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Resumen

Evaluacién de la participacion de la proteina YIbF en la formacion de biofilm y
hemolisis de Staphylococcus aureus y Klebsiella pneumoniae.

Staphylococcus aureus y Klebsiella pneumoniae son bacterias reconocidas como
patégenas de infecciones intrahospitalarias y comunitarias a nivel mundial. Estas se
caracterizan por presentar genes que codifican diferentes factores de adaptacion al medio
y factores de virulencia como la formacién de biofilm y la lisis de eritrocitos, los cuales son
controlados por una red compleja de reguladores transcripcionales y ribonucleasas. En
Bacillus subtilis se ha demostrado que las proteinas del complejo Y (YIbF, YmcA y YaaT),
gue se caracterizan por presentar un dominio Com_ylbF, estan relacionadas con la
regulacion de la formacion de biofilm, competencia y esporulacion. Recientemente, en S.
aureus se identifico una proteina con dominio Com_ylbF denominada Qrp (YheA), la cual
al ser delecionada del genoma, afecta la formacion de biofilm y la hemodlisis. S. aureus
expresa las proteinas YmcA, YaaT y YIbF, pero a la fecha no se tiene informacion sobre
su participacién en la regulacion de estos factores de virulencia. Por otra parte, en K.
pneumoniae no se han reportado los genes que codifican para estas proteinas, ni la
relacion que pueden tener con los factores de virulencia, pero se ha encontrado la proteina
YIbF en una cepa de esta bacteria. El objetivo de este trabajo fue evaluar la participacién
de la proteina YIbF en los procesos de hemdlisis y formacion de biofilm en S. aureus y K.
pneumoniae, para ello se realizaron ensayos de delecién (S. aureus) y complementacién
(K. pneumoniae) de las bacterias con el gen ylbF y se evalu6 mediante ensayos de
formacion de biofilm y ensayos de hemolisis si existia alguna variacion en estos procesos
al realizar la delecién o complementacion de este gen. Se logro realizar la delecion del gen
ylbF del genoma de S. aureus y la complementacion del gen ylbF en K. pneumoniae y se
encontré que las cepas estudiadas presentan una variacién en la formacién de biofilmy en
la hemolisis de eritrocitos cuando se varia la presencia de esta proteina. Esto nos indicaria
gue esta proteina YIbF, perteneciente al complejo Y puede ser de gran importancia para
los procesos basicos de colonizacion y secrecion de factores de virulencia por parte de

estas bacterias.

Palabras clave: Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, YIbF, Biofilm, Hemdlisis.



Abstract

Evaluation of the participation of the YIbF protein in the formation of biofilm and

hemolysis of Staphylococcus aureus and Klebsiella pneumoniae.

Staphylococcus aureus and Klebsiella pneumoniae are bacteria recognized as pathogens
of nosocomial and community infections worldwide. These are characterized by presenting
genes that encode different adaptation factors to the environment and virulence factors
such as biofilm formation and erythrocyte lysis, which are controlled by a complex network
of transcriptional regulators and ribonucleases. In Bacillus subtilis it has been shown that
the proteins of the Y complex (YIbF, YmcA and YaaT), which are characterized by having
a Com_ylbF domain, are related to the regulation of biofilm formation, competition, and
sporulation. Recently, a protein with a Com_ylbF domain called Qrp (YheA) was identified
in S. aureus, which, when deleted from the genome, affects biofilm formation and
hemolysis. S. aureus expresses YmcA, YaaT and YIbF proteins, but to date there is no
information on their participation in the regulation of these virulence factors. On the other
hand, the genes that code for these proteins have not been reported in K. pneumoniae, nor
the relationship they may have with virulence factors, but the YIbF protein has been found
in a strain of this bacterium. The objective of this work was to evaluate the participation of
the YIbF protein in the processes of hemolysis and biofilm formation in S. aureus and K.
pneumoniae, for which deletion (S. aureus) and complementation (K. pneumoniae) assays
were performed. of the bacteria with the ylbF gene and it was evaluated by means of biofilm
formation assays and hemolysis assays if there was any variation in these processes when
performing the deletion or complementation of this gene. It was possible to carry out the
deletion of the ylbF gene from the S. aureus genome and the complementation of the ylbF
gene in K. pneumoniae and it was found that the studied strains present a variation in the
formation of biofilm and in the hemolysis of erythrocytes when the presence is varied. of
this protein. This would not indicate that this YIbF protein, belonging to the Y complex, may
be of great importance for the basic processes of colonization and secretion of virulence

factors by these bacteria.

Keywords: Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, YIbF, Biofilm, Hemolysis.
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Introduccidén

La presencia de un microorganismo generalmente predispone al huésped para que otras
especies lo colonicen favoreciendo que bacterias comensales causen infecciones que
pueden ir desde leves, hasta infecciones graves o en algunos casos la muerte; estas
infecciones se pueden presentar tanto a nivel hospitalario como a nivel comunitario?. Entre
las bacterias de gran interés, bien adaptadas asociadas con humanos son Staphylococcus
aureus y Klebsiella pneumoniae quienes han logrado desarrollar comunidades
estructurales que les ha permitido adaptarse al efecto de los antibidticos y el ambiente,
evolucionando rapidamente como patégenos de alto impacto clinico. S. aureus y K.
pneumoniae se caracterizan por presentar un amplio nimero de factores de virulencia y
patogenicidad entre los cuales podemos encontrar la formacion de biofilm, y en S. aureus
la capacidad hemolitica con la produccion de hemolisinas, enterotoxinas, toxinas

exfoliativas, entre otros®-°.

Staphylococcus aureus es considerado un problema de salud publica a nivel mundial, la
organizacion mundial de la salud (OMS), la clasific6 dentro del grupo de bacterias de
prioridad elevada, ya que se encuentra relacionada con un diverso nimero de infecciones
tanto a nivel hospitalario (Bacteriemias, neumonias, endocarditis, osteomielitis)®; como a
nivel comunitario en personas aparentemente sanas sin factores de riesgo’®. Estas
infecciones pueden ser locales o sistémicas, siendo leves como el impétigo, foliculitis,

celulitis, o graves como choque téxico, sepsis, neumonia necrosante y endocarditis®®.

Klebsiella pneumoniae por otra parte, también es considerado como uno de los patégenos
de atencion prioritaria, en este caso, segun la OMS su prioridad es critica, ya que su
resistencia a estos antibidticos ha limitado la terapia empirica adecuada generando
aumento de la morbilidad y la mortalidad en los pacientes'®. Las especies de Klebsiella se
consideran patdgenos oportunistas que colonizan las superficies mucosas sin causar

patologia; sin embargo, puede diseminarse a otros tejidos y causar infecciones
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potencialmente mortales como neumonia, infecciones urinarias, infecciones del torrente

sanguineo y sepsis*!.

El biofilm o biopelicula est4 definidko como un conjunto de bacterias, altamente
estructurado, que puede estar compuesto por microorganismos de la misma o diferente
especie que se encuentran embebidas y adheridas a una base viva o inerte por medio de
una matriz compuesta por polimeros bioldgicos, y proteinas®>!?. Este complejo bacteriano
exhibe un fenotipo diferente al que se tiene en un estado planténico, ya que presenta
variaciones con respecto al crecimiento, la expresion de los genes y por lo tanto la

expresion de proteinas®!?,

En Staphylococcus aureus el proceso de formacion de biofilm se da mediante la adaptacion
por medio de la disminucién de procesos basicos de la bacteria como la formacion de la
pared celular, la sintesis de proteinas y la sintesis de acidos nucleicos. Debido a esto se
podria explicar la baja incidencia que tienen los antibiéticos cuando la bacteria ha formado

el biofilm, ya que estos tienen su principal blanco de accién en células en crecimiento®®.

Klebsiella pneumoniae como bacteria encapsulada gram negativa ubicua, que reside en el
medio ambiente, también tiene la habilidad de colonizar el tracto gastrointestinal y la
mucosa de la nasofaringe en humano!4. Asi mismo K. pneumoniae es capaz de formar
biofilm o biopeliculas, un agregado de bacterias que crecen embebidas en una matriz
extracelular, proteinas y ADN; que promueve la transmision de genes de resistencia,
aumenta la expresion de las bombas de flujo, aumenta el metabolismo de los antibi6ticos

y favorece su colonizacion®®.

En cuanto a la hemodlisis, se define como la ruptura o el dafio de la integridad de la
membrana de los glébulos rojos (red blood cells, RBC) que causa la liberacion de
hemoglobina. La hemdlisis se evalua por la presencia de hemoglobina libre en los medios
de suspension de glébulos rojos, como el plasma o las soluciones aditivas!®. Este es un
importante factor en la virulencia de Staphylococcus aureus dado por su capacidad de
expresar un amplio nimero de toxinas y péptidos capaces de deteriorar la membrana
celular de las células y que estan involucradas en su capacidad de colonizacion e
internalizacion de tejidos. Dentro de estos factores de virulencia se encuentra un grupo de

proteinas conocidas como hemolisinas, algunas de las cuales tienen la capacidad de



desintegrar y romper la membrana celular de eritrocitos y/o leucocitos de mamiferos,

proceso conocido como hemodlisis /leucolisis®?'’.

Estos factores de virulencia y patogenicidad en estos microorganismos se caracterizan
generalmente por ser controlados por una red compleja de reguladores transcripcionales
y ribonucleasas, sin embargo, de las proteinas implicadas en estos procesos aln se tiene
poca informacién. Segun el NCBI (National Center for Biotechnology Information) las
proteinas que presentan el dominio Com_YIbF se encuentran relacionadas con la
regulacién de la formacion de biofilm, la competencia y la esporulacién en especies
bacterianas por lo cual seria interesante evaluar este tipo de proteinas en Staphylococcus
aureus y Klebsiella pneumoniae. Actualmente la mayor fuente de informacion disponible
acerca de las proteinas Com_YIbF proviene de Bacillus subtilis, en el cual se han
caracterizado varias proteinas pertenecientes al complejo Y (YIbF, YmcA y YaaT) y en
donde se ha encontrado que la proteina YIbF es indispensable para la formacién de biofilm,
competencia y esporulacion'®!®, Recientemente se logro la cristalizacion de las proteinas
YIbF y YmcA de B. subtilis y se encontré que estas presentan una estructura terciaria tipo
pinza y que pueden actuar como homodimero o heterodimero, posiblemente interactuando

con &acidos nucleicos?.

En Staphylococcus aureus se tiene poca informacion acerca de esta familia de proteinas
Com_YIbF, ya que no ha sido ampliamente estudiada; sin embargo, la proteina YlbF de S.
aureus presenta un dominio Com_YIbF y al igual que en B. subtilis es probable que
participe no solo en la regulacion del biofilm sino en la expresion de hemolisinas a través
de la degradacién o estabilizacion de ARNs?-2, La proteina YIbF de S. aureus (Uniprot:
034412) se caracteriza por presentar un tamafio aproximado de 16 kDa (144
aminoacidos), con una estructura terciaria conservada compuesta de alfa hélices?:24,
Ademas, presenta un porcentaje de identidad de 31% con respecto a la proteina YlbF de
Bacillus subtilis y mediante alineamientos mdultiples con otras proteinas YIbF de gram
positivos se ha podido establecer que posee regiones altamente conservadas, como el
motivo putativo FGXYHPDY el cual puede ser un sitio de union a ARN, ya que esta proteina
(segun estudios bioinforméticos) presenta la capacidad de union con acidos nucleicos, lo

cual seria importante para su funciéon?,
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En microorganismos gram negativos los mecanismos de regulacion de la formacion del
biofilm mediados por proteinas con dominio Com_YIbF no han sido estudiados a pesar de
ser proteinas altamente conservadas en diferentes especies bacterianas?®. Por ejemplo,
en el genoma de Klebsiella pneumoniae las proteinas YIbF (GenBank: PCQ19657.1) y
YmcA (GenBank: OON83278.1) se encuentran notadas como reguladores celulares de la
familia YheA/YmcA/YIbF/DUF963 como en B. subtilis, para control de la esporulacién, la

competencia, el desarrollo de biopeliculas, aunque sin soporte experimental asociado.

Con el proposito de entender la importancia que tiene la proteina YIbF en los procesos de
formacion de biofilm y hemdlisis en Staphylococcus aureus y en Klebsiella pneumoniae,
se han planteado las siguientes hipétesis de estudio para el presente trabajo de

investigacion:

Primera, la proteina YIbF participa en la regulacién de la hemdlisis y formacion de biofilm
en Staphylococcus aureus, por medio de cambios en el procesamiento de transcritos. Y
segunda, la proteina YIbF participa en la regulacién de la formacion de biofilm en Klebsiella

pneumoniae.

Teniendo en cuenta lo planteado anteriormente, la pregunta de investigacion para este

trabajo es la siguiente:

¢La proteina YIbF esta involucrada en la regulacion de la formacion de biofilm de
Staphylococcus aureus y de Klebsiella pneumoniae, y en la capacidad hemolitica de S.

aureus?



Objetivos

Objetivo General

Evaluar la participacion de la proteina YIbF en los procesos de hemdlisis y formacién de

biofilm en Staphylococcus aureus y Klebsiella pneumoniae.
Objetivos Especificos

e Determinar si el gen ylbF es esencial para la supervivencia de Staphylococcus
aureus cepa NCTC 8325-4.

e Establecer el efecto de la delecion del gen ylbF en la hemdlisis de eritrocitos y
formacion de biofilm en la cepa NCTC 8325-4 de Staphylococcus aureus y el efecto
de la complementacién del gen ylbF en la cepa ATCC 13883 de Klebsiella

pneumoniae.

o Determinar el efecto de la variacién del motivo putativo FGXYHPDY de la proteina
YlbF en la hemdlisis de eritrocitos y formacién de biofilm en la cepa NCTC 8325-4

de Staphylococcus aureus.

e Evaluar la participacion de la proteina YIbF en el procesamiento postranscripcional

del operén cggR-gapA.






1. Revision de tema

1.1 Generalidades de Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus es una bacteria gram positiva perteneciente al phylum Firmicutes,
con forma de coco, no formadora de esporas, aerobio y anaerobio facultativo que se
encuentra asociada al microbioma humano colonizando principalmente fosas nasales y
piel?’”. Puede comportarse como un patégeno oportunista ya que esta presente en varias
partes del cuerpo sin causar enfermedades, pero en ocasiones puede llegar a cruzar las
barreras de defensa natural y evadir los mecanismos de proteccion antiinfecciosa

causando infecciones leves o severas®?’.

S. aureus es considerado un problema de salud publica a nivel mundial, ya que se
encuentra relacionada con un diverso nimero de infecciones tanto a nivel hospitalario
(Bacteriemias, neumonias, endocarditis, osteomielitis)®; como a nivel comunitario en
personas aparentemente sanas sin factores de riesgo’®. Estas infecciones pueden ser
locales o sistémicas, siendo leves como el impétigo, foliculitis, celulitis, o graves como
choque téxico, sepsis, neumonia necrosante y endocarditis®®. Este microrganismo tiene la
capacidad de colonizar asintomaticamente a su hospedero, y de esta forma, los portadores
asintomaticos son los mayores responsables de la dispersion de esta bacteria al entrar en
contacto directo piel con piel con otros individuos no infectados. Se estima que cerca del
30% de la poblacion se encuentra colonizada permanentemente por S. aureus el cual tiene
su principal nicho en las fosas nasales, aunque también puede encontrarse en faringe,

manos, axilas y periné, entre otros "%,

Staphylococcus aureus es naturalmente sensible a la mayor parte de los antibiéticos que
se usan en la actualidad, sin embargo, tiene una extraordinaria capacidad de volverse
resistente a ellos, por lo tanto se tiene un creciente niumero de cepas de S. aureus que

presentan mecanismos de resistencia adquiridos por transferencia horizontal de genes 'y



mutaciones en su cromosoma, lo cual genera una mayor dificultad para el tratamiento

adecuado de los pacientes con este tipo de infecciones’®2°,

El genoma de S. aureus posee un tamafio promedio de 2,8 Mb, con cerca de 2600 marcos
abiertos de lectura, lo cual representa el 80% de su genoma y un contenido de G-C
alrededor del 30%. Adicionalmente, cerca del 50% de las proteinas codificadas en el
cromosoma presentan homologia con proteinas de Bacillus subtilis, lo cual sugiere que
estos dos microorganismos pudieran tener un ancestro comudn y similitudes en sus
procesos basicos. Esta homologia se presenta principalmente en genes relacionados con

el crecimiento y division celular indispensables para el desarrollo bacteriano®.

