplasma genera presion osmotica que es denominada “presion de turgencia”

la cual es limitada por la pared celular, definiendo de esta manera la forma de la célula (85).
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2.4.1. Efecto de la osmolaridad en la expresion de fimbrias

El microorganismo patdégeno Pseudomonas aeruginosa ocupa el tercer lugar como
responsable de infecciones de tracto urinario (ITU) asociadas a catéter (93). La patogenicidad
es atribuida a factores ambientales como son: iones de hierro, presencia de proteina Tamm-
Horsfall (PTH), el pH urinario y la propia osmolaridad de la orina, que en conjunto facilitan
la colonizacidon. P. aeruginosa requiere de hierro para desarrollarse y producir factores de
patogenicidad (Exo A), mientras que la alta osmolaridad y un bajo pH muestran efectos
inhibitorios en el crecimiento. En el caso de la orina, la osmolaridad y el pH son variables ya
que se pueden afectar por diversos factores (como son, la edad, dieta, enfermedades), siendo
los valores que se consideran normales de 50 a 1,400 mOsm/Kg (86-92). Un estudio
realizado en 2009, expuso una cepa de P. aeruginosa a diferentes condiciones de osmolaridad
(200-350 mOsmol/L con 0.1 M de NaCl y pH de 7.0) para evaluar la influencia de ésta en su
virulencia; demostrando que el incremento de osmolalidad de 200 a 300 mOsm/L aumenta
su patogenicidad debido a que favorece la expresion sus mecanismos de virulencia y que, la
misma osmolaridad del medio determina la extension del dafio tisular, para lo cual usaron
como indicador los niveles de malondialdehido (MDA) por el método de Wills en un modelo

animal en ratones (94).

Otro microorganismo que sobrevive a estrés osmotico es E. coli uropatogénica (UPEC).
Estudios previos demostraron que la osmolaridad del ambiente afecta la expresién de
fimbrias tipo | de UPEC y sugieren que la proteina de union a DNA OmpR regula la
expresion de diferentes genes tipo fim. Un estudio realizado en el 2013 expuso a cepas de E.
coli a cuatro diferentes condiciones de osmolaridad y pH en medio Luria-Bertani (LB). Las
condiciones fueron: a) pH 5.5 con baja osmolaridad (osmolaridad estandar del medio), b) pH
5.5 con alta osmolaridad (800 mOsm de NaCl), c) pH 7.0 con baja osmolaridad y d) pH 7.0
con alta osmolaridad. Se observd, que los niveles de expresion de fimB evaluados a pH neutro
con baja osmolaridad fueron altos, mientras que el pH acido y baja osmolaridad evidenciaron
baja expresion. Este gen se encuentra regulado por la accion de SIyA o RcsB, los cuales son
activadores de transcripcion propuestos. EI cambio de osmolaridad baja y pH neutro hacia
pH 4acido y alta osmolaridad (lo cual puede encontrarse en el tracto urinario humano),
favorece la expresion de OmpR y la unién al sitio promotor desplazando a SIyA o RcsB como
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activadores de fimB; asi mismo, la expresion de OmpR en UPEC incrementa en ambientes
acidos con alta osmolaridad. Estos resultados sugieren el rol fisiolégico de OmpR en E. coli
que se desarrolla en ambientes de este tipo como lo es el rifion humano (95,96).

Otro estudio que evidencio fendmenos semejantes fue el realizado en 2005, donde se evaluo
el efecto de la osmolaridad en la expresion de los genes OmpR y CpxR relacionados con las
subunidades de las fimbrias tipo Curli de E. coli. Para ello, utilizaron el medio M63/2 en
donde se empled una condicion de baja osmolaridad al suplementarse con glucosa al 0.2% y
una de alta osmolaridad utilizando sacarosa al 20% y/o 0.1 M de NaCl. Sus resultados
demostraron que en los medios con baja y media osmolaridad, el gen csgD es activado por
OmpR y se incrementa la produccion de las fimbrias Curli; mientras que en el caso de la alta
osmolaridad, la respuesta es que CpxR inhibe la transcripcion de csgD provocando que se

reprima la expresion de este tipo de fimbria (97).
2.4.2.  Efecto de la osmolaridad en la formacion de biopelicula

Los microorganismos en la naturaleza no se encuentran bajo sus condiciones de crecimiento
Optimas, en realidad se encuentran expuestos a diferentes tipos de estrés en condiciones
hostiles, siendo la presion osmética una de las condiciones fisicas mas significativas donde
las bacterias se enfrentan (84). La pared celular es la estructura primaria que protege a la
bacteria, ademas de proveer su forma y mantener la integridad mecénica de la misma, funge
como barrera ante el estrés osmotico o “presion de turgencia”, la cual resulta de los
componentes citoplasmaticos que presionan la membrana citoplasmaética o la pared celular
(98-100). Los valores de turgencia normales en el caso de E. coli varian de entre 0.5 a 3 atm
(atmosferas) dependiendo de la osmolaridad del medio de cultivo (101). Ademas, se conoce
mediante microscopia de fuerza atbmica (AFM) que Streptococcus puede presentar cambios
en la estructura y elasticidad de sus peptidoglicanos cuando esta sujeta al incremento de la

presidn de turgencia debido a la variacion de osmolaridad del medio (102).

El estudio genético de la formacion de biopelicula en la bacteria Gram positiva Bacillus
subtilis ha sido estudiado ampliamente, demostrandose su capacidad de formar biopeliculas
complejas. La superficie de la biopelicula se encuentra cubierta con hidrofobinas BslA, las

cuales proveen la capacidad de repeler el agua. Sin embargo, el agua fluye hacia la
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biopelicula y con ella los nutrientes, los cuales son impulsados por los gradientes osmoticos
consecuencia de la presion osmotica ejercida por las diversas sustancias extrapoliméricas
(EPS’s) que la conforman. Aunque este comportamiento se ha descrito en B. subtilis, no es
un comportamiento exclusivo de su biopelicula, ya que se demostré la expansion de

biopeliculas en la bacteria Gram negativa Vibrio cholerae (103,104).

E. coli extraintestinal (EXPEC) causa gran variedad de infecciones que pueden ser de tracto
urinario, sistema nervioso central, tracto respiratorio, entre otros; y se relacionan con su
capacidad para formar la biopelicula; Un ejemplo es E. coli uropatogénica, la cual causa
infecciones en el tracto urinario dificiles de erradicar aun con la accion de antibioticos (105).
Por ello, en 2014, un estudio mostro la relaciéon entre la osmolaridad, la produccién de
fimbrias tipo curli y la capacidad de formacion de biopelicula de E. coli. Estudiaron el rol de
la proteina TolC (que pertenece a la familia de proteinas de eflujo de membrana externa) en
diferentes condiciones de osmolaridad, demostrando la importancia que tiene a altas
osmolaridades ya que promueve el mantenimiento de la estructura y funciones de la
membrana externa; favoreciendo también la formacion de biopelicula y la expresién de

fimbrias tipo curli (106).

En relacion al presente estudio, se sabe poco de la relacion de las fimbrias Curli de E. cloacae.
En 2012, se realiz6 un analisis para conocer la participacion de estas fimbrias y su relacion
con la formacion de biopelicula en este microorganismo. Se encontré que el operdn csgBA
existia en el 78.6% de las cepas de E. cloacae aisladas y que la capacidad de formacion de
su biopelicula se relacionaba positivamente con la expresién de ARNm del gen csgA. Los
aislamientos del estudio resaltan la importancia de las fimbrias Curli en la capacidad de
formacion de biopelicula y en como las cepas que presentan fimbrias de este tipo forman
biopeliculas maduras en forma de pilares, resaltando su importancia en la formacion y

morfologia de la biopelicula de E. cloacae (52).
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1. JUSTIFICACION

Las infecciones nosocomiales son un problema de salud mundial, estas son contraidas en
hospitales y centros de salud por pacientes de internamiento hospitalario o atencion
ambulatoria y representan una causa de morbimortalidad y gasto econdmico importante para
paises tanto desarrollados como carentes de recursos. Desde hace afios, E. cloacae es
considerado un patégeno oportunista de alta importancia epidemiologica, siendo uno de los
microorganismos mas frecuentemente aislados en hospitales, cuya gran resistencia al
tratamiento farmacol6gico ha permitido su propagacién. Al igual que otras bacterias Gram
negativas, E. cloacae contiene distintos factores de virulencia como son toxinas, adhesinas,
sistemas de secrecidn, fimbrias y biopelicula. La expresion de estos mecanismos de
virulencia se puede modificar en funcién del ambiente en el que se desarrolla la bacteria,
siendo los factores ambientales; como osmolaridad, pH, disponibilidad de nutrientes y
temperatura, entre otros, asi como los que se relacionan con el metabolismo del
microorganismo. Es claro que la cantidad de estudios acerca de sus factores de virulencia y
como éstos se ven alterados por los factores ambientales es limitada. Actualmente se sabe
que el genoma de la cepa de E. cloacae ATCC 13047 tiene 14 operones gue codifican para
sus subunidades fimbriales pero no se ha mostrado la relacion de estas subunidades con la
capacidad de formacion de su biopelicula. Por lo tanto, el presente trabajo, brindara
informacién sobre la relacion entre la osmolaridad, la expresion de las fimbrias y la
formacion de biopelicula aportando un conocimiento nuevo sobre el mecanismo de
patogénesis de E. cloacae que permita sentar bases para idear un tratamiento integral

eficiente contra las infecciones provocadas por este microorganismo.