1.2 Factores de virulencia de Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus se caracteriza por presentar un amplio nimero de factores de
virulencia entre los cuales podemos encontrar la formacion de biofilm, la produccién de
hemolisinas, enterotoxinas y toxinas exfoliativas, entre otros. Estos factores generalmente
se encuentran regulados por procesos de sefializacion célula-célula denominados quorum
sensing®. Este tipo de procesos de regulacion de la expresién génica se dan como
respuesta a factores ambientales extracelulares, en estos procesos hay una produccion y
liberacion de moléculas sefal denominadas autoinductores por parte de las bacterias de
las cuales aumentaran su concentracién a medida que hay un aumento en la densidad
poblacional. Las bacterias detectan la acumulacion de estas moléculas sefial, las cuales
al sobrepasar un umbral minimo de concentracién estimulante alteran la expresion génica
y, por lo tanto, el comportamiento, en respuesta. Usando estos sistemas de sefal-
respuesta, las bacterias sincronizan comportamientos particulares a escala poblacional vy,

por lo tanto, se podria decir que funcionan como organismos multicelulares 34°.

En las bacterias gram positivas como Staphylococcus aureus, la comunicacion celular se
da principalmente por el uso de oligopéptidos modificados como moléculas sefial e histidin-
guinasas de sensores de dos componentes como receptores. Cada bacteria utiliza
diferentes autoinductores para diferenciarse de otras especies bacterianas, ademas de
tener una alta sensibilidad en sus receptores, lo cual les permite distinguir claramente entre

diversas moléculas®.



Un ejemplo en Staphylococcus aureus es su estrategia bifasica en la cual, a una baja
densidad bacteriana estas expresan factores proteicos que favorecen la colonizacion y
permiten la formacion del biofilm, esto se da principalmente mediante la accion del
regulador global sarA*3132, Por otro lado, en condiciones de alta densidad bacteriana se
reprimen la expresion de estos genes y por el contrario se activa la expresion y secrecion
de factores de virulencia como toxinas, proteasas y hemolisinas. En S. aureus este proceso
estd regulado principalmente por el operon arg, el cual se sabe inicia una cascada
reguladora que conduce a cambios en la transcripcién de mas de 200 genes en factores

de virulencia*®233,

1.2.1 Procesos en la colonizacion: formacion de Biofilm de
Staphylococcus aureus

El biofiim o biopelicula esta definido como un conjunto de bacterias, altamente
estructurado, que puede estar compuesto por microorganismos de la misma o diferente
especie que se encuentran embebidas y adheridas a una base viva o inerte por medio de
una matriz compuesta por polimeros biolégicos, y proteinas®!?. Este complejo bacteriano
exhibe un fenotipo diferente al que se tiene en un estado planténico, ya que presenta
variaciones con respecto al crecimiento, la expresion de los genes y por lo tanto la

expresion de proteinas®*?,

Aunque el biofilm no es un requisito previo para la infeccion persistente, su formacién por
las bacterias implica una mayor dificultad para su erradicacion, ya que la concentracion de
un antibiético en el biofilm no es suficiente para la eliminacion de la bacteria, conllevando
usualmente a la aparicién de cepas resistentes a los antimicrobianos, que normalmente
requiere de intervencion quirdrgica. La formacion de biofilm sumado a la tolerancia y
resistencia a agentes antimicrobianos lleva a menudo a la falla de las terapias

antimicrobianas tradicionales®.

En Staphylococcus aureus el proceso de formacién de biofilm se da mediante la adaptacion
por medio de la disminucion de procesos basicos de la bacteria como la formacion de la

pared celular, la sintesis de proteinas y la sintesis de &cidos nucleicos. Debido a esto se
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podria explicar la baja eficacia que tienen los antibiéticos cuando la bacteria ha formado el
biofilm, ya que estos tienen su principal blanco de accién en células en crecimiento?!.
El proceso de formacion de biofilm esté constituido por tres etapas las cuales se describiran

a continuacion3*:

Adhesidn. Es el cambio de un estado plantdnico bacteriano a uno sésil, estableciéndose

el microorganismo en tejidos o superficies bidticas o abidticas como implantes.

Maduracion. Es la produccién y posterior secrecion extracelular de un polimero de
adhesion intercelular (PIA) también llamado poli-N-acetil glucosamina (PNAG), que
permite la cohesién de las células entre si y a la superficie para el crecimiento de los

agregados bacterianos.

Disociacion y diseminacidon. Esta etapa permite la colonizacién de nuevos sitios y ocurre
gracias a la accion de surfactantes, como los péptidos PSM o por medio de enzimas que
degradan los polimeros de la matriz extracelular, permitiendo la liberacion de células

propagativas que pueden nuevamente iniciar el proceso de colonizacion (Figura 1-1).
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Figura 1-1. Esquema de las tres etapas propuestas para la formacion de Biofilm en
Staphylococcus. 1) Las bacterias en estado plantonico se adhieren a la superficie, 2)
Formacion de agregados bacterianos gracias a la secrecion del polimero de adhesion
celular, 3) Desprendimiento de las células bacterianas mediante agentes surfactantes para
la posterior diseminacion. Imagen adaptada de Otto M, 20083,
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La formacion de biofilm en Staphylococcus aureus ocurre principalmente mediante dos
mecanismos, el primero de ellos, que ademas ha sido el mas estudiado debido a su
importancia esta controlado por el operén ica y el represor icaR, los cuales son los
principales componentes genéticos que regulan este proceso y han mostrado ser
necesarios para la formacién de biofilm en S. aureus. El segundo mecanismo es
independiente del operdn ica y en este se ven involucradas proteinas bacterianas de unién
a fibronectina Ay B, las cuales son proteinas de adhesion y permiten la formacién de estos

agregados bacterianos®=®,

La biosintesis de PIA, que es un glucosaminoglicano lineal con enlaces 3 1-6 de al menos
130 residuos de 2-deoxi-2-amino-D-glucopiranosil 20,21, se da por la expresion del operén
icaABCD. Este operén esta conformado por genes involucrados en la formacién de este
biopolimero los cuales son, icaA, icaB, icaC e icaD, y codifican para una N-
acetilglucosamina transferasa (icaA e icaD), una deacetilasa de poli-N-acetilglucosamina
extracelular (icaB) y un trasportador (icaC) los cuales permiten las sintesis y liberacion
extracelular del polimero. La produccion de PIA y su posterior desacetilacion son factores
claves, durante la etapa de maduracién en el proceso de formacion de biofilm y en los

procesos infectivos por S. aureus*® (Figura 1-2).

El principal regulador negativo de la formacion de biofilm es icaR, el cual codifica la proteina
IcaR la cual se une 42 pb corriente arriba de icaA, lo que probablemente impide
estéricamente la union de la RNA polimerasa evitando la activacion transcripcional del

operon ica, actuando como un regulador negativo de su transcripcion®34.
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Figura 1-2. Sintesis del poli-N-acetil glucosamina (PNAG) por el operén icaABCD.
Imagen adaptada de Otto M, 20193,

1.2.2 Hemolisis en Staphylococcus aureus

La hemodlisis puede ser definida como la ruptura o el dafio de la integridad de la membrana
de los glébulos rojos que causa la liberacién de hemoglobina. La hemdlisis en productos
sanguineos generalmente se manifiesta por la presencia de hemoglobina libre en los

medios de suspensién de glébulos rojos, como el plasma o las soluciones aditivas?®.

Un importante factor en la virulencia de Staphylococcus aureus es su capacidad de
expresar un amplio nimero de toxinas y péptidos capaces de deteriorar la membrana
celular de las células infectadas y que estan involucradas en su capacidad de colonizacién
e internalizacion de tejidos. Dentro de estos factores de virulencia se encuentra un grupo
de proteinas conocidas como hemolisinas, algunas de las cuales tienen la capacidad de
desintegrar y romper la membrana celular de eritrocitos y/o leucocitos de mamiferos,

proceso conocido como hemdlisis /leucolisis®?’.

Staphylococcus aureus expresa diferentes hemolisinas dentro de las cuales se encuentran
las hemolisinas unicomponente alfa, beta y delta (a, B y 8) y la hemolisina bicomponente

gama (y)>".
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La y-hemolisina (HIgAB y HIgCB) es la leucocina mas secretada por S. aureus, promueve
su crecimiento bacteriano, mayor colonizacion e invasion y esta presente en el 99,5% de
los aislados humanos!”%. La y-hemolisina hace parte de las toxinas formadores de poros
(PFT, por sus siglas en ingles), esta involucrada en la ruptura de glébulos rojos mediante
la generacion de un poro octamérico con conformacién de barril de laminas beta. La
formacion de este poro requiere de dos componentes polipeptidicos denominados S (lento)
y F (rapido) por su movilidad electroforética. La y-hemolisina esta constituida por la
combinacién de un componente S (HIgA o HIgC) y un componente F (HIgB). La formacién
del poro inicia con la unién progresiva de monémeros S que dan paso a la formacion de
un preporo constituido por cuatro componentes S dispuestos alternativamente con cuatro
componentes F, que finalmente se convierte en un poro B-barril que atraviesa la membrana
plasméatica y ocasiona la lisis celular de células humanas como eritrocitos, granulocitos
(neutrdfilos), monocitos y macréfagost’3’.

La generacion de estos poros altera la concentracion intracelular de iones Ca?* y K*, lo
cual desencadena en procesos necroéticos que conllevan a la ruptura celular. Estas
proteinas han mostrado, ademas, efectos proinflamatorios e inmunomoduladores
mediante su interaccion con receptores en la membrana celular de las células del

hospedero.

Por otra parte, la a-hemolisina es un polipéptido de bajo peso molecular (33 kDa), el cual
es codificado por el gen hla, y expresado en forma monomérica, aunque, presenta la
capacidad de formar oligbmeros de hasta siete unidades, formando estructuras
heptaméricas que son capaces de formar poros en las membranas de las células blanco y
de esta manera permitir el libre flujo de iones (Ca?*, Na*, K*) y moléculas pequefias a través

del poro, lo cual conlleva a la lisis celulart”3839,

La &- hemolisina es la mas pequefia de las hemolisinas con un tamafo de 2,9 kDa, su
estructura es de a-hélice que le facilita la union a la superficie de la membrana celular de
las células blanco, afectando de esta manera la curvatura de las mismas y generando asi
una desestabilizacion de las membranas; ademéas de ello se ha visto que cuando se tienen
altas concentraciones de esta hemolisina, esta puede actuar como un detergente

debilitando la membrana celular y causando de esta forma la lisis celulart’4%41,
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La B- hemolisina tiene un peso molecular de 35 kDa, y a diferencia de las otras realiza la
lisis celular sin formacion de poros en la membrana de la célula blanco. La - hemolisina
es una esfingomielinasa la cual hidroliza la esfingomielina de la membrana plasmética lo
cual resulta en un incremento de la permeabilidad ademas de una pérdida progresiva de
la carga de la superficie celular desestabilizando asi la membrana plasmatica ocasionando

la lisis celulart?-3840,

1.3 Proteinas relacionadas con la regulacion de los
factores de virulencia

Bacillus subtilis es una bacteria gram positiva perteneciente al phylum Firmicutes, es
formadora de esporas, aerobia y catalasa positiva. Se caracteriza por ser la bacteria gram
positiva mas ampliamente estudiada, y varios procesos biolégicos en ella han sido
extrapolados a otras bacterias gram positivas como Staphylococcus aureus.

La basqueda de genes relacionados con la formacién de biofilm en B. subtilis permitié la
identificacion de las proteinas YIbF y YmcA (proteinas con dominio Com_YIbF), dos
proteinas pequefias, que cuando no son expresadas, el biofilm no puede generarse?. Se
tienen dos hipétesis sobre la funcibn de estas proteinas en B. subtillis, la primera
relacionada con la aceleracion de un sistema de transduccion de sefales (proceso de
fosfotransferencia)'®?%4? y |a segunda con la actividad de la enzima RNasa Y, una
endoribonucleasa relacionada con la degradacion y estabilidad del ARN en esta

bacteria??>.

La formacion de biofilm en B. subtilis esta gobernada por el operdn epsA-O (15 genes)
encargado de la sintesis del exopolisacarido (EPS), el operdn tapA(ygxM)-sipW-tasA el
cual codifica a las proteinas TasA y TasP, que junto a la proteina BslA componen el biofilm
en este organismo. La expresion de los operones epsA-O y tapA(ygxM)-sipW-tasA esta
regulada negativamente por la uniéon de los represores SinR* y AbrB a sus regiones
promotoras, lo que inhibe su transcripcién y conlleva a que no se genere el biofilm*4.
Cuando se generan sefiales inductoras de biofilm, se lleva cabo la fosforilacién y activacion
de SpoOA (Spo0OA~P) por medio de procesos consecutivos de fosforilacion denominados
como “phosphorelay process”, los cuales inician con la fosforilacién de SpoOF por histidin

guinasas en la membrana celular (KinA-E), este grupo fosfato de SpoOF-P es transferido
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a SpoOB y desde este se transfiere finalmente a la proteina a SpoOA. La activacion de
SpoOA conlleva a la represion transcripcional del gen AbrB y a la activacion transcripcional
del gen Abba, cuyo producto génico se une a AbrB y bloquea su accién. Por otro parte,
SpoOA~P promueve transcripcionalmente a Sinl, el cual codifica para Sinl, un represor que
se une irreversiblemente y secuestra a SinR. Esta accion conjunta de SpoOA-P bloquea la
accion negativa de AbrB y SinR sobre los promotores de los operones epsA-O y
tapA(ygxM)-sipW-tasA, lo que permite sean transcripcionalmente activos y que se genere

el biofilm844,

Estudios de mutagénesis han permitido determinar que las proteinas YaaT, YmcA 'y YIbF,
son importantes para el proceso de formacion de biofilm en B. subtilis, cuando estos genes
son mutados las cepas obtenidas son incapaces de formar biofilm'®1°4% por lo que la
integridad del complejo es vital para este proceso. Existen dos vias por las cuales el
Complejo Y, puede estar regulando la formacién de biofilm en B. subtilis, la primera de
estas estéa involucrada con la generacion de SpoOA~P. Se ha encontrado que el complejo
YaaT, YmcA 'y YIbF podria mediante interaccion con SpoOF y Spo0B, estar acelerando el
proceso de fosforilacion y activacion de SpoOA?8, lo que al final desencadena en la
inhibicion de los represores SinR y AbrB del biofilm y facilita la sintesis del exopolisacarido

y las proteinas que lo componen.

La segunda via por la cual el Complejo Y puede estar regulando la formacién biofilm, es a
través de la modulacion de la actividad de la RNasaY, una endoribonucleasa involucrada
en la edicion de policistrones en B. subtilis. La delecion de YaaT, YmcA'y YIbF tiene como
consecuencia aumentos en la vida media de ARN de esta bacteria, tales como el transcrito
del policistrén cggR-gapA, el cual ha sido reportado como sustrato de clivaje por parte de
la RNasa Y. El oper6n cggR-gapA tiene como producto a las proteinas GapA
(gliceraldehido fosfato deshidrogenasa) una proteina clave en la glucolisis y a su represor
CggR, el corte de este operon por la RNasaY entre los ORFs de la GapA y CggR del
transcrito conlleva a la degradacién del primero y a la estabilizaciéon del segundo?, por su
parte, la mutacion de la RNasaY genera a una disminucion el clivaje de este ARNmy a un

aumento en la vida media del transcrito cggR-gapA completo.

Recientemente, ha sido demostrado que la delecién del complejo Y conlleva también

aumento en la vida media y en los niveles del ARNm de SinR???%, lo que genera
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incrementos celulares de SinR, ocasionando la inactividad transcripcional del operén esp
y el bloqueo de la generacion de biofilm. En la actualidad, ha sido demostrado también que
el complejo Y en B. subtilis es importante para la regulacion de la activad de RNasaY, no
solo en la maduracion de ARNm policistrénicos, sino también en el procesamiento de
regiones UTR 5’, ARN no codificantes y riboswitches, por lo tiene un amplio espectro de

accion®.

Los resultados obtenidos en B. subtilis sugieren, que el complejo Y puede estar regulando
la generacién de biofilm por control a nivel transcripcional de SinR mediante la modulacién
de la fosforilaciébn de SpoOA, o que este proceso también puede ser controlado mediante
la modulacién por parte del complejo Y de la actividad RNasaY, quien corta y regula post-

transcripcionalmente los niveles intracelulares de SinR822,

En S. aureus se desconoce la funcibn que cumplen estas proteinas con dominio
Com_YIbF, y se ha encontrado ademas que no tiene proteinas ortélogas relacionadas con
SpoOA ni SinR, pero si se ha identificado un ortélogo de la proteina RNasaY, lo cual
apoyaria en mayor medida la hipétesis de la participaciéon de las proteinas com_ylbF con
la funcién de esta ribonucleasa en nuestro modelo de estudio?'. Ademas, recientemente,
se report6 que la delecién del gen ylbF en S. aureus afecta la procesividad del operon cgg-
gapA por parte de la RNasaY®. La enzima RNasaY ha sido poco caracterizada, sin
embargo, varios estudios han demostrado que esta enzima participa tanto en la
degradacion de algunos ARNm como en la estabilizacién de otros (por ejemplo, el operén
sae); y la delecién del gen rny que la codifica causa una disminucion en la virulencia de la
bacteria en modelos in vivo (disminucién de la hemdlisis, adhesién y activacion de algunas

vias metabdlicas)946-4°,

Recientemente en el Laboratorio de Genética Molecular Bacteriana de la Universidad El
Bosque se observo que S. aureus expresa la proteina YheA (otra proteina que contiene el
dominio Com_YIbF) y su delecién causa una disminucion de la formacién de biofilm y un
aumento en la hemdlisis de eritrocitos, lo cual sugiere que la inhibicion de proteinas
colaboradoras de RNasaY podrian estar participando en la disminucion de la virulencia de

S. aureus?L.
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1.3.1 Importancia de las proteinas con dominio Com_YIbF

En Staphylococcus aureus se tiene poca informacion acerca de esta proteina, sin embargo,
actualmente la mayor fuente de informacion disponible acerca de la proteina YIbF proviene
de Bacillus subtilis en el cual se han caracterizado varias proteinas pertenecientes al
complejo Y (YIbF, YmcA y YaaT) y en donde se ha encontrado que la proteina YIbF es
indispensable para la formacién de biofilm, competencia y esporulacion®!®, Ademas,
recientemente se logro la cristalizacion de las proteinas YlbF y YmcA de B. subtilis y se
encontré que estas presentan una estructura terciaria tipo pinza y que pueden actuar como

homodimero o heterodimero, posiblemente interactuando con acidos nucleicos?.

1.3.2 Proteina YIbF

La proteina YIbF de S. aureus (Uniprot: O34412) se caracteriza por presentar un tamafio
molecular de aproximadamente 16 kDa (149 aminodacidos), con una estructura terciaria
conservada compuesta de alfa hélices y con presencia de un dominio proteico
recientemente descrito denominado com_ylbF (120 aminoacidos) en su estructura primaria
16,46 (Figura 1-3). Ademas de ello presenta un porcentaje de identidad de 31% con
respecto ala proteina YlbF de Bacillus subtilis y mediante alineamientos mdultiples con otras
proteinas YIbF de gram positivos se ha podido establecer que posee regiones muy
conservadas, como el motivo putativo FGXYHPDY el cual se cree podria estar
interactuando con ARN, ya que esta proteina tiene capacidad de unién con ARNZ, por lo

cual serfa importante para la funcién de la proteina YIbF?1:24,

Este dominio Com_YIbF esta relacionado con la formacion de biofilm, la esporulacion y la
competencia en Bacillus subtilis como se observa en su descripcion “YIbF es una familia
de proteinas cortas gram positivas y de arqueas que incluye tanto a YlbF como a YmcA,
gue pueden interactuar sinérgicamente. La familia es necesaria para la correcta formacién
de biopeliculas, ya que las mutantes delecionadas de ymcA y ylbF no pueden formar
peliculas en las interfaces aire-liquido y no crecen en medios sélidos como colonias lisas
e indiferenciadas. Durante el desarrollo, YmcA, YIbF y YaaT, familia PSPI, pfam04468,
interactian directamente entre si formando un complejo ternario estable, in vitro. Las tres
proteinas son necesarias para la competencia, la esporulacién y la formacién de

biopeliculas” (tomado y traducido de: http://pfam.xfam.org/family/PF06133).
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Figura 1-3. Estructura de las proteinas YIbF de Staphylococcus aureus y Bacillus
subtilis. Homodimeros de las proteinas YIbF de Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis
obtenidos mediante aproximaciones computacionales. Imagen modificada de Escobar,
2019.

Por otra parte, los mecanismos de regulaciéon de la formacién del biofilm en
microorganismos gram negativos mediados por proteinas con dominio Com_YIbF no han
sido estudiados a pesar de ser proteinas altamente conservadas en diferentes especies
bacterianas?. En el genoma de Klebsiella pneumoniae las proteinas YIbF (GenBank:
PCQ19657.1) y YmcA (GenBank: OON83278.1) se encuentran notadas como reguladores
celulares de la familia YheA/YmcA/YIbF/DUF963 para control de la esporulacion, la
competencia, el desarrollo de biopeliculas, sin soporte experimental asociado. Debido a
ello, se desea saber en este trabajo si al complementar una cepa de Klebsiella pneumoniae
con el gen que codifica para la proteina YIbF, esta pueda presentar cambios en la

formacioén de biofilm.

1.4 Generalidades de Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae es un bacilo gram negativo perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae, encapsulada e inmovil. Es la especie de mayor importancia clinica y
mas estudiada dentro del género Klebsiella. La cipsula de polisacarido del organismo es
el factor de virulencia mas importante y de acuerdo con sus determinantes antigénicos se
puede clasificar en 77 serotipos diferentes. Asi mismo es una estructura que protege al
microorganismo de la fagocitosis por parte de los polimorfonucleares y de factores

bactericidas®®®. Las especies de Klebsiella se consideran patégenos oportunistas que
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colonizan las superficies mucosas sin causar patologia; sin embargo, puede diseminarse
a otros tejidos y causar infecciones potencialmente mortales como neumonia, infecciones

urinarias, infecciones del torrente sanguineo y sepsis*’.

El tratamiento de las infecciones por K. pneumoniae ha sido unos de los principales
enfoques de estudio desde la década de 1980, debido a la aparicion de cepas
multirresistentes a los antibiéticos de primera linea. Las cefalosporinas, fluoroquinolonas y
trimetoprim-sulfametoxazol se utilizan a menudo para tratar infecciones por este patégeno,
pero en la actualidad, es una de las especies de enterobacterias resistentes a los
carbapenémicos, antibiéticos de Ultima linea terapéutica disponible para el tratamiento de
infecciones causadas por K. pneumoniae multirresistente (MDR)%2%3, K. pneumoniae es
considerado como uno de los patégenos de atencidn prioritaria segun la OMS, ya que su
resistencia a estos antibidticos ha limitado la terapia empirica adecuada generando

aumento de la morbilidad y la mortalidad en los pacientes?©.

1.4.1 Factores de virulencia de Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae se caracteriza por ser un microorganismo que solo puede dafiar al
hospedero cuando alcanza tejidos que normalmente son estériles o cuando afecta a
pacientes inmunocomprometidos. Los mecanismos especificos que emplea K.
pneumoniae para eludir las defensas inmunitarias no estan del todo aclarados, aunque se
sabe que presenta un amplio nimeros de factores de virulencia*®*. Los principales
factores implicados en la virulencia de K. pneumoniae son: el lipopolisacarido (LPS), los
siderdéforos, las proteinas de membrana externa (fimbrias) que ayudan a la formacion del
biofilm y la capsula; todos ellos le permiten a la bacteria entrar y multiplicarse en el
hospedero (Figura 1-4). Estos factores al igual que en S. aureus, se encuentran regulados

por procesos de sefializacion célula-célula denominados quorum sensing*.

El lipopolisacérido tiene actividad endotdxica, esto debido al lipido A que provoca la
activacion de los macréfagos e induce una respuesta inflamatoria con un efecto
pirogénico®. Por otra parte, los sider6foros son moléculas quelantes capaces de capturar

el hierro presente en el ambiente y de esta manera limitar el uso de este por parte de la
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célula hospedera, esto es bastante importante ya que el hierro es un cofactor de muchas
enzimas oxidorreductasas®®°. La capsula es un polisacarido importante para la bacteria
ya que este le permite evadir al sistema inmunoldgico de la célula que desea infectar,
impidiendo la fagocitosis®®.

Por ultimo, tenemos las fimbrias las cuales son estructuras filamentosas no flagelares que
permiten la adherencia de la bacteria sobre superficies bitticas y abidticas. La fimbria tipo
3 en K. pneumoniae juega un papel importante en su patogenicidad, permitiéndole la

adherencia a células eucariotas y durante la formacién de biopeliculas*>*.

LIPOPOLYSACCHARIDE (LPS)  CAPSULE

Complement-mediated
Complement binding ' z lysls and opsonization
and activation bl o —_
Phagocy tosis
Oligosaccharide Intracellular killing
. 3
[ Newtrophil
* modified Lipid A «—— Lipid A T
|
Piminished e
Inflammatory response 3 Sopavior
SIPEROPHORES tret toes  FIMBRIAE
| & Enterobactin ] Binding to epithelial eells
| & Acrobactin
| © Yersiniabactin | Biotim formation
'LO Salmochelin )
Irom acquisition from transferrin

Figura 1-4. Representacion esquematica de los factores de virulencia de K.
pneumoniae. Presentacion de los factores de virulencia que presenta K. pneumoniae,
entre estos factores presentan los sideréforos, el lipopolisacéarido (LPS), la capsula y las
proteinas de membrana que permiten la adhesion a la superficie celular y la formacién de
biofilm. Imagen adaptada de Piperaki, E. 2017,
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1.4.2 Procesos en la colonizaciéon: formacién de biofilm de
Klebsiella pneumoniae

Los mecanismos de regulacion de la formacion del biofilm en este microorganismo aun

siguen en estudio, aun asi, es claro que el biofiim de K. pneumoniae cumple un rol

clinicamente significativo al formarse en las superficies internas de los catéteres y otros

dispositivos médicos, favoreciendo y contribuyendo a la colonizacion del tracto

gastrointestinal, respiratorio y wurinario, y al desarrollo de infecciones invasivas,

especialmente en pacientes inmunodeprimidos4®°.

En Klebsiella pneumoniae la primera etapa en el proceso infeccioso es su adherencia a las
células del hospedero, funcién que, en el caso de las enterobacterias es generada por
unas proyecciones filamentosas de superficie bacteriana llamadas fimbrias. Existen
fimbrias de tipo 1 asociadas en la patogénesis de las infecciones del tracto urinario,
adhiriéndose a las células del tabulo proximal y fimbrias de tipo 3 que interviene en la
adherencia a las células endoteliales y los epitelios del tracto respiratorio y urinario®”:8,
Estas fimbrias tipo 3 estan codificadas por el grupo de genes mrk que median la unién in
vitro a superficies de matriz extracelular humana (HECM) antes de la formacion de la
biopelicula®®°, La proteina MrkD media la unién a estas superficies, apoyado de la
proteina MrkA gue constituye la subunidad principal del eje fimbrial®*®, Algunos estudios
han demostrado que mutantes de la proteina MrkD producen fimbrias no adhesivas que
facilitan la formacion de biopeliculas en superficies abiéticas, pero la adhesina MrkD es
necesaria para la produccién de biopeliculas maduras en superficies de matriz extracelular
(ECM)®S,

1.5 Proteinas relacionadas con la regulacion de los
factores de virulencia

1.5.1 Importancia de las proteinas con dominio Com_YIbF

Las proteinas con dominio Com_YIbF en gram negativos, no han sido estudiado a pesar
de ser proteinas altamente conservadas en diferentes especies bacterianas?. Sin
embargo, las proteinas YlbF (GenBank: PCQ19657.1) y YmcA (GenBank: OON83278.1)
se encuentran en el genoma de Klebsiella pneumoniae notadas como reguladores

celulares de la familia Qrp/YmcA/YIbF/DUF963 para control de la esporulacién, la



22

competencia, el desarrollo de biopeliculas, sin soporte experimental asociado (informacién

disponible en www.ncbi.nlm.nih.gov). Para este caso la unica informacion disponible de

estas proteinas con dominio Com_YIbF en esta bacteria son las secuencias de
aminoacidos que conforman las proteinas, pero no se encuentra informacion relacionada
con los genes que codifican estas estructuras por lo cual es un amplio campo para
profundizar.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

2. Delecidon y complementacion del gen ylbF
en la cepa NCTC 8325-4 de Staphylococcus
aureus y la cepa ATCC 13883 de Klebsiella

pneumoniae respectivamente.

2.1 Materiales y Métodos

Para la construccién de la cepa mutante delecionada, se trabaj6 con la cepa NCTC 8325-
4 de Staphylococcus aureus, con el sistema de delecién del plasmido pMAD®? con el
método de recombinacién homdloga. El plasmido pMAD se caracteriza por la presencia de
un origen de replicacion termosensible que facilita la integracion y escision del plasmido al
genoma por recombinacion homéloga, un sistema de regulacion de la expresion del
plasmido bajo control del promotor PclpB de la chaperona constitutiva bacteriana ClpB y
el gen bgaB de Bacillus stearothermophilus que codifica para una B-galactosidasa
termoestable, lo que permite la seleccion de los mutantes con base en el metabolismo de
X-Gal®?. Adicionalmente, presenta dos genes casete que confieren resistencia a ampicilina
y eritromicina, como marcadores en la seleccion para cepas recombinantes de E. coli o de
S. aureus, respectivamente. Una vez delecionado el gen ylbF se procedi6 a realizar un
ensayo comparativo de crecimiento entre la cepa NCTC 8325-4 y la cepa mutante
delecional, esto con el fin de evaluar si existian cambios en el crecimiento de nuestra cepa

de trabajo debido a la delecion del gen.

Por otra parte, para la complementacion de la cepa ATCC 13883 de Klebsiella pneumoniae
con el gen ylbF, se utilizé el plasmido pMG el cual contiene un origen de replicacion para
bacterias gram negativas, tiene el gen kan que le confiere resistencia a kanamicina y posee
también el gen lacZa el cual tiene en medio la region de clonacion multiple. En esta region
ademds del gen ylbF se adiciond la secuencia del promotor Pspac, el cual es un promotor
inducible utilizando IPTG.
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2.1.1 Cepas bacterianas y plasmidos

Las cepas bacterianas y plasmidos usados en este capitulo son descritas en la tabla 2-1.
El ensayo de mutagénesis se realiz6 en la cepa de Staphylococcus aureus NCTC8325-4
utilizando el plasmido termosensible pMAD, ademas de ello, se usaron las cepas E. coli
XL1Blue y S. aureus RN4220, para almacenamiento y propagacion de los plasmidos
recombinantes, de esta forma se obtuvo la cepa que tiene la delecion del gen ylbF la cual
serd evaluada en capitulos posteriores determinando si se tiene 0 no una variaciéon en el

fenotipo de formacioén del biofilm y hemolisis.

Por otra parte, en este capitulo se abordara también el ensayo de complementacién del
gen ylbF que se realizé en la cepa de Klebsiella pneumoniae ATCC-13883, para ello se
utilizé el plasmido pMG, ademas de ello, se usé la cepa E. coli Top 10 para

almacenamiento y propagacion de los plasmidos recombinantes.

Tabla 2-1. Cepas bacterianas y plasmidos usados en este capitulo

Cepas Bacterianas y plasmidos Caracteristicas principales

Cepas bacterianas

Cepa de referencia NCTC 8325-4 de Staphylococcus

8325-4 (WT)
aureus.
Cepa de Staphylococcus aureus derivada de la 8325-
RN4220 e i e
4 con una mutacion en el sistema de modificacion-
restriccion. Apta para experimentos de manipulacion
genética
XL1-Blue Cepa E. coli XL1-Blue
XL1-Blue-pJET-AD Cepa XL1-Blue con el plasmido pJET-AD
XL1-Blue-pMAD-AD Cepa XL1-Blue con el plasmido pMAD-AD

RN4220-pMAD-AD Cepa RN4220 con el plasmido pJET-AD
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8325-4 ylbF-

Top 10

Top 10-pMG-ylbF

13883

13883-ylbF

Plasmidos

pPMAD

PMAD-AD

pJET

pJET-AD

pMG-ylbF

Cepa de Staphylococcus aureus NCTC 8325-4 que
presenta la delecién del gen ylbF

Cepa E. coli Top 10

CepaE. coli Top 10 con el plasmido pMG que contiene
el promotor Pspac y el gen que codifica para la
proteina ylbF de Klebsiella pneumoniae

Cepa de referencia ATCC-13883 de Klebsiella
pneumoniae

Cepa de referencia ATCC-13883 de Klebsiella
pneumoniae complementada con el plasmido pMG
gue contiene el promotor Pspac y el gen que codifica
para la proteina ylbF de Klebsiella pneumoniae

Plasmido  termosensible  para  recombinacién
homologa en Staphylococcus aureus

Plasmido pMAD con el fragmento corriente arriba y
corriente abajo del gen ylbF (AD)

Vector de clonacion/Amp'/

Plasmido pJET con el fragmento corriente arriba y
corriente abajo del gen ylbF (AD)

Plasmido que contiene el promotor Pspac y el gen que
codifica para la proteina ylbF de Klebsiella
pneumoniae/Kan'/

2.1.2 Delecion del gen ylbF en la cepa NCTC 8325-4 de
Staphylococcus aureus

La delecién del gen ylbF del genoma se realizé en la cepa de Staphylococcus aureus

NCTC 8325-4 usando el plasmido pMAD®2. Los pasos mas importantes de la metodologia

son mostrados en la figura 2-1. Se disefiaron primers especificos para la amplificacion por

PCR convencional de dos fragmentos, uno corriente arriba (gen ylbC) y otro corriente abajo

(gen 1020) del gen ylbF (Tabla 2-2). Para el fragmento corriente arriba (AB) que tiene un

producto esperado de 623 pb se emplearon los primers GP625 y GP626; y para el
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fragmento corriente abajo (CD) que tiene un producto esperado de 431 pb se usaron los
primers GP627 y GP628. Estos fragmentos fueron obtenidos a partir de ADN gendmico
obtenido de la cepa NCTC 8325-4. Brevemente, una colonia de la cepa fue crecida en 3
mL de medio TSB (Tryptic Soy Broth) toda la noche, la suspension bacteriana fue
centrifugada y el ADN extraido a partir del precipitado de bacterias utilizando el método
fenol-cloroformo como ha sido estandarizado previamente en el laboratorio. EI ADN fue
cuantificado por su absorbancia a 260 nm usado un NanoPhotometer® NP80 y se utilizaron
50 ng/pul de ADN para cada PCR.