V. HIPOTESIS

Cambios en la osmolaridad del medio modifica la expresion de los genes fimbriales de E.

cloacae y por lo tanto su capacidad en la formacion de biopelicula.
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V. OBJETIVOS

5.1 Obijetivo general

Analizar la expresion genética de diferentes tipos de fimbrias implicadas en la formacién de

biopelicula de Enterobacter cloacae en diferentes condiciones de osmolaridad.
5.2 Objetivos especificos

1. Cuantificar la osmolaridad de los medios de cultivo LB, TSB, CFB, DMEM y PPLO
mediante osmometro de presion de vapor.

2. Cuantificar la expresion genética de los genes fimbriales de E. cloacae ATCC 13047
por RT-gPCR bajo el crecimiento en diferentes condiciones osmolaridad.

3. Evaluar la formacion de biopelicula mediante el método de tincidn con cristal violeta
en la cepa de E. cloacae ATCC 13047 en las diferentes condiciones de osmolaridad.

4. Relacionar la osmolaridad con la expresion de diferentes genes fimbriales de E.
cloacae ATCC 13047 y la formacidn de biopelicula.

VI. MATERIALES Y METODOS
6.1. Material

6.1.1.  Cepa bacterianay lineas celulares
Para el desarrollo del presente estudio se empled la cepa de referencia de E. cloacae
subespecie cloacae ATCC 13047, la cual fue aislada del fluido cerebroespinal de un paciente
inmunocomprometido. La cepa se mantuvo en glicerol al 15% a -70°C hasta su uso.

6.1.2. Medios de cultivo

Los cultivos bacterianos se realizaron en diversos medios liquidos: Luria Bertani (LB), Soya
Tripticaseina (TSB), Dulbecco’s Modified Eagle Media (DMEM) high glucose, Colonization
Factor Broth (CFB) y medio PPLO. La descripcion de los medios de cultivo se muestra en
la siguiente tabla:
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Tabla 2: Tabla de composicién de los medios de cultivo utilizados.

Medio Contenido Compuesto
10 g/L Digerido enzimético de caseina
LB 59/L Extracto de levadura
10 g/L NaCl
17 g/L Digerido enzimético de caseina
3g/L Peptona de harina de soya
TSB 2.5g/L Dextrosa
5¢g/L NaCl
2.5¢g/L K2HPO,
1lg/L Casamino acidos
CFB 0.15¢g/L Extracto de levadura
0.005 g/L MgCl,
0.0005 g/L MnCl,
4.5 g/L Glucosa
110 mg/L Piruvato de sodio
264.92 mg/L CaCl22H:0
0.10 mg/L Fe(NOs);
400 mg/L KCI
DMEM 200 mg/L MgSO, 7H,0
6.4 g/L NaCl
3.79/L NaHCO3
125 mg/L NaH:PO4-H-0
15 mg/L Rojo de fenol
6 g/L Digerido enzimatico de tejido animal
PPLO 10 g/L Peptona enriquecida con levadura
5¢g/L NaCl

En caso de ser necesario, los medios de cultivo se suplementan con antibidticos. Estos
antibidticos se afiadieron al medio estéril a partir de una solucion concentrada conservada a
-20°C de acuerdo a las instrucciones establecidas por Sambrock et. al. (107). Las
concentraciones finales de los antibidticos a utilizar fueron las siguientes: ampicilina (200
pg/mL), kanamicina (50 pg/mL) y tetraciclina (10 pg/mL).
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6.1.3.
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6.2. Métodos

6.2.1. Medicion de la osmolaridad de los medios de cultivo

Principio: La medicion de osmolaridad en el osmometro de presion de vapor se fundamenta
en el punto de congelacion y depresion de la presion de vapor por accion de un higrometro

de termopar.

Procedimiento: La cuantificacion de la osmolaridad de los diferentes medios de cultivo se
realiz6é con el Vapro™ 5520 de la marca Wescor. Se colocod un disco de papel filtro de
medidas estandar al equipo en el portamuestras y se colocaron 10uL de medio con ayuda de
una micropipeta, se cierra el portamuestras y se inicié el ciclo de 75 seg monitoreando la

temperatura inicial y final del ciclo. Este procedimiento fue realizado por quintuplicado.
6.2.2. Evaluacion de la formacion de biopelicula

Principio: La cuantificacién de biopelicula se realiz6 mediante un método descrito por
primera vez por Christensen et. al. (108), basado en una simple tincion con un colorante

catiénico como el cristal violeta y registrando la absorbancia en un espectrofotémetro.

Procedimiento: El procedimiento se llevo a cabo de acuerdo a una modificacion del método
descrito por O Toole en 2011 (109). Se prepar6 un cultivo de E. cloacae (aproximadamente
5mL) en medio LB y se dejo incubar a 37°C toda la noche; posteriormente 1.5 pL del cultivo
base fueron inoculados en 1.5 mL de cada uno de los medios estudiados y se
homogeneizaron; en una placa de 96 pozos se agregaron 200 pL de cada inoculo por
quintuplicado y se dejo incubar a TA durante 24 horas. Después se retir6 el medio de cultivo
y se dejo secar la biopelicula, se realizaron 3 lavados con 200 pL PBS 1X y se dejé secar
completamente; una vez seca la placa se agregaron 100 pL por pozo de cristal violeta filtrado
al 1%, la placa se dej6 tefiir durante 10 minutos. Posteriormente, el cristal violeta se retird y
fue filtrado; a la placa se le realizaron nuevamente 3 lavados con 200 uL de PBS 1X y se
dejo secar. Finalmente se agregaron 100 uL de etanol al 70% por 10 minutos y se leyeron las

placas en el lector a 600 nm.
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6.2.3.  Determinacion de la expresion genética relativa mediante RT-gPCR

Principio: La reaccion en cadena de la polimerasa es una reaccion enzimatica in vitro que
amplifica millones de veces una secuencia especifica de DNA durante varios ciclos; en los
que la secuencia blanca es copiada. Cuando se utiliza DNAc proveniente del ARNm se
conoce como RT-gPCR, la cual se lleva a cabo mediante una reaccion conocida como
transcripcion inversa, siendo es el método mas efectivo para detectar y cuantificar acidos
nucleicos (110,111).

Procedimiento: EI método descrito por Livack et. al. (112), se utilizé para determinar la
expresion genética en unidades de expresion relativa mediante la aplicacion de la formula
matematica 24T . La ACT determind al restar el valor de CT (“crossing treshold”) del gen
en estudio al valor de CT del gen rRNA 16S (rrsH) el cual es el gen normalizador. Los valores
obtenidos se multiplicaron por un mismo factor con la finalidad de que el resultado final sea

mayor o igual a 1.
6.2.4.  Extraccion del DNA gendémico

La extraccién de DNA gendmico se realiz6 de acuerdo a la metodologia descrita en 1966 por
Gonzaélez et. al. (113). Para ello, 10 mL de las cepas de E. cloacae en fase estacionaria se
centrifugaron a 400 rpm durante 10 min; se decant6 el sobrenadante y se resuspendié la
pastilla en 500 uL de regulador de lisis (Cloruro de guanidinio 6M, Tween 80 al 10%, EDTA
0.5 My 2-B-Mercaptoetanol 14.7M). Posteriormente, la suspension se transfirié a tubos de 2
mL con tapon de rosca. Después los tubos se sometieron a tres ciclos de choque térmico, cada
uno de 10 min a -70 °C en ultracongelador y 10 min a 65 °C en bafio maria. Se adicionaron
500 pL de una mezcla de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) y todo se agitd
suavemente en el vortex para centrifugar a 14,000 rpm a temperatura ambiente durante 10
min. La fase acuosa se recupero, se transfirié a un tubo Eppendorf de 1.5 mL y se le agregaron
500 pL de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1), se agitd en vortex y se centrifugo bajo las

mismas condiciones.