Tabla 2-2 Primes usados para la produccion de la cepa mutante delecional

Codigo , Secuencia Funcién

Laboratorio

GP625 GGGTCGACCCAGAACCGTCCTTTAAAGTT e, L
GATGG Ampllflcac_lon de una region del gen yIbC

GP626 AAATACCCCTCATTGTTATTTTTCTAAGAA (96N corriente arriba del gen ylbF), con
AATTAGTGAA reconocimiento de la enzima Sall

GP627 e, C
CAATGAGGGGTATTTTTATTTATTCGGGA  Amplificacion de una region del gen 1020

GP628 GGCCATGGTCCTATGAAGGCTCAATCGCA (98N corriente abajo del gen ylbF), con
CCAC reconocimiento de la enzima Ncol

GP629 TAATACTTTTTAGGTGGTTGATT Confirmacioén de la delecion del gen ylbF

GP630 AGTCAGAACTATGAATTTGTTAAG

GP583 CCCGGGATGATTAATGAAGCTTCACT Amplificacion del gen ylbF

GP584 GAATTCTTATAATGAACAATTACAGGATCC

GP557 CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC Primers corriente arriba y corriente abajo

GP558 AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG respectivamente, del sitio

de clonacion del plasmido pJET 1.2
GP686 GTTTTCCCAGTCACGAC Primers corriente arriba y corriente abajo
respectivamente, del sitio

GP687 GCGGATAACAATTTCACACAGG de clonacion del plasmido pMG.

GP559 GGAAGCGAGAAGAATCATAATG Primers corriente arriba y corriente abajo

GP560 CTAGCTAATGTTACGTTAC respectivamente, del sitio

de clonacion del plasmido pMAD.
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Figura 2-1: Proceso para la generacién de la cepa mutante con la delecion del gen
ylbF. 1. Amplificacion por PCR de los fragmentos AB y CD localizados corriente arriba y
abajo del gen ylbF, respectivamente, 2. Generacion de un fragmento de ADN que contiene
los dos fragmentos anteriores por medio de PCR de solapamiento (“overlap extension
PCR™), (Fragmento AD), 3. Clonacién del fragmento AD en el plasmido pJET, 4.
Transformacion de plasmido pJET-AD en Escherichia coli XL1 Blue, 5. Liberaciéon y
clonacion del fragmento AD en el plasmido pMAD, 6. Transformacién del plasmido pMAD-
AD en E. coli XL1 Blue, 7. Purificacion y transformacion del pldsmido pMAD-AD en la cepa
RN4220 de Staphylococcus aureus, 8. Purificacion y transformacion del plasmido pMAD-
AD en la cepa 8325-4, 9. Delecién del gen ylbF en las tres cepas de interés y confirmacion
por PCR. Imagen adaptada de Escobar 2018.

Los dos fragmentos (AB y CD) fueron purificados a partir del gel de agarosa usando el kit
QIAkit Gel Extraction (Qiagen®) y utilizados como plantilla en una PCR de solapamiento

(“overlap extension PCR”) para obtener un tnico fragmento de ADN (AD) con un tamarfio
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de 1039 pb, los primers utilizados para esta PCR fueron GP625 y GP628 y la ADN
polimerasa “Phusion”®. El fragmento AD fue purificado a partir del gel y clonado en el
plasmido pJET® usando ADN ligasa y posteriormente transformado en células de E. coli
XL1Blue por electroporacion usando las siguientes condiciones para el proceso: 1250V,
25uF, 200Q y un tiempo de exposicién entre 2 y 5ms. La suspension bacteriana fue crecida
en 1 mL de medio LB durante 1 hora a 37°C a 200 rpm y las bacterias transformantes
fueron seleccionadas en placas de agar LB suplementadas con 100 pg/mL de ampicilina.
El plasmido recombinante pJET-AD (Tabla 2-1) fue confirmado por medio de PCR usando
los primers GP557 y GP558.

El fragmento AD fue liberado del plasmido pJET-AD por medio de digestion con las
enzimas de restriccion Sall (GATCGAC) y Ncol (C"CATGG) (FastDigest Thermo
Scientific®) de acuerdo con las condiciones sugeridas por el fabricante, sitios de restriccién
gue fueron incorporados previamente en los primers (Tabla 2-2). Posteriormente fue
purificado y clonado en el plasmido pMAD, el cual fue previamente digerido con las
enzimas Sall y Ncol. El plasmido recombinante pMAD-AD (Tabla 2-1) fue transformado en
células de E. coli XL1 blue por electroporacién usando las condiciones anteriormente
descritas. Las bacterias transformantes fueron seleccionadas en placas de agar Luria-
Bertani (LB) suplementadas con 100 pug/mL de ampicilina y 5-bromo-4-cloro-3-indolil-3-D-
galactopirandsido (X-Gal) (50 pg/mL). El plasmido recombinante pMAD-AD fue confirmado
por medio de PCR usando los primers GP559 y GP560. Luego el plasmido recombinante
pMAD-AD fue purificado desde las células de E. coli XL1 blue y transformado en la cepa
RN4220 de S. aureus por electroporacion usando las condiciones anteriormente descritas.
Las células transformantes fueron crecidas en 1 mL de medio TSB por 3 horas, incubadas
a 28°C (temperatura a la cual el plasmido pMAD puede replicarse) a 200 rpm y luego
seleccionadas en cajas de TSA (agar tripticasa-soya) suplementadas con eritromicina (1,5
pg/mL) y X-Gal (50 pg/mL) e incubadas a 28°C durante 2 o 3 dias. El plasmido
recombinante es primero transformado en la cepa RN4220, la cual es deficiente en el
sistema de modificacidn-restriccion y permite la adquisicién de ADN foraneo, esto favorece
la aceptacion y permanencia del plasmido en otras cepas de S. aureus. El plasmido pMAD-
AD, previamente confirmado por PCR, fue purificado desde la cepa RN4220 vy
transformado en la cepa NCTC 8325-4 por electroporacion usando las condiciones

anteriormente descritas.
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Para el proceso de recombinacion homéloga y posterior delecion del gen, se realizé un
inoculo de esta cepa en medio SMMP por 3 horas a 28°C y 200 rpm, luego se seleccion6
en cajas de Agar Tripticasa Soya (TSA) suplementadas con eritromicina (1,5 pg/ml) y X-
Gal (50 pg/mL) e incubadas a 28°C durante 2 o 3 dias. Posteriormente, se sembraron
algunas colonias en medio TSB suplementado con eritromicina (1,5 pg/ml) a 42°C por 24
horas a 250 rpm. Después de este tiempo, las colonias de color celeste se resembraron
en cajas de TSA suplementado con eritromicina (1,5 pg/ml) y X-Gal (50 pg/mL) a 42°C
durante 24 horas. De cada caja se seleccionaron algunas colonias que se dejaron crecer
de forma independiente en caldo TSB sin antibidtico a 28°C durante toda la noche a 200
rpm. A partir de este crecimiento bacteriano se realizé una dilucién seriada en base diez
hasta la dilucién 1:10°, y 60 pL de cada suspension bacteriana se sembraron en cajas de
agar TSA suplementado X-Gal (50 ug/mL) a 37°C durante 48 horas o hasta distinguir bien
las colonias blancas. Las colonias obtenidas se evaluaron por PCR con los primers GP629

y GP630, los cuales son especificos para confirmar la delecion del gen.

2.1.3 Efecto de la delecidn del gen ylbF en el crecimiento
de la cepa 8325-4 de Staphylococcus aureus.

2.1.4 Curvas de crecimiento

Para la determinacion de las curvas de crecimiento de las cepas NCTC 8325-4 y NCTC
8325-4 ylbF, se partioé de un cultivo por agotamiento en agar Tryptic Soy Agar (TSA). De
este cultivo se tomaron dieciséis colonias independientes y con estas fueron preparadas
dieciséis suspensiones bacterianas diferentes en solucion salina (0.89% p/v) cada una de
ellas con una turbidez de 0.5 en la escala de McFarland, la medicion de la turbidez se llevé
a cabo a 600nm. Las curvas de crecimiento fueron determinadas usando un lector de
microplacas (Infinite® 200PRO). Para esto se utilizaron las microplacas de 96 pozos, y en
cada pozo se sembraron 270 yL de medio liquido TSB y 30 pL de cada suspension
bacteriana. El sistema Thermo MaxQ4450 Incubator Shaker® permitid la incubacion y
agitacion de la microplaca a 37°C, 160 rpm, y lectura de se realizé a 600 nm para cada
microcultivo bacteriano y monitoreando el crecimiento en intervalos de aproximadamente
una hora durante las primeras 9 horas y una posterior medicion a las 20 y las 24 horas. De
esta manera se conto con dieciséis réplicas de la curva de crecimiento para cada una de

las muestras incluidas en el analisis. Los parametros de crecimiento en las cepas
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analizadas fueron comparados por medio de la prueba t para medias de dos muestras
emparejadas y se reportaron los valores-p para dos colas dentro de un intervalo de

confianza del 95%.

2.1.5 Complementacion de l|la cepa ATCC 13883 de
Klebsiella pneumoniae con el gen ylbF.

Para la complementacion de la cepa ATCC 13883 de Klebsiella pneumoniae con el gen
ylbF se realiz6 una busqueda del gen ylbF y de la proteina YIbF de K. pneumoniae en las
bases de datos del NCBI. Con el fin de complementar la cepa ATCC 13883 y teniendo en
cuenta los resultados encontrados se disefié una secuencia que tuviera el gen que codifica
para la proteina YIbF de K. pneumoniae y ademas de ello se disefié una region promotora
basandonos en la secuencia del promotor Pspac®¥®4, un promotor que es inducible

utilizando IPTG, para poder complementar la cepa 13883.

Luego de ello esta secuencia disefiada se insert6 en el plasmido pMG de Macrogen, y se
mando a sintetizar. Una vez obtenido este plasmido, fue transformado en células E. coli
Top 10 electrocompetentes por electroporacion usando las siguientes condiciones para el
proceso: 1250V, 25uF, 200Q y un tiempo de exposicion entre 2 y 5ms. La suspensién
bacteriana fue crecida en 1 mL de medio LB durante 1 hora a 37°C a 200 rpm vy las
bacterias transformantes fueron seleccionadas en placas de agar LB suplementadas con
30 pg/mL de kanamicina. El plasmido recombinante pMG-ylbFk (Tabla 2-1) fue confirmado
por medio de PCR usando los primers sugeridos por el fabricante (Tabla 2-2).

Posteriormente se realizé una extraccion del plasmido de la cepa Top 10-pMG-ylbFk, este
fue transformado en células de Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 electrocompetentes
por electroporacion usando las mismas condiciones anteriormente mencionadas. Luego
de ello, la suspensién bacteriana fue crecida en 1 mL de medio LB durante 1 hora a 37°C
a 200 rpm y las bacterias transformantes fueron seleccionadas en placas de agar LB
suplementadas con 30 pg/mL de kanamicina. La transformacién de la cepa ATCC 13883
con el plasmido recombinante pMG-ylbFk fue confirmado por medio de PCR usando los

primers sugeridos por el fabricante (Tabla 2-2).
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2.2 Resultados

2.2.1 Delecion del gen ylbF de la cepa NCTC 8325-4 de
Staphylococcus aureus.

Se realiz6 la delecion del gen ylbF de la cepa NCTC 8325-4 utilizando el sistema de
recombinacién homoéloga del plasmido pMAD®2. Esta metodologia se basa en el reemplazo
del gen mediante recombinacion homoéloga en dos pasos, el primero de ellos fue una
integracion del pladsmido recombinante pMAD, el cual contiene el segmento que se
deseaba reemplazar en el genoma por nuestro gen de interés. En el segundo paso se llevo
a cabo la resolucion del plasmido, el cual es curado cuando la cepa se crecié a una
temperatura de 42°C. Este proceso fue constantemente monitoreado por la accion de la
enzima B-galactosidasa sobre X-gal. Para la confirmacion de la delecion total del gen ylbF
a nivel cromosomal, se realizé una PCR de confirmacion con los primers GP629 y GP630,
gue amplificaban desde una secuencia corriente arriba del gen ylbC hasta una secuencia
corriente abajo del gen 1020 (genes aledafios a ylbF), para la cual se obtuvo un producto
amplificado de 1117 pb cuando la cepa sufrié la delecion del ylbF, comparado con la cepa
8325-4 que presento un amplicén de 1565 pb ya que no tenia la delecién del gen como se

observa en la figura 2-2.

Ademas de ello para reconfirmar que estas colonias ya no tienen el gen, se realiz6 una
PCR a las 3 colonias obtenidas con los primers GP583 y GP584 los cuales permiten la
amplificaciéon del gen ylbF. En este caso se obtuvo para la cepa 8325-4 (C+) un amplificado
de 456 pares de bases aproximadamente lo que corresponde al tamafio del gen ylbF. Por
otra parte, para las tres colonias evaluadas no se obtuvo ningun tipo de producto por lo

cual se confirma que esta nueva cepa presenta la delecion del gen de interés (figura 2-3).
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Figura 2-2. Confirmacion molecular de la delecion del gen ylbF de la cepa de
Staphylococcus aureus. A. Entorno genético del gen ylbF de S. aureus. B. Gel de
agarosa al 1,5% de concentracion, tefiido con bromuro de etidio.C1-C3: Amplificaciéon de
colonias de la cepa 8325-4 mutadas usando los primers que permiten verificar la delecion
del gen ylbF en el cromosoma bacteriano (1117 pb). C+: control positivo, cepa 8325-4
usando los primers que permiten verificar la presencia del gen ylbF en el cromosoma
bacteriano (1552pb).
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Figura 2-3. Amplificacion del gen ylbF de la cepa delecionada NCTC 8325-4 de
Staphylococcus aureus. Gel de agarosa al 1% de concentracion, tefiido con bromuro de
etidio. MW: marcador de peso molecular. CR: control de reactivos de la reaccion de PCR.
C+: control positivo, amplicén de la cepa 8325-4 (WT) usando los primers que permiten
amplificar el gen ylbF en el cromosoma bacteriano (456pb). C1-C3: productos de la
amplificacién de las colonias de la cepa NCTC 8325-4 delecionadas usando los primers
gue permiten verificar la presencia del gen ylbF en el cromosoma bacteriano.

2.2.2 Efecto de la delecidon del gen ylbF en el crecimiento
de la cepa 8325-4 de Staphylococcus aureus.

Al realizar la cepa con delecién del gen ylbF a nivel cromosomal y después de confirmar
esta delecion mediante PCR, se observé que la ausencia de este gen no era indispensable
para la supervivencia de la bacteria ya que se observaban y obtenian colonias delecionales
capaces de crecer en medios sélidos y liquidos. Por esta razén, se decidi6 realizar una
curva de crecimiento para la cepa NCTC 8325-4_ylbF (comparada con la cepa WT), con
el fin de observar posibles variaciones en el patron de crecimiento debido a la delecién.
Los datos obtenidos fueron procesados, analizados y graficados utilizando el software
GraphPad-Prism 9. No se observaron diferencias significativas (p>0,05) entre las curvas
de crecimiento obtenidas para la cepa 8325-4 ylbF y la cepa 8325-4, presentando entre
ellas un comportamiento parecido (Figura 2-4).
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Figura 2-4. Curva de crecimiento para la cepa NCTC 8325-4 y para la cepa mutante
delecional del gen yIbF. Se muestra la curva de crecimiento promedio en medio TSB para
las dieciséis réplicas de las dos cepas, en cada uno de los casos se observa la desviaciéon
estandar para cada uno de los puntos de la curva.