A partir de los cultivos de la cepa de referencia E. cloacae ATCC 13047 en fase estacionaria

se realizd RT-PCR en tiempo real para evaluar la expresion genética de los 14 operones
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fimbriales en los diferentes medios de cultivo; determinando la expresion de estos genes
durante la formacion de biopelicula y las mediciones de osmolaridad. Para lo cual, la fase
acuosa se recuperd nuevamente y se precipitdé el DNA con dos volumenes de etanol absoluto;
inmediatamente después se colocaron los tubos a una temperatura de -20°C durante 24h para
favorecer la precipitacion del material genético. Los tubos se centrifugaron nuevamente a
16000 x g a temperatura ambiente durante 15 min, se elimind el sobrenadante y se lavo la
pastilla con 500 pl de etanol al 70%, posteriormente se elimind el exceso de etanol secando
el DNA en el secador “DNA110 Speed Vac”. La muestra se resuspendié en un volumen
apropiado de agua destilada estéril dependiendo del tamafio de la pastilla obtenida y el DNA
se cuantificO y evaluo su pureza por espectrofotometria utilizando el Nano Drop-1000 (ND-
1000). Finalmente se determind su calidad e integridad mediante electroforesis en gel de

agarosa al 1% y se almacen0 a -20°C hasta su uso.

La fase acuosa se recuperd nuevamente y se precipitd el DNA afiadiendo 1 mL de etanol
absoluto frio, se agit6 en vortex y fue centrifugado a 12,000 rpm por 10 min. Para finalizar,

se decant0 y agregaron 500 pL de etanol frio al 70% y se centrifug6 por 2 min

6.2.5.  Expresion genética de los genes fimbriales y disefio de sus iniciadores

Para el analisis de la expresion genética de los genes que codifican para las proteinas usher
de E. cloacae que se estudiaron en este trabajo (Tabla 1) se utiliz6 como gen normalizador
el gen constitutivo rrsH, el cual codifica para el rRNA 16S de E. cloacae. Los iniciadores se
disefiaron utilizando el programa “Primer 3 plus” que fueron seleccionados en base a un Tm
entre 58 y 62 °C y a producir un amplicon de entre 75 y 150 pb. Una vez disefiados los

iniciadores, fueron enviados para su sintesis al Instituto de Biotecnologia de la UNAM.

6.2.6. Extracciéon de RNA total

La extraccion del RNA total se realizé siguiendo el protocolo descrito por Jahn et. al. (114)
A partir de un cultivo de E. cloacae ATCC 13047 incubado durante 24 h con 10 mL de LB,
TSB, CFB, DMEM o0 PPLO, se seleccionaron las muestras que fueron centrifugadas a 4,000
rpm durante 15 min, el sobrenadante se desechd y a la pastilla se le agregaron 500 pL de

solucion de lisis (SDS 10%, C2HsNaO; 1M, EDTA 0.5M).
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Para llevar a cabo el rompimiento celular, se realizaron tres ciclos de vortex-hielo durante 30
s cada uno, posteriormente se afiadieron 500 pL de fenol-acido previamente calentado y se
incubo por cinco minutos a 65°C. Finalizada la incubacion fue centrifugado a 14,000 rpm
por cinco minutos a 4°C, la fase acuosa se transfirié a un tubo limpio en donde se le agregd
1 mL de etanol absoluto frio y se dejo precipitar durante una hora a -70 °C.

Posteriormente, la muestra se centrifugé (14,000 rpm por 10 min a 4 °C) y el sobrenadante
fue eliminado. La pastilla fue colocada en hielo y se le afiadié 1 mL de etanol frio al 70%,
seguido de una centrifugacion (12,000 por 2 min a 4 °C), de donde el sobrenadante se decanto
y a la pastilla se le agregaron 400 pL de solucion de lisis (SDS 10%, C2HsNaO, 1M, EDTA
0.5M) y 1 mL de etanol, ambos frios, (proceso que se realiz6 por duplicado). Después del
segundo proceso, la pastilla se dejé secar por 15 min y se agregaron 100 pL de dietil-
pirocarbonato al 0.01%, se homogeneizd suavemente durante 10 min y se procedio a
cuantificar el RNA. Para lo cual, se utilizé el equipo Nanodrop (Thermo Scientific,
NanoDrop 1000). Primero se limpié y calibr6 el lector del aparato con H>O estéril,
posteriormente se colocaron 2 uL de la muestra y se realizé la cuantificacion.

Posterior a la cuantificacion, a la muestra se adicionaron 10uL de regulador para DNAsa y
1uL de DNAsa Turbo 10X (Ambidn), se incubd durante 30 min a 37 °C con una agitacion
cada 5 minutos a 300 rpm. Después se adicionaron 10uL del agente de inactivacion de la
DNAsa y la muestra se incubé y homogeneiz6 durante 5 min a temperatura ambiente para
después ser centrifugada a 10,000 rpm por 5 min. Finalmente, la fase acuosa fue transferida
a un tubo limpio para determinar la pureza e integridad del RNA mediante electroforesis (45
min a 120 volts) en gel de agarosa con cloro al 1% (Agarosa 3 g, 30 mL de TAE 1X,
Cloralex).

6.2.7. Obtencién de cDNA mediante la transcripcion reversa (RT) del RNA
total

Para realizar la PCR en tiempo real se utilizé el termociclador LightCycler 480 (Roche) que
cuenta con un sistema de deteccion fluorocromo SYBR® Green . Asi mismo, se utilizaron
placas de 96 pozos para realizar la reaccion correspondiente de acuerdo al siguiente
protocolo:
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Tabla 3: Mezcla de reactivos RT-qgPCR

Reactivo Cantidad
H20 grado PCR (kit comercial) 1.5uL
Primer 1 0.5uL
Primer 2 0.5 pL
“LightCycler® 480 SYBR Green | 5 L
Master” 10X
cDNA 2.7 uL

La mezcla de reaccion se coloco en cada pozo de la placa, la cual fue sellada con una lamina
plastica adherente y que antes de ser colocada en el equipo LightCycler® 480 (Roche) fue
centrifugada a 1500 rpm por dos minutos. El programa aplicado a la placa fue el siguiente:
95 °C durante 10 s, con una temperatura de alineamiento de 58°C durante 10 s y de 72 °C
durante 10 s, con un ciclo posterior de 95 °C durante 5 s a una velocidad de 4.4 °C/s, 65 °C
durante 1 min a una velocidad de 2.2 °C/s y 97 °C durante 5 s (durante esta fase se midio la
fluorescencia en forma continua para la construccion de la curva de disociacion), y un ciclo

final de enfriamiento a 40 °C durante 10 s.

6.2.8.  Analisis estadistico de los resultados

El software estadistico que se utiliz6 para el andlisis de los resultados fue GraphPad PRISM
8.0. Con la finalidad de detectar diferencias estadisticamente significativas se realizé un
Anadlisis Paramétrico de Varianza Unifactorial (ANOVA de una via) a los resultados de la
cuantificacion de la osmolaridad, la expresion genética y formacion de biopelicula de los
medios de cultivo. Ademas, los resultados de la cuantificacion de osmolaridad y la formacion

de biopelicula fueron correlacionados con los resultados de la expresion genética. Para todos
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los andlisis de este trabajo los valores de p<0.05 fueron considerados estadisticamente

significativos.

VII. RESULTADOS

7.1. Osmolaridad de los medios de cultivo

A continuacion, se presentan los resultados de las mediciones de osmolaridad en los

diferentes medios de cultivo.
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Figura 11: Valores de osmolaridad de los diferentes medios de cultivo.

*p<0.001 diferencias estadisticamente significativas con respecto al control. Los valores representan la media + DE, letras
iguales significan diferencias estadisticamente significativas p<0.001

Los datos que se observan en la Figura 11, mostraron que existen diferencias estadisticamente
significativas en los cuatro medios de cultivo evaluados con respecto al control LB, el cual
tuvo un promedio de 214.933 mOsm/L + 2.05. EI medio de cultivo que presentd el mayor
promedio de osmolaridad, con respecto al control, fue TSB, con un valor de 260.611 mOsm/L
+ 2.05; es decir, una osmolaridad de 1.31 veces mayor con respecto a LB. Asi mismo, el
medio de cultivo PPLO también presentd un alto valor de osmolaridad con un promedio de
269.333 mOsm/L + 2.05 siendo 1.25 veces mayor que el control; mientras que el medio de

cultivo DMEM presentd un valor de 247.167 mOsm/L + 2.05 (es decir, 1.15 veces sobre el
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medio control). Finalmente, el medio de cultivo CFB fue el que presentd la osmolaridad mas
baja (139.667 mOsm/L + 2.05), observandose una disminucién de 0.64 veces con respecto

al control; por lo que el rango de osmolaridad en este estudio fue 139.667 a 260.611 mOsm/L.
7.2.  Analisis de expresion de genes fimbriales

Como ya se menciong, la evaluacion de la expresion genética se realizé mediante una PCR
en tiempo real de la cepa silvestre de E. cloacae en cinco medios de cultivo, empleando el
sistema de deteccion de fluorocromo SYBR® Green |, siendo el medio LB el control de este

estudio.
7.2.1.  Expresion genética de las fimbrias Tipo |

Los resultados correspondientes a los genes que codifican para las fimbrias tipo | indicaron

que:
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Figura 12: Expresion genética del ECL_04369 de E. cloacae.

***p<0.001, indica diferencias estadisticamente significativas con respecto al control. Los valores representan la media +

DE, letras iguales significan diferencias estadisticamente significativas p<0.001

La expresion genética de ECL_04369, como se observa en la Figura 12, mostré incrementos

significativos en los medios TSB y DMEM. El medio TSB aumentd 39.16 veces con respecto
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al control siendo el que presentd la mayor expresion. Mientras que el medio de cultivo
DMEM se incrementd 19.09 veces con respecto a LB. Se confirm6 que el medio CFB solo
incremento 1.68 veces con respecto al medio control. Por otra parte, el medio PPLO fue el

unico que presentd una menor expresion; es decir, solo 0.41 veces con respecto a LB.
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Figura 13: Expresion genética del ECL_00371 de E. cloacae.

***p<0.001, indica diferencias estadisticamente significativas con respecto al control. Los valores representan la media +

DE, letras iguales significan diferencias estadisticamente significativas p<0.001

Con respecto al analisis de los resultados obtenidos para el gen ECL_00371, que se muestran
en la Figura 13, se demostré que los medios de cultivo TSB y DMEM tuvieron incrementos
estadisticamente significativos con respecto al control. EI medio de cultivo que presento la
mayor expresion genética fue TSB incrementandose 69.25 veces con respecto al control,
seguido del medio DMEM que se increment6 58.66 veces mas que el medio LB. El medio

de cultivo CFB mostré un incremento no significativo de 2.46 veces con respecto al medio
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control. No asi, el medio PPLO que por el contrario presenté una disminucion de 0.30 veces

en comparacion con LB.
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Figura 14: Expresion genética de ECL_02932 de E. cloacae.

***p<0.001, indica diferencias estadisticamente significativas con respecto al control. Los valores representan la media +
DE, letras iguales significan diferencias estadisticamente significativas p<0.001

Como se observa en la Figura 14, la evaluacion de la expresion genética del gen ECL_02932
evidencid que existieron incrementos estadisticamente significativos en los medios TSB y
DMEM. Para este gen, el medio que presentd la mayor expresion genética con respecto al
control fue TSB; ya que se incrementd 43.22 veces. Por otra parte, DMEM presento un
aumento significativo de 25.79 veces mayor al medio control. Solo se observé un ligero
incremento de 2.79 veces del medio CFB por lo que no fue estadisticamente significativo.
Finalmente, el medio de cultivo PPLO tuvo una disminucion 0.71 veces menor en relacion

al medio control, por lo que nuevamente no fue un valor significativo.
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Figura 15: Expresion genética de ECL_00091 de E. cloacae.

*p<0.001, indica diferencias estadisticamente significativas con respecto al control. Los valores representan la media + DE,

letras iguales significan diferencias estadisticamente significativas p<0.001

Con respecto a los resultados de expresion del gen ECL_00091, como se muestra en la Figura
15 se observan incrementos significativos en los medios TSB, DMEM y CFB. El primero de
estos mostrd un incremento de 12.17 veces mayor al control, seguido del medio DMEM con
una expresion de 8.99 veces. EI medio CFB solo se incrementd 3.16 veces con respecto al
medio LB. En este gen el medio PPLO fue el Gnico que no mostré significancia estadistica;

ya que disminuyo 0.67 veces.

Los genes ECL_04369, ECL_00371, ECL_02932 y ECL_00091 que codifican para las

proteinas tipo usher de las fimbrias Tipo | de E. cloacae mostraron una regulacién similar en
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para estos genes. Los resultados de los medios TSB y DMEM fueron estadisticamente

significativos, siendo el medio TSB el que presenta la mayor cantidad de expresion.
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Figura 16: Expresion genética de ECL_01281 de E. cloacae.

*p<0.001, indica diferencias estadisticamente significativas con respecto al control. Los valores representan la media + DE,
letras iguales significan diferencias estadisticamente significativas p<0.001

Como se observa en la Figura 16, el andlisis del gen ECL_01281 evidencié disminucion
estadisticamente significativa en los cuatro medios de cultivo (TSB, CFB, DMEM y PPLO)
con respecto al medio control de LB. Los de mayor reduccion fueron CFB y TSB mostrando
0.74 y 0.47 veces, respectivamente. Mientras que para el resto de los medios (DMEM y
PPLO) la disminucion oscil6 entre 0.31 y 0.34. Por otra parte, aunque el gen ECL_01281
pertenece a los genes que codifican para la proteina tipo Usher de las fimbrias tipo I, la
evaluacion de la expresion genética de este gen mostré que se regula de manera diferente a
los otros cuatro genes evaluados (ECL_04369, ECL_00371, ECL_02932 y ECL_00091) ya

que disminuye su expresion en todos los medios de cultivo.
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7.2.2 Expresion de los genes fimbria tipo ECP
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Figura 17: Expresion genética de ECL_00072 de E. cloacae.

***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05 diferencias estadisticamente significativas con respecto al control. Los valores representan

la media + DE, letras iguales significan diferencias estadisticamente significativas p<0.001

El analisis de la expresion genética de ECL_00072 que se observa en la Figura 17, indico la
significancia en los medios de cultivo TSB y DMEM con respecto al control. EI primero de
estos, se incrementd 6.34 veces mientras que DMEM fue 4.08 veces. EI medio CFB solo se
incremento 1.66 veces sin mostrar significancia estadistica. Por el contrario, el medio PPLO

disminuyd 0.86 veces con respecto al medio control LB.

44



1 -
o acd

e
=
1

=)
]
1

bc

N
=
1

a

o —EEm

LB TSB CFB DMEM PPLO

bd

| mE

Unidades de Expresion Genética
Relativa

Medios de Cultivo

Figura 18: Expresion genética de ECL_03398 de E. cloacae.

*p<0.001, indica diferencias estadisticamente significativas con respecto al control. Los valores representan la media + DE,

letras iguales significan diferencias estadisticamente significativas p<0.001

Finalmente, como se muestra en la Figura 18 el gen ECL_03398 mostr6 resultados
significativos solo en TSB y DMEM. En el primer caso, se observd una expresion
aproximada de 15.90 veces mas que el control, mientras que para DMEM fue de 14.02;
ambos datos fueron significativos al medio control. Mientras que el medio CFB solo present6
un ligero aumento de 2.40 veces. A diferencia de estos tres medios, PPLO disminuy6 0.60

veces con respecto a LB.

Es importante mencionar que los genes ECL_00072 y ECL_03398 codifican para la proteina
tipo Usher de las fimbrias tipo ECP de E. cloacae y fueron los que mostraron incremento
significativo para los medios de cultivo TSB y DMEM. De manera mas especifica, también
se confirmo que el medio TSB fue el que presento los valores méas altos de expresion para

ambos tipos de genes.
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7.2.3 Expresion de los genes fimbria tipo 111
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Figura 19: Expresion genética de ECL_01106 de E. cloacae.

*p<0.001, indica diferencias estadisticamente significativas con respecto al control. Los valores representan la media + DE,

letras iguales significan diferencias estadisticamente significativas p<0.001

El gen ECL_01106, que codifica para la proteina tipo Usher de las fimbrias Tipo 11l de E.
cloacae arrojé incrementos estadisticamente significativos solo en los medios TSB y DMEM
con respecto al control-de LB. El primero, aumenté 101.54 veces mientras que el medio
DMEM fue de 93.31 veces. EI medio de cultivo que menos se incrementd (3.65 veces) fue
el de CFB. En relacion al medio PPLO se present6 una ligera disminucion de 0.37 veces con

respecto a LB.
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7.2.4 Expresion de los genes fimbria tipo Csu
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Figura 20: Expresion genética de ECL_01410 de E. cloacae.

*p<0.001, indica diferencias estadisticamente significativas con respecto al control. Los valores representan la media + DE,

letras iguales significan diferencias estadisticamente significativas p<0.001

Los resultados de la expresion genética del gen ECL_01410 que codifica para la proteina
Usher de las fimbrias tipo Csu se muestran en la Figura 20 y evidenciaron que fueron
estadisticamente significativos en los medios TSB y DMEM. EI medio de cultivo que
presenta la mayor cantidad de expresion génica fue DMEM con 17.41 veces con respecto al
control. El medio TSB aumentd 13.38 veces; mientras que PPLO y CFB fueron los de menor

expresion, al mostrar solo incrementos de 3.10 y 2.80 veces, respectivamente.
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7.2.5 Expresion de los genes fimbrias sin homologia
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Figura 21: Expresion genética de ECL_04605 de E. cloacae.

*p<0.001, indica diferencias estadisticamente significativas con respecto al control. Los valores representan la media + DE,

letras iguales significan diferencias estadisticamente significativas p<0.001

Los resultados de expresidn del gen ECL_04605 que se observan en la Figura 21, mostraron
significancia estadistica en DMEM ya que aumentd 30.84 veces con respecto al control,
mientras que TSB aumento 22.51, en el caso de este gen la expresion de los medios PPLO y

CFB fue minima.
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Figura 22: Expresion genética de ECL_02380 de E. clocacae.