2.2.3 Obtencion de la cepa ATCC 13883 de Klebsiella
pneumoniae complementada con el gen ylbF.

Para la complementacion de la cepa ATCC 13883 de Klebsiella pneumoniae con el gen
ylbF, primero se revisé en la base de datos NCBI los registros reportados de la o las
secuencias del gen que codifica para la proteina YIbF en K. pneumoniae, para este caso
no se encontraron reportes de ese gen. El Gnico reporte que se encontré relacionado de
esta especie bacteriana con la proteina YIbF es un estudio realizado en Sudafrica en el
afio 2016, en donde reportan la secuencia de una proteina YIlbF encontrada en K.
pneumoniae, secuencia reportada en el GenBank con el codigo de acceso: PCQ19657.1.
A partir de la secuencia reportada de la proteina YlbFk esta se emple6 como plantilla para
el disefio de la secuencia de nucledtidos del gen ylbFk, y con el fin de complementar la
cepa ATCC 13883, este gen fue disefiado con una secuencia promotora inducible con
IPTG conocida como el promotor Pspac®3%4, con el reconocimiento para algunas enzimas
de restriccion (Figura 2-5) para su clonacién en el plasmido pMG y su posterior
transformacion a la cepa de interés. Una vez obtenido el constructo se utiliz6 el servicio de

Macrogen para sintetizar el plasmido pMG-ylbFk.
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Figura 2-5. Constructo del promotor Pspac y el gen ylbF de Klebsiella pneumoniae
diseflado para la clonacién en el vector comercial pMG. Secuencia del constructo
disefiado para la clonacién en el vector pMG, en este constructo se tiene la secuencia del
promotor Pspac, seguido de la secuencia del gen ylbF utilizado para la clonacion en el
vector y la posterior transformacion de la cepa 13883. Se presentan también las
secuencias de las regiones insertadas para el reconocimiento con diferentes enzimas de
restriccion.

Una vez obtenido el pldsmido recombinante, secuenciado por Macrogen (Material
suplementario), este se transform6 en células E.coli Topl0 para poder almacenarlo y
obtener un alto nimero de copias. Posteriormente se extrajo el plasmido recombinante
desde la cepa Top 10-pMG-ylbFk y se transformé en la cepa ATCC 13883 de Klebsiella
pneumoniae para obtener la cepa complementada. Para realizar la confirmacion de la
transformacioén de la cepa, se hizo una PCR con los primers GP686 y GP687 que permiten

amplificar desde la region corriente arriba hasta la regién corriente debajo del sitio de
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clonacién del plasmido pGM-ylbFk (Figura 2-5 A). Se evaluaron varias de las colonias que
crecieron en el medio suplementado con kanamicina mediante PCR usando los primers
GP686 y GP687 y se encontraron 4 colonias que presentaban el pldsmido de interés
(Figura 2-5 B), de esta manera la obtencion de la cepa ATCC 13883 de Klebsiella

pneumoniae complementada con el gen ylbF.

C+

Figura 2-6. Confirmacion de la transformacién de la cepa ATCC 13883 de Klebsiella
pneumoniae con el pldsmido pMG-ylbFk. A. Esquema del sitio de clonacién del
plasmido pMG-ylbFk utilizado para obtener la cepa ATCC 13883 de K. pneumoniae
complementada con el gen ylbF. B. Gel de agarosa al 1% de concentracion, tefiido con
bromuro de etidio. MW: marcador de peso molecular. CR: control de reactivos de la
reaccion de PCR. C+: control positivo, amplicon de la region corriente arriba y corriente
abajo del sitio de clonacion del plasmido pMG-ylbFk (825pb). C1-C4: amplificacion del ADN
extraido de las colonias transformadas ATCC13883 de K. pneumoniae con el plasmido
pMG-ylbF.
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2.3 Discusion

Para determinar si el gen ylbF de Staphylococcus aureus es esencial para la supervivencia
de la cepa bacteriana NCTC 8325-4 se realiz6 un proceso de delecion de este del genoma

de la bacteria mediante recombinacion homologa con el fin de obtener una cepa mutante
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en la cual la Unica diferencia con la cepa silvestre fuera la no presencia del gen ylbF. Los
resultados obtenidos muestran que la delecion de este gen no afecta la superveniencia de
la bacteria y tampoco afecta su velocidad de crecimiento, ya que al comparar las curvas
de crecimiento de la cepa silvestre y la cepa mutante delecionada no se encontraron
diferencias significativas. Esto nos permite concluir que este gen no se encuentra
involucrado en procesos basicos o primordiales de la bacteria por lo cual, al ser retirado
del genoma, el microorganismo es capaz de sobrevivir; este resultado nos indica que este
gen no se encuentre involucrado en ningln proceso vital bacteriano. Este resultado es
bastante interesante ya que en Bacillus subtillis, un organismo en el cual se han realizado
mas estudios acerca de las proteinas con dominio Com_ylbF y sus implicaciones en los
factores de supervivencia de la bacteria, se ha visto que al delecionar el gen ylbF se
presenta una variacién en el crecimiento de la bacteria, disminuyéndose el crecimiento al
tener la mutacién de este gen y ademas se observan cambios en la morfologia que

presenta B. subtillis al ser sembrada en un medio solido cuando presenta la delecion®®,

Por otra parte, se logr6 obtener la cepa de Klebsiella pneumoniae ATCC 13883
complementada con el gen que expresa la proteina YIbF. Ya que los principales estudios
reportados para las proteinas con dominio Com_YIbF como YIbF, se han realizado en
bacterias gram positivas principalmente en Bacillus subtillis. Segun el reporte del NCBI
para la proteina YIbF de Klebsiella pneumoniae, esta presenta el dominio Com_YIbF
relacionado con la formacién de biofilm. Con el fin de evaluar el efecto que tiene la
expresion de esta proteina en una bacteria gram negativa y de alto impacto clinico como
lo es K. pneumoniae, se planteé el interés de ver el efecto de esta proteina en la formacién

de biofilm en esta bacteria (capitulo 3).
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3. Evaluacion de la participacion del gen ylIbF
en la formacion del biofilm y hemdélisis en
Staphylococcus aureus 'y Klebsiella
pneumoniae.

En el siguiente capitulo se mostrara el efecto de la delecion del gen ylbF en la cepa NCTC
8325-4 de Staphylococcus aureus tanto para la formacion de biofilm, como para la lisis de
eritrocitos. Para ello se utilizardn las cepas obtenidas en el capitulo 2 y se evaluara el
efecto de la complementacion de la cepa ATCC 13883 de Klebsiella pneumoniae con el
gen ylbF en la formacion de biofilm.

3.1 Materiales y Métodos

3.1.1 Ensayo de formacion de biofilm en Staphylococcus
aureus.

La evaluacion del posible efecto de la delecion del gen ylbF en la formacion de biofilm fue
determinado utilizando una metodologia estandarizada en el laboratorio de genética
molécula bacteriana de la universidad El Bosque. Las cepas bacterianas y plasmidos
usados en este capitulo son descritas en la tabla 2-1. La metodologia comprende los
siguientes pasos: una colonia de cada cepa fue sembrada en 5 mL de caldo TSB e
incubada a 37°C y 200 rpm durante 16 horas. Al siguiente dia, se determiné la densidad
Optica (DO) a 600 nm, y se ajustdé una nueva suspension bacteriana a una DO de 0.1
unidades de absorbancia. Luego, 5 pL de esta suspensién bacteriana mas 195 L de caldo
TSB fueron colocados en una microplaca de 96 pozos de poliestireno de fondo plano e
incubada a 37°C en quietud por 24 horas. Después, el sobrenadante fue retirado y la

microplaca lavada tres veces por inmersion en agua, fue secada por inversién y 200 pL de
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solucion de cristal violeta fueron adicionados a cada pozo. Al cabo de 2 minutos, se
descarto la solucion de cristal violeta y la microplaca fue lavada nuevamente por inmersion
en agua destilada tres veces, 200 uL de una solucion de etanol:acetona (4:1) fueron
adicionados y la placa fue dejada 30 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, la
solucion coloreada (200 pL) fue transferida a otra microplaca y su absorbancia fue medida
a 595 nm en un lector de microplacas (Infinite® 200PRO). El mismo proceso anteriormente
descrito se repitié para las cepas NCTC 8325-4 y NCTC 8325-4 ylbF de S. aureus,
suplementando el medio TSB en la placa con glucosa (0,25% p/v) o con cloruro de sodio
(3,0% plv). La significancia estadistica entre las cepas fue calculada por medio de una

pruebat a dos colas, con cinco replicas experimentales.

3.1.2 Ensayo de formacién de biofilm en Klebsiella
pneumoniae.

La evaluacion del posible efecto de la complementacién del gen ylbF en la formacion de
biofilm de Klebsiella pneumoniae fue determinado utilizando la metodologia estandarizada
en el Laboratorio de Genética Molécula Bacteriana de la Universidad El Bosque. Dicha
metodologia comprende los siguientes pasos: una colonia de cada cepa fue sembrada en
5 mL de caldo LB e incubada a 37°C y 200 rpm durante 18 horas. Al siguiente dia, se
determind la densidad 6ptica (DO) a 625 nm, y se ajustd una nueva suspension bacteriana
a una DO de 0.1 unidades de absorbancia. Luego, 2 pL de esta suspension bacteriana
mas 198 L de caldo LB fueron colocados en una microplaca de 96 pozos de poliestireno
de fondo plano e incubada a 37°C en quietud por 48 horas. Después, el sobrenadante fue
retirado y la microplaca fue secada por calentamiento durante 1 hora a 60°C. A
continuacion 100 uL de solucién de cristal violeta fueron adicionados a cada pozo. Al cabo
de 10 minutos, se descartd la solucién de cristal violeta y los pozos de la microplaca fueron
lavados con 100 uL agua destilada cinco veces, 100 pL de una solucién de acido acético
al 30% fueron adicionados y la placa fue reservada 10 minutos a temperatura ambiente.
Finalmente, la solucién coloreada (100 pL) fue transferida a otra microplaca y su
absorbancia fue medida a 595 nm en un lector de microplacas (Infinite® 200PRO). Para la
induccion del gen ylbF en la cepa ATCC 13883-ylbFk, se usaron tres diferentes
concentraciones de IPTG (0,1mM, 0,5mM y 1,0mM), ademas en todos los casos se
suplemento el medio con kanamicina a una concentracion de 30 pg/mL con el fin de

seleccionar Unicamente las bacterias que presentaban el plasmido. La significancia
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estadistica entre las cepas fue calculada por medio de una prueba t a dos colas, con tres

replicas.

3.1.3 Ensayo de hemodlisis de Staphylococcus aureus.

Adicionalmente se evalud el efecto de la delecién del gen ylbF de S. aureus en la hemalisis
de eritrocitos. Este ensayo de hemdlisis fue realizado en agar-TSA sangre (cualitativo) y

en microplaca (cuantitativo).

Para el ensayo de hemolisis cualitativo, una colonia de cada cepa fue crecida en 3 mL de
medio TSB a 37°C durante 16 horas, luego se centrifug6 a 4000rpm por 10 minutos a 4°C,
el sobrenadante fue retirado y las bacterias lavadas con solucion salina estéril al 0,89% vy
nuevamente centrifugadas. Luego 2 pL del aglomerado bacteriano fueron colocados
directamente en las cajas de agar sangre al 5%, las cuales fueron incubadas a 37°C
durante 24 y 48 horas. El area de los halos de hemolisis fue cuantificada usando el software
ImageJ, las diferencias entre las cepas NCTC 8325-4 y NCTC 8325-4 ylbF en los dos
ensayos (24 y 48 horas) fue calculada por medio de una prueba t a dos colas, con tres
replicas.

Para el ensayo de microplaca, se partié del mismo indculo bacteriano para preparar una
suspension bacteriana equivalente a un MacFarlan de 2 (0,4 UA), de la cual se tomaron
30 L y fueron colocados en la microplaca. Posteriormente se adicionaron 270 uL de una
suspension de eritrocitos de cordero al 3%, previamente lavados con solucién salina hasta
gue el sobrenadante es traslucido (aproximadamente 10 lavados). Como control de
hidrdlisis total, 270 pL de la suspensién de eritrocitos fueron tratados con 20 pL de dodecil
sulfato sédico (SDS) al 1% (100% de hidrdlisis). La microplaca fue incubada en quietud a
37°C durante 24 horas. Después la microplaca fue centrifugada a 500 g y 100 uL del
sobrenadante fueron transferidos a una nueva placa limpia de fondo redondo, la
absorbancia fue evaluada a 540 nm en un lector de Elisa. El porcentaje de hemdlisis fue
calculado teniendo como referencia el valor de los eritrocitos tratados con SDS (100% de
hidrdlisis). EI mismo proceso fue realizado para la microplaca que se incub6 durante 48
horas. Las diferencias entre las cepas NCTC 8325-4 y NCTC 8325-4 ylbF en los dos
ensayos (24 y 48 horas) fue calculada por medio de una prueba t a dos colas, con tres

replicas.
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3.2 Resultados

3.2.1 Ensayo de formacion de biofilm en Staphylococcus
aureus.

Con la delecién del gen ylbF en la cepa NCTC 8325-4 de Staphylococcus aureus
confirmada, el siguiente objetivo fue determinar la participacion de esta proteina en la
formacion del biofilm en S. aureus. La estrategia planteada fue determinar el cambio en la
formacion de biofilm cuando se hace la delecion completa del gen ylbF dentro del genoma
de la bacteria.

Como primera medida se realiz6 una comparacion de la formacién de biofilm entre la cepa
NCTC 8325-4 y la cepa mutante en medio TSB, medio TSB suplementado con glucosa
(0,25% p/v) o medio TSB suplementado con NaCl (3,0% p/v). Se encontr6, cuando el gen
ylbF es delecionado, un aumento del 25% en la formacién de biofilm en las cepas mutante
comparado con la cepa NCTC 8325-4 en medio TSB (Figura 3-1). Asi mismo, cuando el
biofilm es formado en un medio con una mayor concentracion de glucosa, las diferencias
entre la cepa NCTC 8325-4 y la cepa mutante delecionada no son significativas. Por otra
parte, cuando llevamos a cabo el ensayo de formacién de biofilm en un medio que presenta
una elevada osmolaridad (alta concentracion de NaCl), se observé una disminucion del
70% en la formacion de biofilm en la cepa que tiene la delecién del gen ylbF en
comparacion con la cepa NCTC 8325-4 de S. aureus. En los tres casos de comparacion,
para realizar los calculos de porcentaje de biofilm formado, se asumié como 100% de
formacion de biofilm en los experimentos de la cepa NCTC 8325-4, la cepa NCTC 8325-4
+ Glucosa y la cepa NCTC 8325-4 + NaCl.

Estos resultados sugieren que el gen ylbF esta relacionado con la formacion de biofilm en
Staphylococcus aureus ya que, aunque su ausencia no suprime totalmente la capacidad
gue tiene esta bacteria de formar la biopelicula, si la afecta considerablemente cuando se

da la formacion de esta en elevadas concentraciones de NacCl.
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Figura 3-1. Efecto de la delecién del gen ylbF en la formacién de biofilm de la cepa
NCTC 8325-4 de S.aureus. Grafica de barras que muestra la formacion de biofilm
realizado por la cepa 8325-4 y su respectiva mutante delecional. Se evalué la formacién
de biofilm en caldo TSB, y en caldo TSB suplementado con glucosa (0,25%) o NacCl (3,0%)
para las dos cepas de trabajo. Los asteriscos (*) denotan que hay una significancia
estadistica entre los valores de las medias de los dos grupos de datos usando la prueba t-
Student, a un intervalo de confianza del 95% y dos colas (n=5).