*p<0.001, indica diferencias estadisticamente significativas con respecto al control. Los valores representan la media + DE,
letras iguales significan diferencias estadisticamente significativas p<0.001

En la Figura 22 se muestran los resultados del gen ECL_02380, donde de manera relevante
se observo que solo DMEM y TSB mostraron una expresion genética significativa con
respecto al control. Siendo el medio DMEM el de mayor expresion expresandose 117.05
veces mas que el medio control. TSB fue el otro medio que mostré un incremento relevante
de 99.09 veces. Tanto CFB y PPLO evidenciaron un ligero incremento de 3.03 y 0.25 veces,

respectivamente.

Aunque los genes ECL_04605 y ECL_02380 no tienen homologia definida, se puede
observar que tienden a seguir el mismo modelo de expresion génica, encontrandose que la
expresion mas alta y significativa fue para los medios DMEM y TSB. Por el contrario, la

expresion en el medio PPLO fue practicamente nula.
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Figura 23: Anélisis de la expresion de ECL_04373 de E. cloacae.

***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05 diferencias estadisticamente significativas con respecto al control. Los valores representan

la media + DE, letras iguales significan diferencias estadisticamente significativas p<0.001

Como se observa en la Figura 23, la evaluacion de la expresion genética del gen ECL_04373
demostro que existieron diferencias estadisticamente significativas entre los medios TSB,
DMEM vy el control. TSB aumentd 24.37 veces, mientras que DMEM aument6 11.69 veces;
aunque CFB aumenté 2.42 veces mas que el medio control los resultados no fueron
estadisticamente significativos. Por el contrario, el medio de cultivo PPLO disminuyé 0.47

veces con respecto al medio LB.

50



200+

1504

abd

*%*

bc

bd

Unidades de Expresion Genética
Relativa
=
<
1

U/ —i=

LB SB CFB DMEM PPLO

-

Medios de Cultivo

Figura 24: Anélisis de expresion ECL_02932 de E. cloacae.

***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05 diferencias estadisticamente significativas con respecto al control. Los valores representan

la media + DE, letras iguales significan diferencias estadisticamente significativas p<0.001

En la Figura 24 se muestra que, con respecto al genes ECL 00940 y ECL_02932 se
encontraron diferencias significativas en los medios TSB y DMEM, siendo TSB el de mayor
expresion debido a un incrementd de 25.94 veces con respecto al control. Mientras que
DMEM se expresé 10.12 veces y CFB solo 1.27 veces mas que el medio control. Por el
contrario, el medio de cultivo PPLO disminuy6 0.30 veces con respecto al medio LB y sus

resultados no tuvieron significancia estadistica.

Aunque los genes ECL_04373 y ECL_00940 tampoco tienen homologia definida, se puede
observar que tienden a seguir el mismo modelo de expresidn, encontrandose que la expresién
mas alta corresponde a los medios TSB y DMEM con resultados significativos
estadisticamente. EI medio TSB presento los mayores niveles de expresion, una expresion

practicamente nula y sin significancia en el medio PPLO.
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7.3 Evaluacion de la formacion de biopelicula

En la figura 25, se presentan los resultados de la evaluacion de la formacion de biopelicula
analizada mediante el método de cristal violeta en placa.
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Figura 25: Formacion de biopelicula de E. cloacae en los diferentes medios de cultivo.

***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05 diferencias estadisticamente significativas con respecto al control. Los valores representan

la media + DE, letras iguales significan diferencias

Los resultados obtenidos de la evaluacion de la formacion de biopelicula en los diferentes
medios de cultivo mostraron un incremento estadisticamente significativo en DMEM con
respecto al control. En este medio, la biopelicula se incrementé 3.73 veces por sobre el
control, siendo el medio que presentd la mayor formacion de biopelicula. En contraste, el
medio TSB aumento 1.04 veces sobre el control con resultados no significativos. Los medios
CFB y PPLO mostraron una disminucién; siendo de 0.99 veces en el primer caso y de 0.31
veces para el medio PPLO. Por lo que este si presentd significancia estadistica con respecto
al control.Aunque los resultados fueron estadisticamente significativos solamente en los
medios DMEM y PPLO, se observa que si existe formacion de biopelicula en todos los

medios.
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7.4 Correlaciones estadisticas

7.4.1. Osmolaridad fimbrias de E. cloacae

Tabla 4: Tabla de resultados de R? de las correlaciones entre la osmolaridad de los medios y la expresion genética de los

genes de E. cloacae.

Gen Homologia  R? (Osmolaridad) Ecuacién Cuadratica
ECL_04369 FimA 0.9659 Y = (36025) + [(-32182) (4)] + [(7175) (4)7]
ECL_00371 FimA 0.9753 Y = (132720) + [(-118832) (4)] + [(26558) (4)7]
ECL_02932 FimA 0.9947 Y = (97889) + [(-87450) (4)] + [(19500) (4)7]
ECL_00091 FImA 0.9967 Y = (46776) + [(-41644) (4)] + [(9260) (4)?]
ECL_01281 FimA 0.7270 YT (9esa) ¢ [(1;;21] H) D+ IE38L79)
ECL_00072 EcpA 0.9928 Y = (45605) + [(-40621) (4)] + [(9039) (4)7]
ECL_03398 EcpA 0.9643 Y = (16735) + [(-14953) (4)] + [(3336) (4)7]
ECL_01106 MrkA 0.9541 Y = (86347) + [(-77337) (4)] + [(17290) (4)7]
ECL 01410  CsuA/B 0.7753 Y = (30049) + [(-26882) (4)] + [(6007) (4)7]
ECL_04605 i 0.7660 Y = (25411) + [(-22794) (4)] + [(5106) (4)7]
ECL_02380 LpfA 0.8555 Y = (183460) + [(-164603) (4)] + [(36868) (4)7]
ECL_00940 StkA 0.9581 Y = (28114) + [(-25080) (4)] + [(5585) (4)%]
ECL_04373 i 0.9145 Y = (87367) + [(-78003) (4)] + [(17382) (4)7]
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Los resultados de la tabla 4 indican que existe correlacion estadisticamente significativa entre

los valores de osmolaridad y de expresion genética de los genes fimbriales.

7.4.2 Biopelicula fimbrias de E. cloacae

Tabla 5: Tabla de resultados de R? de las correlaciones entre la formacion de biopelicula de los medios y la expresion

genética de los genes de E. cloacae.

Gen Homologia R? (Biopelicula) Ecuacion Cuadratica
ECL 04369  FimA 0.9967 Y = (0.6132) + [(0.08946) (4)] + [(-0.0005103) (4)?]
ECL_00371  FimA 0.9833 Y = (0.4638) + [(0.04485) (4)] + [(-7.287e-005) (4)?]
ECL_02932  FimA 0.9799 Y = (0.4795) + [(0.03466) (4)] + [(-7.376€-005) (4)?]

ECL_00091 FimA 0.6240 Y = (-0.8426) + [(0.07528) (4)] + [(-0.0003021) (4)?]

ECL 01281  FimA 0.6686 Y = (-8.864) + [(0.02771) (4)] + [(-1.524e-005) (4)7]
ECL_00072  EcpA 0.8447 Y = (-2.547) + [(0.09523) (4)] + [(-0.0003382) (4)?]
ECL 03398  EcpA 0.7006 Y = (-1.213) + [(0.3327) (4)] + [(-0.003843) (4)7]
ECL 01106  MrkA 0.9282 Y = (0.1749) + [(0.1108) (4)] + [(-0.0002803) (4)7]
ECL 01410 CsuA/B 0.9931 Y = (-2.967) + [(0.1640) (4)] + [(-0.0008138) (4)7]
ECL_04605 i 0.9657 Y = (0.1581) + [(0.1228) (4)] + [(-0.0007564) (4)7]
ECL 02380  LpfA 0.9888 Y = (0.6661) + [(0.02783) (4)] + [(-2.864e-005) (4)7]
ECL 00940  StkA 0.9592 Y = (0.09251) + [(0.1246) (4)] + [(-0.0008865) (4)7]
ECL_04373 i 0.0986 Y = (0.4061) + [(0.04012) (4)] + [(-9.130e-005) (4)7]
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En los resultados de la tabla 5 podemos observar que existe correlacion estadisticamente
significativa entre los valores de expresion genética de los genes fimbriales y la formacion
de biopelicula.

VIILI. DISCUSION

El objetivo del estudio fue analizar la expresion genética de los diferentes tipos de fimbrias
implicadas en la formacion de la biopelicula de E. cloacae bajo diferentes condiciones de
osmolaridad. Para lo cual, se cuantifico dicha propiedad, asi como la expresion genética y la
formacion de biopelicula en cinco medios de cultivo (LB, CFB, TSB, DMEM y PPLO)
Considerando que el andlisis de estos factores de virulencia en E. cloacae no ha sido
ampliamente estudiado; es necesario tomar como base de comparacion aquellas
investigaciones realizadas en otros microorganismos pertenecientes a la misma familia de
Enterobactericeae y/o antecedentes sobre la regulacion de fimbrias que expresa E. cloacae,
por lo que el siguiente apartado fue redactado de acuerdo al tipo de fimbria evaluado en este
estudio.

9.1. La osmolaridad modifica la expresion genética de los diferentes tipos de

fimbrias en E. cloacae

Como ya se menciond, se utilizaron cuatro medios de cultivo para evaluar el efecto de la
osmolaridad sobre la expresion de los genes que codifican para las fimbrias de E. cloacae y
en su capacidad para formar biopelicula. Todos estos medios de cultivo fueron comparados
estadisticamente contra el medio Luria Bertani (LB) debido a que es un cultivo estandar y
por lo tanto se puede considerar como lote o control positivo (115). La evaluacion de la
osmolaridad en los diferentes medios demostr6 que dicha propiedad fue variable cuando se
comparé con el resultado promedio obtenido en el medio control (LB), ya que su valor de
osmolaridad fue de 214.83 mOsm/L + 2.05. En general, se observo que los medios TSB,
PPLO y DMEM presentaron los valores més altos de osmolaridad (282.667 + 2.05, 269.333
+2.05y247.167 + 2.05 mOsm/L, respectivamente); a diferencia del medio CFB, que mostrd
la osmolaridad mas baja (139.667 + 2.05 mOsm/L).
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Con respecto al efecto de la osmolaridad sobre la expresion genética de las subunidades que
codifican para las fimbrias, los resultados nuevamente mostraron que los medios TSB y
DMEM fueron los que tuvieron altos valores de osmolaridad (282.667 + 2.05 y 247.167 +
2.05 mOsm/L) y por consiguiente los que favorecieron significativamente dicha expresion
génica que estimula a las proteinas tipo Usher las fimbrias tipo I. Por lo que hace pensar y/o
resaltar que la composicion quimica de los medios es importante. En este sentido, se sabe
que el medio de cultivo TSB esta constituido por peptona de harina de soya y peptona de
caseina, las cuales son fuentes abundantes de nitrogeno, fésforo, aminoacidos y dextrosa.
Mientras que el medio DMEM contiene aminoacidos, glucosa, sales inorganicas, vitaminas
que en conjunto también actian como fuentes de nitrégeno y fésforo, pero en menor cantidad.
Esta posibilidad se reafirma mas, si se analiza contra la composicion del medio PPLO, el cual
solo se compone de un digerido enzimatico animal y peptona enriquecida. Lo que
probablemente influyd en dar un valor intermedio de osmolaridad (269.333 + 2.05 mOsm/L)
que disminuyd significativamente la expresion genética en comparacién al medio control LB
y al resto de los medios de evaluacion (TSB y DMEM). Asi mismo, la prueba de correlacion
entre estas dos variables (expresion genética y osmolaridad) no resultd significativa;
sugiriendo que pudo haber influido que el rango de osmolaridad (139-286 mOsm/L) no fue
lo suficientemente amplio. Posteriormente, la evaluacion de los resultados en estas dos
variables llevo a un andlisis de regresion, obteniéndose un modelo de regresion cuadratico
significativo que permite realizar alguna prediccion en estos rangos de concentraciones de
osmolaridad. Estudios previos han mostrado que la propiedad de osmolaridad y la oferta
nutrimental del ambiente, en el que se desarrolla el microorganismo, afectan la regulacion
multifactorial del cluster fim. ya que influyen en la expresién o represion de los reguladores
proteicos involucrados en la biogénesis de las subunidades fimbriales y por lo tanto en la
expresion de las fimbrias tipo I. Se conoce que existen, aproximadamente, veinte proteinas
que juegan diferentes roles en la regulacion de uno o mas genes fim y/o en el posicionamiento
del promotor fimsS; el cual es el elemento encargado de liderar la transcripcion de fimA, entre
los que destacan H-NS, OmpR, Lpr, las recombinasas FimB y FImE (116). Otros estudios
desarrollados en E. coli evidenciaron que la expresion de fimA y fimB se incrementa en
condiciones de baja osmolaridad y a un pH neutro, mientras que esas mismas condiciones

disminuyen la expresion de fimE; ademaés, la baja osmolaridad inhibe la expresion de las
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enzimas FimB y FimE, evitando su accion sobre el elemento convertible de DNA fims, lo
cual mantiene la fase ON provocando mayor expresion fimbrial (117). Lo anterior se
reafirma, si tomamos en cuenta al regulador proteico OmpR (el cual es un regulador de
respuesta asociado a la histidina quinasa EnvZ) y a la proteina citoplasméatica OmpR-P, ya
que en condiciones de alta osmolaridad OmpR es capaz de unirse al promotor de fimB e
inhibir su transcripcion, provocando que la fase de variacion OFF se sostenga, impidiendo la
transcripcion de fimS y provocando un aminoramiento de la expresion de las fimbrias
(96,118-120). Se puede observar también, que la glucosa es un compuesto que se encuentra
en los medios de cultivo que presentaron mayor expresion genética y que, por lo tanto, su
disponibilidad en el medio es relevante ya que envia sefiales que promueven la activacion de
una via o accién en la que la expresion del complejo regulador de la fase exponencial de la
biogénesis fimbrial: CRP-cAMP esta favorecida. Este complejo promueve la actividad del
promotor fimS y de la girasa de DNA, que a su vez reprime la fase de variacion ON-OFF y
bloguean la accién de la proteina Lpr sobre FimB, lo que desencadena la expresion de las
fimbrias 1 (121). Los medios de cultivo TSB y DMEM contienen concentraciones de leucina
de 1.98 y 0.105 g¢/L, respectivamente; aunque ambos medios presentan altos valores de
expresion genética, la disponibilidad de leucina en el ambiente podria ser la causa de que la
expresion sea mayor en el medio TSB. Esto debido a la accion de la proteina de unién a
leucina (Lrp), la cual tiene influencia global en la transcripcion de DNA; la unién de la
proteina Lrp al promotor de fimA es indispensable para la expresion o represion de las
fimbrias tipo | y, ademas, se demostrd que esta proteina tiene la capacidad de unirse al
promotor de FimZ (otra subunidad fimbrial). En general, la regulacion de estos sistemas
depende de los niveles de Lrp, ya que el su exceso o deficiencia resulta en la inhibicion de la
expresion; asi mismo, la expresion de esta proteina esta relacionada directamente con las
condiciones ambientales, siendo la presencia de leucina en el ambiente, una de las
condiciones mas importantes, lo que permite afirmar que existe relacion entre el estatus
nutrimental de la bacteria y los niveles de Lrp, por lo que la leucina en el caso de la regulacion

de union a fimZ influencia el punto de union de Lrp al promotor (122,123).

El microorganismo E. cloacae contiene en su genoma el gen ECL_01106 que codifica para

las proteinas tipo Usher de las fimbrias tipo I11. Los resultados de expresion genética relativa

57



de este estudio mostraron que los medios de cultivo que favorecen los valores de expresion
mas altos son TSB y DMEM. Al igual que en el tipo de fimbria I, diversos reguladores
transcripcionales, como son el complejo CRP-cAMP, OmpR, CpxAR, RpoS, Lrp, H-NS, Fur
y ISCR, juegan un papel importante en la respuesta de las bacterias a estrés para las fimbrias
tipo 111. Como ya se mencion0, las condiciones de osmolaridad y oferta nutrimental de los
medios de cultivo tienen influencia en la regulacion de estas fimbrias; ademas, el rol de la
proteina OmpR en la biogénesis de las fimbrias tipo 11, esta relacionado con la osmolaridad
de los medios. Es por ello que, si la osmolaridad del medio es baja, la via de regulacion para
la proteina es por medio de la accién como fosfatasa de EnvZ. Ademas, la regulacion OmpR
esta involucrada con la via de sefializacion di-GMP la cual se coordina por la accion de las
proteinas MrkH, Mrkl y MrkJ, que regulan la expresion de las fimbrias tipo Ill en
consecuencia de la disponibilidad de hierro y glucosa exdgena, lo que indica que se orguestan
varias vias de sefializacion en respuesta a sefiales ambientales dinamicas (120). Los estimulos
externos de glucosa reprimen la funcién del CRP-cAMP provocando un incremento de la
concentracion de c-di-GMP (diguanilato ciclico) y de la expresion de los dominios proteicos
MrkH y Mrkl, lo que resulta en una alta expresion de las fimbrias tipo I11 (124). La ausencia
de la proteina H-NS, provoca una regulacion negativa de la expresion de mrkA y, una
regulacion positiva en la expresion del regulador negativo mrkJ, esta ausencia también
provoca que la expresion de los reguladores transcripcionales MrkH y Mrkl decrece, debido
a la accion degradadora de MrkJ sobre el c-di-GMP afectando a los activadores de mrkA
(125). IscR regula la biosintesis de polisacaridos en condiciones de disponibilidad de hierro,
ya que es capaz de unirse a la regién promotora del clister que codifica mrkH y mrkl,
evitando de esta manera su expresion y afectando la expresion de las fimbrias tipo 111 (126).