Por otra parte, se realiz6 la comparacion de la formacion de biofilm de la cepa NCTC 8325-
4 en las tres condiciones evaluadas y la comparacion de la formacion de biofilm de la cepa
mutante en las tres condiciones de medio evaluadas. Se encontré para la cepa silvestre
gue se tiene un aumento en la formacién de biofilm cuando el medio es suplementado
tanto con glucosa, como con NaCl teniendo como referencia de 100% de formacion de
biofilm la cepa silvestre en medio TSB. Cuando el medio es suplementado con glucosa se
obtuvo un aumento en la formacion de biofilm de la cepa silvestre del 57%, mientras que
cuando el ensayo se realiz6 en altas concentraciones de NaCl, el aumento en la formacién
de biofilm fue del 128% (Figura 3-2 A).
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En cuanto a la cepa mutante (8325-4 ylbF -), teniendo como referencia de 100% de
formacion de biofilm esta cepa en medio TSB, se obtuvo que cuando el medio se
suplemento con glucosa se observo un aumento en la formacién de biofilm del 27%. Por
el contrario, para la cepa mutante delecionada cuando realizamos el experimento
suplementando el medio de cultivo con NaCl se encontr6 el efecto inverso, se observo una

disminucion en el porcentaje de formacion de biofilm cercano al 46% (Figura 3-2 B).
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Figura 3-2. Efecto de la suplementacion del medio TSB en la formacion de biofilm de
las cepas 8325-4 y 8325-4 ylbF - de S.aureus. A. Gréfica de barras que muestra la
comparacion de la formacion de biofilm realizado por la cepa 8325-4 en el medio TSB y
medio TSB suplementado, y B. su respectiva mutante delecional en el medio de trabajo y
el medio suplementado. Se evalu6 la formacién de biofilm en caldo TSB, en caldo TSB
suplementado con glucosa (0,25%) y en caldo TSB suplementado con NaCl (3,0%). El
asterisco (*) denota que hay una significancia estadistica entre los valores de las medias
de los dos grupos de datos usando la prueba t-Student, a un intervalo de confianza del
95% y dos colas (n=5).
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3.2.2 Ensayo de formacion de biofilm en Klebsiella
pneumoniae.

Con la complementacion del gen ylbFk en la cepa ATCC 13883 de Klebsiella pneumoniae
confirmada, el siguiente objetivo fue determinar la participacion de esta proteina en la
formacion del biofilm en esta bacteria. La estrategia usada fue determinar el cambio en la
formacion de biofilm cuando se induce el gen ylbFk en la cepa complementada.

En primera medida, para poder confirmar la sobreexpresién de la proteina ylbFk en la cepa
ATCC 13883 complementada con el plasmido pMG-ylbFk se realiz6 la induccion de este
utilizando tres diferentes concentraciones de IPTG (0,2mM, 0,5mM y 1,0 mM) toda la
noche, estos extractos obtenidos de la induccion fueron sembrados en un gel de
poliacrilamida y se realizé una electroforesis en condiciones denaturantes, obteniendo la
expresion de una proteina del tamafio esperado (aproximadamente 15kDa) cuando la
concentracion de IPTG es de 0,1, 0,5y de 1,0 mM (Figura 3-3 A).

Teniendo en cuenta la induccion del pldsmido para la sobreexpresién de la proteina YlbF,
se realiz6 el ensayo de formacién de biofilm con la cepa ATCC 13883 y con la cepa ATCC
13883-ylbFk utilizando diferentes concentraciones de IPTG (0,1mM, 0,5mM y 1,0 mM). Al
realizar la comparacion entre el biofilm formado por la cepa silvestre y el formado por la
cepa complementada teniendo en cuenta las tres diferentes concentraciones de inductor
utilizadas, encontramos que para las concentraciones de 0,5y 1,0 mM de IPTG se obtuvo
un aumento significativo en la formacién del biofilm por parte de la bacteria siendo estos

del 23% y del 38% respectivamente (Figura 3-3 B).
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Figura 3-3. Efecto de la complementacion del gen ylbF en la formacion de biofilm de
la cepa 13883 de Klebsiella pneumoniae. A. Gel de poliacrilamida al 17% realizado en
condiciones denaturantes. Se observan las fracciones soluble e insoluble de la cepa ATCC
13883, y las fracciones solubles e insolubes de la cepa 13883-ylbFk inducidas con 0,1-0,5
y 1,0 mM de IPTG. Se resalta con una estrella roja la induccién de la proteina YlbFk. B.
Gréfica de barras que muestra la comparacién de la formacién de biofilm realizado por la
cepa 13883 con la cepa complementada 13883-ylbF. Se evalud la formacion de biofilm de
la cepa silvestre y la cepa complementada, para la cepa complementada se usaron 3
diferentes concentraciones del inductor (0,1mM, 0,5mM, 1,0mM de IPTG) para que se



46

diera la sobreexpresion de la proteina YIbF. El asterisco (*) denota que hay una
significancia estadistica entre los valores de las medias de los dos grupos de datos usando
la prueba t-Student, a un intervalo de confianza del 95% y dos colas (n=3).

3.2.3 Ensayo de hemalisis en Staphylococcus aureus.

Como se mencion6 en la metodologia, se siguieron dos estrategias para evaluar el efecto
de la delecion de este gen en la lisis de eritrocitos por parte de la cepa 8325-4, la primera
de las metodologias fue un ensayo de hemdlisis en caja de agar-sangre, ensayo cualitativo.
Para este ensayo se utilizaron las cepas NCTC 8325-4, NCTC8325-4 ylbF- y como
controles las cepas S.aureus USA300 (Control positivo de hemdlisis) y K. pneumoniae
ATCC 13883 (Control negativo de hemodlisis). La lisis de eritrocitos se observo a las 24 y
las 48 horas.

Para el ensayo de hemolisis realizado en cajas de agar sangre se hizo una cuantificacion
midiendo el area de los halos de hemolisis de cada una de las cepas, para esto se uso el
software ImageJ y teniendo en cuenta los datos encontrados en estas mediciones
podemos decir que para las 24 horas se obtuvo una disminucién cercana al 50% en el halo
de la cepa mutante delecionada con respecto a la cepa silvestre. Por otra parte, a las 48
horas se pudo observar que se tuvo una disminucién del 63% del tamafio del halo de la

cepa mutante delecionada con respecto a nuestra cepa silvestre (Figura 3-4).
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Figura 3-4. Efecto de la delecion del gen ylbF en la hemolisis en caja de agar-sangre
de la cepa 8325-4 de Staphylococcus aureus. A. Halos de hemodlisis obtenidos en la
caja de agar-sangre a las 48 horas. 1. Cepa 8325-4 ylbF ~ 2. Cepa 8325-4 3. Cepa USA300
S. aureus (control positivo, cepa hemolitica) 4. CN control negativo (K. pneumoniae, cepa
no hemolitica). B. Gréfica de barras de la cuantificacion de la medida del area de los halos
de hemodlisis obtenidos en los ensayos cualitativos en cajas de agar sangre usando el
software ImageJ, se cuantificaron las mediciones de las 24 y las 48 horas. Los asteriscos
(*) denotan que hay una significancia estadistica entre los valores de las medias de los dos
grupos de datos usando la prueba t-Student, a un intervalo de confianza del 95% y dos
colas (n=3).
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Para la segunda metodologia, se llevé a cabo un ensayo de hemdlisis en placa de 96 pozos
0 cuantitativo. Para este experimento se usaron las cepas NCTC 8325-4 y NCTC 8325-4
ylbFy como controles una soluciéon de SDS al 1% (Control de lisis total) y una solucion
salina al 0,89% (Control negativo de hemdlisis). Al igual que en la metodologia anterior el

ensayo se evalud a las 24 y las 48 horas.
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Figura 3-5. Efecto de la delecién del gen ylbF en la hemolisis en placa de la cepa
8325-4 de Staphylococcus aureus. Determinacion del efecto de la delecion del gen ylbF
en la hemolisis realizada por la cepa 8325-4 y su respectiva mutante. Como control de lisis
total se utiliz6 SDS y como control negativo (CN) se usaron los eritrocitos tratados con
solucion salina estéril, el ensayo se cuantifico a las 24 y 48 horas. El asterisco (*) denota
gue hay una significancia estadistica entre los valores de las medias de los dos grupos de
datos usando la prueba t-Student, a un intervalo de confianza del 95% y dos colas (n=3).

En este ensayo de hemdlisis se observd una disminucion en el porcentaje de hemolisis
realizado por la cepa mutante delecionada en comparacion con la cepa 8325-4 tanto a las
24 como a las 48 horas (Figura 3-5), aunque se puede ver que para la cepa mutante se
tiene una recuperacion en la hemdlisis realizada cuando pasan 48 horas. Para las 24 horas
se ve una disminucién del 76% de hemodlisis entre la cepa 8325-4 y la cepa que presenta

la delecion del gen ylbF, por otro lado, a las 48 horas también se tiene una disminucién del



49

porcentaje de hemolisis de la cepa mutante delecional en comparacion con la cepa
silvestre, pero en este caso la disminucion es del 38% por lo cual como se mencionaba

anteriormente la cepa mutante tiene una recuperacion de la capacidad hemolitica.

3.3 Discusion

La asociaciébn de la proteina YIlbF con la formacién de biofilm y la hemdlisis de
Staphylococcus aureus se evalud delecionado el gen ylbF del genoma de la bacteria y
realizando ensayos de formacién de biofilm en placa y ensayos de hemolisis en cajas de
agar sangre y en placa. Para el ensayo de biofilm se decidi6 tener un medio de crecimiento
en tres condiciones diferentes para el crecimiento y formacion de biofilm por parte de la
bacteria, estas condiciones fueron TSB, TSB suplementado con glucosa a una
concentracion del 0,25% y por ultimo TSB suplementado con NaCl a una concentracién
del 3,0%. Se decidi6é suplementar el medio con glucosa y con NaCl ya que se sabe que
algunas cepas de S. aureus tiene la capacidad de formar biofilm por dos mecanismos
diferentes, uno de estos mecanismos es a traves de la expresion del operén icaABCD, el
cual es el méas estudiado en esta bacteria y se sabe que puede verse activado por altas
concentraciones de sales en el medio (elevada osmolaridad). Por otra parte tenemos el
mecanismo de formacién de biofilm por proteinas de union a fibronectina, este mecanismo
ha sido menos estudiado, pero se sabe que se activa cuando se tienen concentraciones
medias de glucosa en el medio de cultivo®. En el ensayo se observé una variacion de la
formacion de biofilm en la cepa mutante delecional en dos de las tres condiciones
empleadas (figura 3-1). Este resultado obtenido nos sugiere que al estar delecionado el
gen ylbF se favorece la produccion del biofilm bacteriano por el mecanismo dependiente
de proteinas de unién a fibronectina ya que al realizar el ensayo en condiciones de acidez
(concentracién elevada de glucosa) no se observan cambios entre el fenotipo presentado
por la cepa silvestre y la cepa mutante delecional. Ademas de ello, cuando se suplementa
el medio con NaCl para forzar a la bacteria a formar biofilm por el mecanismo del operén
icaABCD, la cepa delecionada presenta una disminucion del 70% en la formacién del
biofilm en comparacion con la cepa silvestre, lo cual reforzaria la hipotesis que al
delecionar el gen ylbF del genoma de la bacteria se favorece la formacion de biofilm de
esta cepa mutante por el mecanismo proteinas de union a fibronectina y se debilita el

mecanismo de formacién de biofilm por el mecanismo del operén ica®. Adicionalmente,
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este fenotipo observado puede estar relacionado con una variacién en la regulacién del
operdn bifuncional agr, el cual, segun George y colaboradores, al ser inhibido en S. aureus
genera la disminucién de la virulencia (como la hemdlisis) y genera un aumento en la

formacion de biofilm®”.

También se encontrd que la delecion del gen ylbF genera una disminucién en el porcentaje
de hemodlisis de eritrocitos por parte de la cepa NCTC 8325-4 en comparacién con la cepa
mutante delecional. Esto puede estar relacionado de igual manera con una variacion en la
regulacion del operén agr como se menciond anteriormente, ya que este operén alberga
el gen que codifica para la produccién de la delta hemolisina®"%8, Ademas de ello, la
disminucion del porcentaje de hemdlisis puede estar relacionado con la disminucion de la
actividad de la proteina RNasa Y, la cual es una endoribonucleasa que se encuentra
relacionada con el procesamiento, degradacion y estabilidad de algunos transcritos de
ARN, como el operdn saeRS, el cual es un sistema de dos componentes que actlla como
regulador global de algunos factores de virulencia entre ellos la produccion de algunas

hemolisinas?*8:49:69,

Los resultados sugieren que la delecion del gen ylbF y la actividad de la RNasaY se
encuentran relacionadas, como ha sido observado en estudios recientes en los que la
delecién del gen ylbF en otra cepa de S. aureus genera una pérdida de la capacidad de
procesamiento por parte de la RNasaY lo cual nos sugiere que esta proteina es importante
para el correcto funcionamiento de esta endoribonucleasa®?>. Asi mismo, segln
predicciones bioinformaticas tendria la capacidad de unién a 4cidos nucleicos, con lo cual

podria ser una proteina que ayude a la RNasa Y a regular transcritos de ARN.

Por otra parte, en cuanto a la variacion de la formacion de biofilm por parte de la cepa
ATCC 13883 de Klebsiella pneumoniae se observa que al complementar la cepa con el
plasmido que expresa la proteina YlbF se induce un aumento en la formacion de biofilm.
Como se mencionaba en el capitulo 1, no se tiene informacién acerca de la proteina YlbF
en K. pneumoniae, ni tampoco cual puede ser su rol, o el rol de las proteinas con dominio
Com_YIbF en la regulacion de la formacién de biofilm en esta bacteria. La Unica
informacion reportada que relaciona proteinas con dominio Com_YIbF y K. pneumoniae se
encuentra en el NCBI, en donde registra la secuencia de la proteina YlbF de esta bacteria

e indica que esta proteina presenta un dominio Com_YIbF que puede estar relacionado
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con la formacion de biofilm. Debido a esto, el resultado obtenido es bastante relevante ya
gue se estaria teniendo un primer acercamiento experimental para relacionar las proteinas
con dominio Com_YIbF, especificamente la proteina YIbF con la formacion de biofilm de
esta bacteria gram negativa de alto impacto clinico.
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4.Efecto de la variacion del motivo putativo
FGXYHPDY de la proteina YIbF en la
hemdlisis de eritrocitos y formacion de
biofim en la cepa NCTC 83254 de
Staphylococcus aureus.

Como se menciond en el capitulo 1 del documento, la proteina YlbF de Staphylococcus
aureus posee un motivo putativo FGXYHPDY el cual es bastante conservado en proteinas
YIbF de bacterias gram positivas?!, y ademas se cree podria estar interactuando con
ARNZ, Debido a esto se decidié variar los 8 aminoacidos presentes en este motivo putativo
de la proteina para evaluar si el motivo tiene un efecto en la capacidad de formaciéon de

biofilm y de la hemdlisis de la bacteria.

Para el analisis del efecto de la variacion del motivo putativo FGXYHPDY de la proteina
YIbF se llevaron a cabo dos metodologias. La primera de ellas fue una metodologia in silico
en la cual se predijeron las estructuras terciarias de las proteinas YIbF de Staphylococcus
aureus y la proteina YIbF de Klebsiella pneumoniae, ademas de la estructura terciaria de
la proteina YlbF de S. aureus que posee la variacion en el motivo putativo de interés, para
evaluar la variacién de estos aminoacidos en la secuencia que tanto alteraban la estructura
de la proteina. Por otra parte, se realizé una metodologia in vitro en la cual se obtuvo el
plasmido para la sobreexpresion de la proteina YIbF con una mutacion del motivo putativo

para posteriormente evaluar el efecto de esta variacion en la cepa NCTC 8325-4 ylbF.
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4.1 Materiales y Métodos

4.1.1 Cepas bacterianas y plasmidos

Las cepas bacterianas y plasmidos usados en este capitulo son descritas en la tabla 4-1.

El ensayo de la variacién del motivo putativo FGXYHPDY de la proteina YlbF de la cepa

de Staphylococcus aureus NCTC8325-4 se llevo a cabo utilizando el plasmido pMG el cual

contiene un origen de replicacion para bacterias gram negativas, tiene el gen amp que le

confiere resistencia a ampicilina y posee también el gen lacZa el cual tiene en medio la

region de clonacion multiple. También se utilizé el plasmido pCN517°, un plasmido especial

para la sobreexpresion de genes en S. aureus. Ademas de ello, se usé la cepa E. coli Top

10, para almacenamiento y propagacion de los plasmidos recombinantes, de esta forma

se obtuvo el pladsmido que sobreexpresa la proteina YIbF que presenta la variacion por

alaninas en el motivo FGXYHPDY.