Por otra parte, los genes ECL_00072 y ECL_03398 codifican para las proteinas tipo USher
de las fimbrias tipo ECP de E. cloacae, estos genes tuvieron los promedios de expresién
genética relativa més altos en los medios de cultivo DMEM y TSB. Al igual que otros tipos
de fimbrias la produccion de estas subunidades esta sujeta a la influencia de reguladores
ambientales como la temperatura, la presion de oxigeno y la oferta nutricional del medio
donde se desarrolla. Los cuales influyen en la expresion de reguladores globales como son

IHF (factor de integracion al hospedero), H-NS (proteina estructural tipo histona) y Lrp
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encargados de regular la expresion de este tipo de fimbrias (127). Entre los genes necesarios
para la biogénesis de las fimbrias ECP se encuentra ecpR, que codifica para la proteina EcpR
y que es un regulador positivo de la expresion del cluster ecpABCDEF, ya que actda sobre el
promotor; esta proteina contiene un dominio C-terminal hélice-giro-hélice (HTH) de union a
DNA putativo para LuxR (128). Ademas, de la accion de EcpR en la regulacion de estas
fimbrias, la influencia de los reguladores globales como son el factor de integracién al
hospedero (IHF), asi como las proteinas H-NS y Lrp sobre la expresion de EcpR afecta la
activacion del promotor de ecp, reguladores que se afectan en funcién de las condiciones
ambientales y del microorganismo al que pertenecen; es por ello, que el intercambio entre H-
NS, IHF y EcpR es de suma importancia, ya que la interaccion entre IHF y EcpR permite
suprimir la expresion de H-NS, proteina que se puede regular mediante estimulos ambientales
como se menciond al inicio (129). Las condiciones ambientales como son baja temperatura,
bajo pH y la osmolaridad (alta concentracion de acetato) intervienen en el promotor de ecpA,
en estas condiciones la proteina reguladora EcpA se une a la region rio arriba del promotor,
contrarrestando la accion inhibitoria de H-NS, activando la transcripcion y, estabilizando de
forma indirecta el MRNA de matB (68). También, el regulador de unién a DNA “RcsB” del
sistema de fosforilacion Rcs y la caja RcsAB son necesarios para la regulacion e inicio de la
transcripcion, esto debido a que Rcs se afecta en funcién a los cambios ambientales como
estrés y disponibilidad de glucosa; ademas han sido identificados en la region promotora de
ecp sitios de union para la proteina Lrp y para la proteina CRP del receptor de cAMP
relacionado a estrés (68, 130-132).

El gen que codifica para las fimbrias tipo Csu de E. cloacae evaluado en este estudio fue el
gen ECL_01410; este gen, contrario a los anteriormente mencionados presentd su promedio
de expresion genética relativa mas alto en el medio de cultivo DMEM, seguido del promedio
obtenido en el medio TSB. Aunque existe poca informacion sobre la biogénesis de las
fimbrias Csu, estudios previos han demostrado que la disponibilidad de residuos hidrofobicos
en el ambiente, intervienen en la polimerizacion de las subunidades CsuA/B; ademas, un
estudio de 2014 mostré que se puede sustituir la treonina 114 en la hebra donante G; por
leucina, lo que provoca la estabilidad del complejo e incrementa el orden de la region (64,
133,134).
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En este estudio se evaluaron cuatro genes putativos para fimbrias sin homologia definida,
codificados en el genoma de E. cloacae; al igual que la mayoria de los genes evaluados en
este estudio, presentaron mayor cantidad de expresion genética relativa en los medios de
cultivo TSB y DMEM. Ya que la regulacién de los diferentes de tipos de fimbrias es compleja
y se encuentra entrelazada, la identificacion de la homologia de estos genes es necesaria para
explicar como afectan las condiciones ambientales su expresion genética, esto debido a que
la expresion de un mismo factor favorece la expresion de un tipo de fimbria y al mismo
tiempo es capaz de reprimir la expresion de otro tipo. Ademas, la identificacion de la
homologia de todas las fimbrias, permitiria elucidar la regulacion completa de las fimbrias

de E. cloacae.

9.2. Relacion de la expresion genética de las fimbrias de E. cloacae con la

formacion de biopelicula

En este estudio se evalud la expresion genética de trece genes que codifican para las proteinas
tipo Usher de E. cloacae en diferentes condiciones de osmolaridad y de disponibilidad de
nutrientes. La evaluacion de la expresion genética demostré que los medios de cultivo que
favorecen la expresion genética de la mayoria de los genes son los medios TSB y DMEM.
La evaluacion de la capacidad de formacién de biopelicula mostrd que el medio de cultivo
que favorece su formacion fue el medio de cultivo DMEM con un promedio estadisticamente
significativo de 4.1372 + 0.209, a la vez que el medio de cultivo PPLO mostrdé una
disminucion estadisticamente significativa de la capacidad de formacion de biopelicula con
un promedio de 0.3494 + 0.209. Como ya se menciond la oferta nutrimental de los medios
de cultivo y la osmolaridad, esta relacionada con la expresion genética; en el caso de la
expresion genética y la capacidad de formacion de biopelicula, conocer la composicion de
los medios de cultivo también es fundamental para entender la manera en la que influyen
sobre la formacion de biopelicula. Estudios previos demostraron que, aungue los medios de
cultivo TSB y LB favorecen la formacién de biopelicula en otros microorganismos Gram
negativos como lo es Pseudomonas spp, los andlisis estadisticos entre la formacion de
biopelicula de cada uno de los medios no resultan estadisticamente significativos (135). En
el caso de este estudio el andlisis de correlacion tampoco resultd estadisticamente
significativo, asi que al igual que en los resultados previos, se realizé un analisis de regresion
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entre estas variables obteniendo un modelo de regresion cuadratico estadisticamente
significativo que permite realizar una prediccion de comportamiento entre los resultados

obtenidos de estas variables.

La importancia de la formacion de biopelicula por parte del microorganismo patégeno E.
cloacae se ha estudiado en multiples ocasiones durante los ultimos afios, demostrando que el
ambiente en el que se desarrolla el microorganismo tiene influencia sobre la cantidad de
biopelicula que se forma. Los factores que pueden influir en la regulacion y expresion de
biopelicula son condiciones ambientales, como: temperatura, pH, osmolaridad, fuerzas
ionicas y los sustratos disponibles, ya que en conjunto activan o reprimen la expresion de
este agregado que provee multiples beneficios a la comunidad bacteriana (73,136). Ademas
de la regulacion por la accién de estos factores, el metabolismo de los microorganismos que
conforman la biopelicula también influye debido a que estos microorganismos también
responden a las condiciones ambientales, como es la disponibilidad de nutrientes y productos
de desecho (74).

Como ya se menciond en este estudio, los promedios de expresion genética mas altos, para
las proteinas tipo Usher de las fimbrias tipo | en E. cloacae fueron en los medios de cultivo
TSB y DMEM, siendo DMEM que contiene glucosa, sales inorgénicas, vitaminas y
aminoacidos, el medio que presentd mayor formacion de biopelicula. Estudios previos
demostraron que los organelos adhesivos del tipo | juegan un papel importante en las etapas
del desarrollo de la biopelicula, principalmente en la adhesion irreversible a las superficies
bidticas o abidticas, ya que se ha demostrado la relacion entre la subunidad fimbrial FimH y
la formacion de biopelicula (137,138); una de las moléculas que regulan la formacion de
biopelicula es c-di-GMP quien induce el cambio de las células del estado planctonico al sésil;
este segundo mensajero regula diversos procesos fisiolégicos como son la adhesion, la
sintesis de exopolisacaridos y formacion de biopelicula (139,140). La regulacion de c-di-
GMP a su vez, esta influenciada por el ambiente, ya que las condiciones ambientales
determinan la expresion de enzimas reguladoras de c-di-GMP como son las DGCs (di-
guanilato ciclasas) y PDEs (fosfodiesterasas); enzimas que al mismo tiempo son reguladas
por los dominios GGDEF y EAL (dominio proteico de sefiales postransduccionales), los

cuales también se expresan en relacion a condiciones ambientales como son: disponibilidad
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de otras moléculas, potencial redox, disponibilidad de oxigeno, fuerzas ionicas, temperatura
y pH. En el caso especifico de EAL, un estudio sugirié que las condiciones 6ptimas para su
actividad son pH alcalino y la disponibilidad de moléculas Mg*? o Mn*2, mientras que la
presencia de Ca*? la inhibe (141,142).