Tabla 4-1. Cepas bacterianas y plasmidos usados en este capitulo

Cepas Bacterianas y
plasmidos

Caracteristicas principales

Cepas bacterianas

RN4220

8325-4 ylbF-

Top 10

Top 10-pMG-ylbFm

Top 10-pJET-ylbFm

Plasmidos

Cepa de Staphylococcus aureus derivada de la 8325-4 con una mutacion
en el sistema de modificacién-restriccion. Apta para experimentos de
manipulacion genética

Cepa de Staphylococcus aureus NCTC 8325-4 que presenta la delecion
del gen ylbF

Cepa E. coli Top 10

Cepa Top 10 con el plasmido pMG-ylbFm

Cepa Top 10 con el plasmido pJET-ylbFm
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Plasmido que contiene el promotor Pspac y la secuencia del gen ylbF que

PMG-ylbF presenta la mutacion en el motivo FGXYHPDY
pJET Vector de clonacion/Amp'/
pJET-ylbEm ;Iértsro‘r:iiscc)) IF:)\(];E(-I;KI(iiolngi secuencia del gen ylbF que presenta la mutacion en
Plasmido para la sobreexpresion de genes en Staphylococcus
PCNS1 aureus
DCN51-ylbFm Plasmido pCN51 con la secuencia del gen ylbF que presenta la mutacion

en el motivo FGXYHPDY

4.1.2 Andlisis in silico de la variacion del motivo putativo
FGXYHPDY en la estructura terciaria de la proteina
YIbF.

Para la prediccion de las estructuras terciarias de las proteinas YIbF de Staphylococcus
aureus y de Klebsiella pneumoniae, se utiliz6 el programa Alphafold 2, este es un programa
que utiliza inteligencia artificial para la prediccion de las estructuras terciarias, para ello
utiliza una serie de algoritmos de deep learning que permite una mejor aproximacion de la
estructura que se desea predecir’t, obteniendo al final 5 modelos predichos para la
estructura de interés. Posteriormente la validacion de los modelos obtenidos fue realizada

por medio del software online ERRAT (https://saves.mbi.ucla.edu/). La visualizacién de las

estructuras en tres dimensiones y la comparacion de las estructuras terciarias de las
proteinas obtenidas fueron realizadas por superposicion de las mismas usando la

aplicaciéon MatchMaker del programa UCSF Chimera’.

4.1.3 Construccion del plasmido para la expresion de la
proteina YIbF mutante.

Teniendo en cuenta la secuencia reportada para el gen ylbF de Staphylococcus aureus,
se disefié una secuencia que tuviera el gen que codifica para la proteina YIbF de S. aureus
gue presentara la variacion en el motivo putativo y ademas de ello se disefié una regién
promotora basandonos en la secuencia del promotor Pspac®*®, un promotor que es
inducible utilizando IPTG. Luego de ello, con la secuencia disefiada se ordend la sintesis

del plasmido pMG de Macrogen.


https://saves.mbi.ucla.edu/
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Con este plasmido se procedié a clonar el fragmento de ylbF mutado en el plasmido
pPCN51, en la figura 4-1 se muestran los pasos realizados para la obtencion del plasmido
gue presenta el gen de ylbF con la mutacién del motivo putativo. Se disefiaron primers
para amplificar el gen ylbFm desde el plasmido pMG-ylbFm (Tabla 4-2). El gen mutante
amplificado (435 pb) fue purificado a partir del gel de agarosa y clonado en el plasmido
pJET® usando ADN ligasa y posteriormente transformado en células de E. coli Top 10 por
electroporacion usando las siguientes condiciones para el proceso: 1250V, 25uF, 200Q y
un tiempo de exposicién entre 2 y 5 ms. La suspension bacteriana fue crecida en 1 mL de
medio LB durante 1 hora a 37°C a 200 rpm y las bacterias transformantes fueron
seleccionadas en placas de agar LB suplementadas con 100 pg/mL de ampicilina. El
plasmido recombinante pJET-ylbFm (Tabla 4-1) fue confirmado por medio de PCR usando
los primers GP557 y GP558.

Tabla 4-2 Primers usados para la produccion del plasmido pCN51-ylbFm

Caddigo

. Secuencia Funcién
Laboratorio

Primers corriente

GP686 GTTTTCCCAGTCACGAC

y
corriente abajo respectivamente,

GP687 GCGGATAACAATTTCACACAGG del sitio
de clonacion del plasmido pMG.

GP583 CCCGGGATGATTAATGAAGCTTCACT Am|olific§:1ci_ént del gfen ylbFm,
reconocimiento para las enzimas

GP584 GAATTCTTATAATGAACAATTACAGGATCC Smal (CCCGG) y ECORI
(GAATTC)

GP557 CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC Primers  corriente  arriba 'y

GP558 corriente abajo respectivamente,

AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG

GP555 CTAGCTTTATATTCTTTAGGTG
GP556 CAGTATTTATTATGCATTTAGAATA

del sitio
de clonacion del plasmido pJET
1.2

Primers corriente arriba vy
corriente abajo respectivamente,
del sitio
de clonacion del plasmido
pCN51

El gen ylbF que presenta la mutacién en el motivo putativo fue liberado del plasmido pJET-

ylbFm por medio de restriccion con las enzimas Smal y EcoRI (FastDigest Thermo
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Scientific®), purificado y clonado en el plasmido pCN51, el cual también fue previamente
tratado con las enzimas BamHI y EcoRlI. El plasmido recombinante pCN51-ylbFm (Tabla
4-1) fue transformado en células de E. coli Top 10 por electroporacién usando las
condiciones anteriormente descritas. Las bacterias transformantes fueron seleccionadas
en placas de agar LB suplementadas con 100 pg/mL de ampicilina a 37°C. No se logré

obtener células transformantes.

Clonacion pCN5-yIbF

beFm {}
@ ( Transformacién
o

pJET-ylbFm 1 O

E. coli TOP 10
pCN51 .
@ l Transformacion
Transformacion o @ °
) S. aureus
E. coli Top10 RN4220

pJET-ylbFm ¢ -
\ @ Clonacion Transformacion
PIET /I o =
S
yIbFm o

@ S. aureus

NCTC 8325 -4

{} yIbF-
pMG-ylbFm

Figura 4-1: Proceso para la generacién de la cepa mutante con la variacion del gen
ylbF. 1. Amplificacion por PCR del gen ylbFm 2. Clonacion del gen ylbFm en el plasmido
pJET, 4. Transformacién de plasmido pJET-ylbFm en Escherichia coli Top-10, 5.
Liberacion y clonacion del gen ylbFm en el pldsmido pCN51, 6. Transformacion del
plasmido pCN51-ylbFm en E. coli Top-10, 7. Purificacion y transformacién del pldsmido
pCN51-ylbFm en la cepa RN4220 de Staphylococcus aureus, 8. Purificacion y
transformacioén del plasmido pCN51-ylbFm en la cepa 8325-4 ylbF . Imagen adaptada de
Escobar 2018.
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4.2 Resultados

4.2.1 Obtenciéon de los modelos estructurales de las
proteinas YIbF y YIbF mutante de Staphylococcus
aureus, y la proteina YIbF de Klebsiella pneumoniae.

La proteina YIbF de Klebsiella pneumoniae esta conformada por 122 aminoacidos y no se
encuentran registros en las bases de datos del gen que la codifica. Segun la informacién
encontrada en el NCBI cuenta en su estructura con un dominio Com_YIbF el cual ha sido
reportado para varias proteinas de otras especies bacterianas y se encuentra relacionado
con la formacion de biofilm, la competencia y la esporulacion bacteriana. No se tienen
estructuras reportadas para esta proteina, razon por la cual a pesar de no ser uno de los
objetivos del trabajo, se decidid obtener una estructura simulada mediante herramientas
bioinformaticas que nos diera la posibilidad de tener una aproximacion a lo que puede ser

la estructura terciaria de esta proteina.

Figura 4-2: Estructura terciaria simulada para la proteina YIbF de Klebsiella
pneumoniae. Estructura terciaria simulada de la proteina YIbF de Klebsiella pneumoniae
desde una vista frontal, y una vista lateral. Estructuras predichas mediante el software
Alphafold2 y graficadas usando el programa Chimera.

La estructura simulada obtenida para esta proteina, usando el software Alphafold2,
presenta una conformacion tipo pinza y se encuentra compuesta de 5 alfa hélices (Figura
4-2). Los datos obtenidos para la simulacién de esta estructura fueron validados mediante

el software ERRAT, encontrando que por ejemplo para los graficos de Ramachandran se
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tienen el 100% de los residuos de aminoacidos en regiones favorecidas o permitidas (Tabla
4-3).

Por otra parte, también se realiz6 la simulacion de las estructuras de las proteinas YIlbF y
YlbF mutante de Staphylococcus aureus, estas proteinas se encuentran conformadas por
144 aminoacidos y al igual que la proteina YlbF de Klebsiella pneumoniae cuentan con un
dominio com_yIbF en su estructura. El objetivo principal de simular estas dos estructuras
fue verificar si al variar el motivo putativo FGXYHPDY presente en la proteina YIbF se
pueden predecir cambios importantes en la estructura global de la proteina silvestre.

Figura 4-3: Estructuraterciaria simulada para las proteinas YIbF y YIbF mutante sitio
puntual de Staphylococcus aureus 8325-4. A. Superposicion de las estructuras
terciarias simuladas de las proteinas YIbF (azul) y YlbFm (naranja) de Staphylococcus
aureus desde una vista frontal, y una vista lateral. B. Estructura simulada del motivo
FGXYHPDY de la proteina YIbF (azul) de S.aureus y estructura del motivo variado
(Proteina YIbF mutante, naranja). Estructuras predichas mediante el software Alphafold2 y
graficadas usando el programa Chimera.
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Las estructuras simuladas obtenidas para estas proteinas, usando el software Alphafold2,
presentan una conformacion tipo pinza y se encuentran compuestas de 5 alfa hélices. No
se observan grandes diferencias al realizar la comparacion global de las dos estructuras
ya que las dos presentan disposiciones espaciales similares (Figura 4-3A). Por otra parte,
al verificar la disposicion de la proteina enfocandonos en la region del motivo variado,
podemos observar que para la proteina YIbF silvestre el programa predice la formacion de
una pequefia alfa hélice, mientras que en la estructura de la proteina mutada este motivo

pierde esta hélice teniendo Unicamente una conformacién aleatoria (Figura 4-3B).

Los datos obtenidos para la simulacién de esta estructura fueron validados mediante el
software ERRAT, encontrando que por ejemplo para las graficas de Ramachandran se
tienen el 100% de los residuos de aminoacidos en regiones favorecidas o permitidas para
la proteina YIbF silvestre, mientras que para la proteina YlbF que presenta una variacion
en el motivo putativo se tienen el 97% de los residuos de aminoacidos en regiones

favorecidas o permitidas (Tabla 4-3).

Tabla 4-3 Datos de la validacion de las estructuras terciarias obtenidas

Staphylococcus Klebsiella
aureus pneumoniae
YIbF VIbF YIbF
mutante
Graficas de Ramachandran
Residuos en regiones favorecidas 90,4% 87,60% 96,60%
Re5|d_L_Jos en regiones adicionales 5.9% 8.00% 1.70%
permitidas
Residuos en otras regiones permitidas 3,7% 1,50% 1,70%
Residuos en regiones rechazadas 0,0% 2,90% 0,00%
Overall G-factor -0,2 -0.22 0,05
Z-score 0,09 0,05 -0,114

ERRAT 97,37 91,94 99,10%
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4.2.2 Obtencién del plasmido parala sobreexpresion de la
proteina YIbF mutante.

Para la produccion del plasmido pCN51 con el gen ylbF mutado como primera medida se
consultd en el NCBI registros reportados de la o las secuencias del gen que codifica para
la proteina YIbF en la cepa NCTC-8325 de Staphylococcus aureus. La informacién
reportada esta relacionada con una proteina hipotética de este organismo (proteina YIbF)
y reportan el gen que codifica para esta proteina, este gen tiene una longitud de 435 pares
de bases. Esta secuencia se encuentra en el GenBank con el codigo de acceso:
ABD30187.1.

Teniendo como base esta proteina encontrada y el gen que reportan para la misma se
disefo la secuencia del gen ylbF con la mutacion de los 24 nucle6tidos involucrados en la
secuencia del motivo putativo, este fue unido a un constructo que tenia ademas la
secuencia del promotor Pspac y el reconocimiento para algunas enzimas de restriccion
(Figura 4-4) que iba ser clonado en el plasmido pMG para poder complementar la cepa de
interés; una vez obtenido el constructo se utilizé el servicio de Macrogen para sintetizar el

plasmido pMG-ylbFm.

Una vez obtenido el plasmido, se transformé en células Topl0 para poder almacenarlo y
obtener un alto nimero de copias. Posteriormente se extrajo el plasmido desde la cepa
Top 10-pMG-ylbFm y usandolo como ADN plantilla se realiz6 una PCR para amplificar el

gen ylbF mutado y poder ligar este fragmento en el plasmido pJET.
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o Reconocimiento enzima Smal
Reconocimiento enzima Sall

. Region del promotor Pspac

. Reconocimiento enzima EcoRI

. Gen ylbF de Staphylococcus aureus [ LR EGEDER N T gl 1135

CCCGGGIIIGAATTCTACACAGCCCAGTCCAGACTATTCGGCACTGAAATTATGGGTGAA
GTGGTCAAGACCTCACTAGGCACCTTAAAAATAGCGCACCCTGAAGAAGATTTATTTGAGGTA
GCCCTTGCCTACCTAGCTTCCAAGAAAGATATCCTAACAGCACAAGAGCGGAAAGATGTTTTGT
TCTACATCCAGAACAACCTCTGCTAAAATTCCTGAAAAATTTTGCAAAAAGTTGTTGACTTTATC
TACAAGGTGTGGCATAATGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTAAGCTTAAGGAGGTGTAT
CTAGAATTCEBTAEEATGATTAATGAAGCTTCACTAGCGATATTAGATGATATTGATGAACTAG
CTGATATGATAGTTGCATCAGATATTTATGCATCATTTGAGCAAGCTAAACAGGCGCTCGAAAA
CAATGACGAAGCACATTTACTTTATCAATCATTTTTAAAATCAAAAGAGAAATATGATGAAGTAA
TGCGAER aH [T O s [N e [T IAAGAAAGTTATGTTAGAGACAAGACAACGCAAAA
GAGCATATGAGATGCTTGACGTTGTGATGCATTACAAAGCTAGGGAAATGGCACTTCAACATTT
AATAGATGAAGTTGTTACGAAAATTGCGTACGCTGTTTCAGAACATGTCAAAATAGAAACAGGT
AATCCATTCTTTCAAACATCACATAGTGGTTGTGCGACGGGCGGATCCTGTAATTGTTCATTAT
AAGAATTC

PROTEINA YIbF de Staphylococcus aureus con el motivo putativo variado

=WP_048520607.1 YIbF family regulator [Staphylococcus aureus]
MINEASLAILADIDELADMIVASDIYASFEQAKQALENNDEAHLLY QSFLKSKEKY DEVMRELELEEY
BKKVMLETRQRKRAYEMLDVVMHYKAREMALQHLIDEVVTKIAYAVSEHVKIETGNPFFQTSHSGC
ATGGSCNCSL

Figura 4-4. Constructo del promotor Pspac y el gen ylbF con la variacion del motivo
putativo de Staphylococcus aureus disefiado para la clonacién en el vector
comercial pMG. Secuencia del constructo disefiado para la clonacion en el vector pMG,
en este constructo se tiene la secuencia del promotor Pspac, seguido de la secuencia del
gen ylbF con la variacién del motivo putativo utilizado para la clonacién en el vector y la
posterior transformacion de la cepa 8325-4 ylbF . Se presentan también las secuencias de
las regiones insertadas para el reconocimiento con diferentes enzimas de restriccion.

Una vez obtenido el plasmido por parte de Macrogen (informacién complementaria) las
cinco colonias obtenidas fueron evaluadas por PCR dando como resultado que las cinco
transformantes tenian el plasmido ligado con la secuencia del gen ylbF mutado (Figura 4-
5 A). Posteriormente esta secuencia se liber6 del pldsmido pJET utilizando las enzimas de
restriccion EcoRl y Smal y enseguida se clon6 en el vector de expresion para
Staphylococcus aureus pCN51. La ligacion del fragmento ylbFm en el vector pCN51 fue
evaluada mediante una PCR para lo cual se obtuvo que, como se ve en la Figura 4-5 B, la
ligacion se dio de manera correcta, por lo cual podemos concluir que se obtuvo el plasmido

pCN51-ylbFm para la sobreexpresion de la proteina mutada.
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Después de ello se realiz6 la transformacion de células Top 10 electrocompetentes con el
plasmido pCN51-ylbFm por electroporacion utilizando las condiciones descritas en la
metodologia, la suspensién bacteriana fue crecida en 1 mL de medio LB durante 1 hora a
37°C a 200 rpm y las bacterias transformantes fueron seleccionadas en placas de agar LB
suplementadas con 100 pg/mL de ampicilina. En este caso no se logré obtener ninguna
colonia transformada con el plasmido, por lo cual se hicieron variaciones en las condiciones
utilizadas para la transformacién como la cantidad de células transformantes usadas, la
cantidad de ligacién usada para transformar, el tiempo de recuperacion de las bacterias
después del pulso eléctrico, el medio usado para recuperar las bacterias, el uso de
antibiético durante la recuperacion de las bacterias, entre otros, pero no fue posible obtener
colonias de la cepa Top 10 que recibieran el plasmido pCN51-ylbFm. Por esta razon se
decidi6 transformar el plasmido pCN51-ylbFm directamente en la cepa de Staphylococcus
aureus RN4220, pero de igual manera no fue posible obtener colonias de la cepa que
recibieran el plasmido pCN51-ylbFm, razén por la cual no pudieron llevar a cabo los
experimentos de formacién de biofilm y hemolisis con la cepa que presentaba la proteina
YIbF con el motivo putativo mutado.