El gen que codifica para las proteinas tipo Usher de las fimbrias tipo 111 de E. cloacae también
presento los mayores niveles de expresion en los medios de cultivo TSB y DMEM. En otras
especies de Enterobactericeae como es K. pneumoniae, se ha demostrado que la expresion
de las fimbrias tipo 11l esta relacionada con la formacion y regulacion de la biopelicula,
mediante la participacion de subunidades como es la adhesina MrkD que facilita la union a
al hospedero y, la subunidad estructural mayor MrkA (143-145). Como ya se menciond la
expresion de este tipo de fimbrias se regula mediante la expresion de otras moléculas como
son H-NS, c-di-GMP, OmpR, Fur, IscR, Lrp y CRP-cCAMP vy esto influye a su vez sobre la
biopelicula. Los factores de transcripcion CRP-cAMP, IscR y Fur coordinan la expresion de
las proteinas MrkH, Mrkl y MrkJ relacionadas a c-di-GMP, en respuesta de la disponibilidad
de estimulos nutrimentales como son la glucosa exdgena y la disponibilidad de hierro
(126,144,146-149); ademas, estudios previos demostraron que el estrés osmatico reprime la
expresion de fimbrias tipo Il en K. pneumoniae, ya que disminuye la actividad de
reguladores como H-NS (150), este regulador reprime la expresion de mrkHIJ favoreciendo
la expresion de mrkA (125); otra respuesta al estrés osmotico es la actividad de OmpR
fosforilado, quien en estas condiciones participa en la regulacion de la expresion de mrkHI1J

y en la formacion de biopelicula (120).

En el genoma de E. cloacae existen dos genes que codifican para las proteinas tipo Usher de
las fimbrias tipo ECP de E. claocae, en este estudio estos genes también presentaron los
promedios de expresion genética relativa mas altos en los medios de cultivo TSB y DMEM,;
estudios previos han demostrado que las condiciones y la oferta nutrimental del ambiente en
donde se desarrolla el microorganismo, influyen en la expresion de los genes ecp y a las
proteinas involucradas en la regulacion transcripcional como son: IHF, H-NS, Lrp, LUxR 'y
RcsB (66,67,127,129). Otro regulador importante de la transcripcion del operon ecp es ECpA,
quien contrarresta la accion del regulador negativo H-NS (151); Ademas, el regulador RcsB

es necesario para activar la expresion de ecp, jugando un papel fundamental en la formacién
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de biopelicula (131). Ademas, estudios previos han demostrado que las fimbrias ECP
promueven la formacion de biopelicula, ya que participan en la adhesién y colonizacion al
hospedero (152-154).

E. cloacae contiene en su genoma un gen que codifica para la proteina tipo Usher las fimbrias
tipo Csu, en este estudio los promedios de expresion genética mas altos fueron en el medio
de cultivo DMEM y TSB, lo cual coincide con que el medio de cultivo DMEM fue el que
presentd mayor formacion de biopelicula. Antecedentes han demostrado la relacién que
existe entre las expresion de fimbrias tipo Csu y la formacion de biopelicula (155), mediante
la accion de diversas vias como son: la regulacion de sistemas de dos componentes en la
transcripcion del operdn csu (156,157); la posible participacion de los dominios GGDEF y
EAL sobre c-di-GMP en la regulacion de la formacion de biopelicula de E. baumannii (158)
y la inhibicidn de la expresion de las fimbrias Csu por la accién de antibidticos como la
trimetoprima con sulfametoxazol, afectando de esta manera la capacidad de formacion de
biopelicula (159).

Como se menciond anteriormente en este estudio se evaluaron cuatro genes putativos para
proteinas tipo Usher de fimbrias sin homologia definida, codificados en el genoma de E.
cloacae; al igual que la mayoria de los genes evaluados en este estudio, los mayores niveles
de expresion se presentaron en los medios de cultivo TSB y DMEM. Debido a que la
regulacion de la biopelicula es compleja, la identificacion de la homologia de estos genes es
fundamental para elucidar la totalidad de la posible regulacion en este microorganismo y
conocer como las condiciones ambientales como la osmolaridad influyen en la formacion de

biopelicula de E. cloacae.
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IX. CONCLUSIONES

Se demostro que la expresion genética de los genes fimbriales en E. cloacae se ve afectada

por la osmolaridad de los medios de cultivo.

Se encontrd que la osmolaridad del medio en el que se desarrolla E. cloacae, no influye

directamente en la capacidad de formacion de biopelicula.

Se demostro que la osmolaridad del ambiente en el que se desarrolla E. cloacae tiene relacion

estadisticamente significativa con la expresion genética de los genes fimbriales.

Se encontrd que la expresion genética de los genes fimbriales de E. cloacae en diferentes
condiciones de osmolaridad, tiene relacion estadisticamente significativa con la capacidad de

formacion de biopelicula.
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X. RECOMENDACIONES

A partir de los resultados obtenidos y los andlisis realizados, las perspectivas de este trabajo
se orientan principalmente en una direccién: la descripcion completa de la homologia
genética de Enterobacter cloacae. Los estudios dirigidos a ampliar la informacidn sobre estas
fimbrias, especificamente sobre aquellas que aun no tienen homologia definida son
necesarios, una vez que se complete esta informacion, serd posible describir de manera mas

precisa la regulacion fimbrial de esta bacteria y como influyen en su virulencia.

Una vez descrito lo anterior, se podrian proponer estudios enfocados en factores ambientales
que pueden afectar la regulacién de complejos proteicos, lo que permitiria comprobar si la
biogénesis fimbrial de E. cloacae se regula de la misma manera que otros miembros de la

familia de Enterobactericeae o de forma particular.

Finalmente, otro punto que seria importante abordar es la regulacién de la biopelicula de E.
cloacae en respuesta a estimulos ambientales extremos, ya que permitiria elucidar el rol de

las bacterias que conforman las distintas capas de la biopelicula.
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Figura 26: Graficas de correlacion entre la osmolaridad y la expresion genética de los genes que codifican para las fimbrias Tipo | de E. cloacae.
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Figura 27: Gréfica de correlacion entre la osmolaridad y la expresion genética del gen que codifica

para las fimbrias tipo | de E. cloacae.
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Correlacion de osmolaridad y expresion genética Fimbrias Tipo ECP
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Figura 28: Gréficas de correlacién entre la osmolaridad y la expresion genética de los genes

que codifican para las fimbrias ECP de E. cloacae.
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12.3 Correlacion de osmolaridad y expresion genética Fimbrias Tipo 111
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Figura 29: Gréfica de correlacidon entre la osmolaridad y la expresion genética del gen que

codifican para las fimbrias Tipo Il de E. cloacae.
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Figura 30: Grafica de correlacion entre la osmolaridad y la expresion del gen que

codifican para las fimbrias Tipo Csu de E. cloacae.
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12.4 Correlacion de osmolaridad y expresion genética Fimbrias sin

Homologia
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Figura 31: Gréfica de correlacion entre la osmolaridad y la expresion genética de los genes que
codifican para las fimbrias sin Homologia de E. cloacae que presentan mayor expresion en el
medio TSB.
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Correlacion de osmolaridad y expresion genética Fimbrias sin
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Figura 32: Grafica de correlacion entre la osmolaridad y la expresion genética de los genes que
codifican para las fimbrias sin Homologia de E. cloacae que presentan mayor expresion en el medio
DMEM.
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12.6 Correlacion de biopelicula y expresion genética Fimbrias Tipo
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Figura 33: Gréficas de correlacidon entre la biopelicula y la expresidn genética de los genes que codifican para fimbrias

tipo I de E. cloacae.
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Figura 34: Gréficas de correlacion entre la biopelicula y la expresion genética del gen
que codifican para fimbrias tipo | de E. cloacae.
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12.7 Correlacion de biopelicula y expresion genética Fimbrias Tipo ECP
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Figura 35: Gréaficas de correlacidn entre la biopelicula y la expresidn genética de los genes que

codifican para fimbrias tipo ECP de E. cloacae.
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12.8 Correlacion de biopelicula y expresion genética Fimbrias Tipo 111
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Figura 36: Gréficas de correlacion entre la biopelicula y la expresidn genética del gen que

codifican para fimbrias tipo Il de E. cloacae.

12.9 Correlacion de biopelicula y expresion genética Fimbrias Tipo Csu
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Figura 37: Graficas de correlacion entre la biopelicula y la expresion genética del gen

que codifican para fimbrias tipo Csu de E. cloacae.
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12.10 Correlacion de biopelicula y expresion genética Fimbrias sin Homologia
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Figura 38: Gréficas de correlacion entre la biopelicula y la expresion genética de los genes

que codifican para fimbrias sin homologia definida de E. cloacae que presentan mayor
expresion en el medio TSB.
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12.11

Correlacion de biopelicula y expresion genética Fimbrias sin Homologia

ECL 04605
6_
=S 4
=]
~
)
2
2
M| 2-
o
U T T T 1
50 100 150 200
Unidades de Expresion Genética Relativa
ECL 02380
8_
6_
]
=
&
T 47
2
2
2]
2_
0 1 I | 1 I 1
0 200 400 600 800 1000

Unidades de Expresion Genética Relativa

Figura 39: Graficas de correlacion entre la biopelicula y la expresion genética de los genes

que codifican para fimbrias sin homologia definida de E. cloacae que presentan mayor

expresion en el medio DMEM.
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