A

CRR C&F €1 €2 ‘€63 ¢4 G5

-

‘.
A

14

600pb
500pb

JUE

CR C+ Ligacion MW

Figura 4-5. Amplificacion del gen ylbF de la cepa delecionada 8325-4 de
Staphylococcus aureus. Gel de agarosa al 1,0% de concentracion, teflido con bromuro
de etidio. A. MW: marcador de peso molecular. CR: control de reactivos de la reaccion de
PCR. C+: control positivo, producto de PCR de un fragmento previamente ligado en el
vector pJET confirmado por secuenciacion (555pb). C1-C5: productos de la amplificacion
de las colonias de la cepa Top10 transformadas con el plasmido pJET-ylbFm usando los
primers que permiten verificar la presencia pladsmido pJET. B. MW: marcador de peso
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molecular. CR: control de reactivos de la reaccién de PCR. C+: control positivo, producto
de PCR de un fragmento previamente ligado en el vector pJET confirmado por
secuenciacién (541pb). Ligacién: producto de la amplificacion de la ligacion del vector
pPCN51 con el gen ylbFm usando los primers GP555 y GP556.

4.3 Discusion

Para la evaluacion de la variacion en la formacion de biofilm y la hemolisis de la cepa 8325-
4 de Staphylococcus aureus cuando se varia el motivo putativo FGXYHPDY de la proteina
YIbF se siguieron dos metodologias. En la primera metodologia se realiz6 una prediccion
y un andlisis bioinformatico de las estructuras obtenidas para las proteinas YIbF y YlbFm
de S. aureus. Para las estructuras obtenidas podemos decir que la variacion de la
estructura global de la proteina YIbF no se ve alterada considerablemente cuando se
realiza la variacion del motivo putativo, aunque se ve la perdida de una pequefia alfa hélice
presente en el motivo putativo de la proteina silvestre. Ademas de ello las estructuras
obtenidas en forma de pinza, son muy similares a la estructura reportada para la proteina
YIbF de Bacillus subtillis?® y la validacion de los modelos fue bastante buena, por lo cual
podriamos sugerir que la estructura de la proteina YIbF de S. aureus seria muy similar a

la obtenida experimentalmente para la proteina YIbF de B. subtillis.

También se realiz6 la prediccion de la estructura terciaria de la proteina YlbF de Klebsiella
pneumoniae, encontrando un patron de estructura similar al encontrado para la proteina
YIbF de B. subtillis, la estructura presenta forma de pinza y Unicamente posee alfa hélices
conformandola. Esta estructura podria sugerirnos que la proteina YIbF de K. pneumoniae
podria actuar manera similar a la proteina YIbF de B. subtillis como por ejemplo regulando

procesos de formacién de biofilm?2.

Por otra parte, para la produccién del plasmido pCN51-ylbFm y la evaluacion de la
variacion en la formacion de biofilm y la hemolisis de S. aureus Unicamente se pudo
obtener el pldsmido para la sobreexpresion, pero no fue posible transformarlo en ninguna
de las cepas. Debido a ello se decidié hacer un experimento extra para verificar cual podria
ser la causa de la no obtencién de transformantes con este pldsmido. Se realizaron las

siguientes transformaciones por electroporacion en las cepas Top10 y RN4220:

e Sin plasmido.
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e Con el plasmido pMAD vacio.
e Con el plasmido pCN51 vacio.

e Con el plasmido pCN51-ylbFm.

Las suspensiones bacterianas fueron crecidas en 1 mL de medio TSB durante 1 hora a
37°C a 200 rpm y las bacterias transformantes fueron seleccionadas en placas de agar
TSA suplementadas con 100 pg/mL de ampicilina para la cepa Topl0, y cajas de TSA
suplementadas con eritromicina 10 pg/mL para la cepa RN4220.

Los resultados obtenidos (figuras 4-6 y 4-7) nos muestran que las cepas no estan viéndose
afectadas por el proceso de electroporacién ya que, en ambos casos, después del pulso
eléctrico y la recuperacion se observa crecimiento de las bacterias en un medio sin
antibiotico (figuras 4-6A y 4-7A). Ademas de ello, en las cajas se esta evidenciando el
proceso correcto de seleccidn con el antibidtico ya que, se observa que para las cepas
electroporadas sin plasmido y sembradas en cajas con antibiético no se tiene crecimiento
bacteriano (figuras 4-6B y 4-7B). Por otra parte, cuando se transforman las cepas con
plasmidos (pMAD y pCN51 vacios) se observa crecimiento de colonias transformantes en
todos los casos (fueron confirmadas por PCR) lo cual nos indica que las células son
competentes y estan listas para recibir el plasmido transformante (figuras 4-6C-D y 4-7C-
D). Por ultimo, cuando se realiza la transformacion de las cepas con el plasmido pCN51-
ylbFm no se observa crecimiento de colonias en ninguno de los casos (figuras 4-6E y 4-
7E).
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Figura 4-6. Transformacién control de la cepa E. coli Top10. Cajas de Agar-TS y Agar-
TS suplementado con ampicilina. A. Cepa Top10 electroporada sin plasmido, crecida en
medio Agar-TS.(Crecimiento masivo) B. Cepa Topl10 electroporada sin plasmido, crecida
en medio Agar-TS suplementado con ampicilina (100ug/mL). C. Cepa Topl0 electroporada
con el plasmido pMAD vacio, crecida en medio Agar-TS suplementado con ampicilina
(100pg/mL). D. Cepa Top10 electroporada con el plasmido pCN51 vacio, crecida en medio
Agar-TS suplementado con ampicilina (100ug/mL). E. Cepa Topl0 electroporada con la
ligacion del plasmido pCN51 y el fragmento ylbFm (confirmada por PCR), crecida en medio
Agar-TS suplementado con ampicilina (100pg/mL).

Debido a los resultados obtenidos se cree que el problema de la transformacion con el
plasmido pCN51-ylbFm puede estar relacionado con el fragmento del inserto ylbFm ligado.
Quizas la secuencia de 24 nucleotidos variada dentro del gen ylbF es necesaria para algun
proceso de metilacion o modificacion dentro de la bacteria, y al no tener esta secuencia
original el proceso no se lleva a cabo y el plasmido es degradado por la bacteria.
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Figura 4-7. Transformacion control de la cepa RN4220 de Staphylococcus aureus.
Cajas de Agar-TS y Agar-TS suplementado con ampicilina. A. Cepa RN4220 electroporada
sin plasmido, crecida en medio Agar-TS. B. Cepa RN4220 electroporada sin plasmido,
crecida en medio Agar-TS suplementado con eritromicina (10pug/mL). C. Cepa RN4220
electroporada con el plasmido pMAD vacio, crecida en medio Agar-TS suplementado con
eritromicina (10pug/mL). D. Cepa RN4220 electroporada con el plasmido pCN51 vacio,
crecida en medio Agar-TS suplementado con eritromicina (10pug/mL). E. Cepa RN4220
electroporada con la ligacién del plasmido pCN51 y el fragmento ylbFm (confirmada por
PCR), crecida en medio Agar-TS suplementado con eritromicina (10ug/mL).



67

5. Evaluacion de la participacion de la proteina
YIbF en el procesamiento de transcritos en
Staphylococcus aureus.

Como se menciond en el capitulo 1, en Staphylococcus aureus se desconoce la funcién
gue cumplen las proteinas con dominio Com_YIbF, y ademas de ello no se han encontrado
proteinas ortdlogas relacionadas con Spo0OA y SIinR, pero si se ha identificado un ortélogo
de la proteina RNasaY, lo cual podria apoyar en mayor medida la hip6tesis de la
participacion de las proteinas con dominio Com_YIbF con la funcién de esta ribonucleasa
en nuestro modelo de estudio?. La enzima RNasaY ha sido poco caracterizada, sin
embargo, varios estudios han demostrado que esta enzima participa tanto en la
degradacion de algunos ARNm como en la estabilizacion de otros (por ejemplo, el operén
sae)®®; y la delecién del gen rny que la codifica causa una disminucién en la virulencia de
la bacteria. Debido a la complejidad del transcrito del operén saeRS para su clonacién
debido a su tamafo (3kb aproximadamente), se realizaron algunos cambios de la
metodologia para evaluar la actividad de la RNasa Y en ARN mensajeros. Por esta razén
se decidi6 evaluar mediante un ensayo de northern blot, si la delecién del gen ylbF del
genoma de Staphylococcus aureus afectaba el procesamiento de transcritos del operén

cggR-gapA, ya que se ha reportado que este transcrito es blanco de la enzima RNasay.

Teniendo esto en cuenta, como primera medida se estandarizé el proceso de hibridacién
de la sonda disefiada para el reconocimiento con un producto de PCR del gen gapA
mediante un ensayo de dot blot. Una vez estandarizado el proceso de hibridacion de la
sonda se realiz6 el ensayo de northern blot con las cepas 8325-4 y 8325-ylbF. Debido a
gue no se encontraron resultados con el ensayo de northern blot, se recurrié a un ensayo
de RT-PCR para poder comprobar si existen cambios a nivel transcripcional debido a la

delecion del gen ylbF.
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5.1 Materiales y Métodos

5.1.1 Estandarizacion del protocolo de hibridacion de la
sonda con el gen gapA

En primera instancia se disefiaron dos sondas para los ensayos de hibridacion iniciales,
gue posteriormente podrian ser usadas en los ensayos de northern blot, para esto se tuvo
en cuenta la secuencia reportada en el NCBI para el operén cggR-gapA con cogidos del
GenBank: ABD29922.1 (gen cggR) y ABD29922.1 (gen gapA). Estas sondas disefiadas
se mandaron a sintetizar en Macrogen y presentaban una modificacion en su extremo 5°
al cual se habia agregado una molécula de biotina que sirve como sistema de revelado del

ensayo.

Una vez obtenidas las sondas, para la estandarizacion de las condiciones 6ptimas de
hibridacion se emplearon amplicones del gen gapA por lo cual, se amplificaron mediante
PCR los fragmentos de ADN correspondientes al gen cggR y el gen gapA de
Staphylococcus aureus utilizando los primers reportados en la tabla 5-1, esto con el fin de
utilizarlos para la estandarizacién de la hibridacion.

Tabla 5-1 Primers usados para los ensayos de estandarizacion de hibridacion de la sonda

Cdédigo

Laboratorio Secuencia Funcion

GP676 ATGGCAGTAAAAGTAGCAATTAATGG  Primers para la amplificacion del
GP677 CAGCTAAGTATGCTAATGTACGAAC gen gapA

GP672 GTGAAAGACTTATTGCAAGCACAGC Primers para la amplificacién del
GP673 CAAGTATTATCTTTGCTGCGGCTTC gen cggR

GP674 GACGATTGCACCCAAGAATACAGTG ~ Primers  disefiados  para

GP675
CTGAATGCTAAACGACCAATTCTACC

amplificar la region de corte del
operén cggR-gapA por parte de
la RNasaY

Obtenidos estos amplicones, se tomaron 1000 ng de cada uno y se calentaron a 65°C

durante 10 minutos, luego de ello se les agregaron 2 pL de buffer desnaturalizante (50%
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Formamida, 6,5 % de Formaldehido, MOPS 1X) y se calentaron a 55°C durante 15
minutos, posteriormente se pusieron las muestras en hielo por 10 minutos y al pasar este
tiempo fueron sembrados gota a gota en una membrana de nylon. Una vez sembrados los
productos de PCR se realiz6 el bloqueo de la membrana con un buffer de prehibridacion
(50% Formamida, 5X SSC, 1% SDS, 100ug/mL ADN denaturado de esperma de salmon)
durante 30 min y una posterior hibridacion de la membrana con la sonda a una
concentracion de 2000 ng/mL (la sonda fue calentada 10 min a 65°C y posteriormente
puesta en hielo 5 min antes de ser agregada), este proceso de hibridacion se realiz6 a
65°C con agitacién constante durante 18 horas en un buffer de hibridacién (50%
Formamida, 5X SSC, 1% SDS).

Una vez pasado este tiempo se procedieron a hacer los lavados correspondientes con la
solucion SSC y el posterior revelado de la membrana usando el Chemiluminescent Nucleic
Acid Detection Module Kit de Thermo-Fisher, para ello se siguieron los pasos sugeridos
por el fabricante.

5.1.2 Ensayo de northern blot.

Para evaluar el efecto de la delecion del gen ylbF en el procesamiento de transcritos de
Staphylococcus aureus se realizé un ensayo de northern blot. En primer lugar, para realizar
el ensayo de northern blot se realiz6 una extraccion de ARN de las cepas 8325-4 y la cepa
8325-yIbF utilizando el RNeasy Midi Kit de QIAGEN ®

Luego de ello 5, 10, 15 y 20 ug de las muestras del ARN extraido de las cepas 8325-4 y
8325-4 yIbF se calentaron a 65°C durante 10 minutos, luego de ello se les agregaron 2 pL
de buffer desnaturalizante (50% Formamida, 6,5 % de Formaldehido, MOPS 1X) y se
calentaron a 55°C durante 15 minutos, posteriormente se pusieron las muestras en hielo
por 10 minutos. A continuacion, se prepar6 un gel de agarosa con una concentracion del
1,2% en buffer MOPS 1X y suplementado con formaldehido a una concentracion de 1,8%
(v/v) para realizar una electroforesis de las muestras anteriormente preparadas; las

condiciones para la corrida electroforética fueron: 50 V, 180 minutos, buffer MOPS 1X.

Después de ello se realizé la transferencia de los transcritos separados en el gel a una

membrana de Nylon utilizando un sistema de transferencia en semiseco (Trans-Blot®), las
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condiciones para la transferencia fueron: 30 minutos, en buffer TBE 0,5X. Una vez
transferidos los transcritos se realizdé el bloqueo de la membrana con un buffer de
prehibridaciéon (50% Formamida, 5X SSC, 1% SDS, 100ug/mL esperma de salmén
denaturada) y una posterior hibridacion de la membrana con la sonda a una concentracién
de 2000ng/mL, este proceso de hibridacion se realizé a 65°C con agitacion constante
durante 18 horas en un buffer de hibridacién (50% Formamida, 5X SSC, 1% SDS).

Una vez pasado este tiempo se procedieron a hacer los lavados correspondientes con la
solucion SSC y el posterior revelado de la membrana usando el Chemiluminescent Nucleic
Acid Detection Module Kit de Thermo-Fisher, para ello se siguieron los pasos sugeridos
por el fabricante.

5.2 Resultados

5.2.1 Estandarizacion de las condiciones de hibridacion
de la sonda con el gen gapA de Staphylococcus
aureus.

En primera instancia se busco la secuencia del operén cggR-gapA en el NCBI para el
disefio de las sondas de interés, se encontraron las secuencias de estos dos genes y
teniéndolas en cuenta se disefiaron sondas que fueran complementarias, que ademas
tuvieran una longitud entre 20-30 nucleétidos y que en su extremo 5’estuvieran
biotinilados, ya que el sistema de revelado a usar era mediante la interaccion biotina-
estreptavidina. Por lo anterior y con lo reportado por DeLoughery (2017)??, las secuencias

obtenidas para las sondas disefadas fueron:

e GP665: 5 Biotina-GACGTCGAAGTTTAAGCGAACATATGGATA
e GP666: 5 Biotina-CAATTCACGCTTACACAGGTGATC

Para la amplificacion de los genes cggR y gapA de Staphylococcus aureus, se utilizO ADN
gendmico extraido de la cepa NCTC8325-4, para ello se usaron los primers presentados
en la tabla 5-1, y se obtuvieron los dos amplicones del tamafio esperado 1014pb para el
gen cggR y 1011 pb para el gen gapA (figura 5-1 A). Estos productos de PCR fueron

purificados y se usaron para estandarizar las condiciones de hibridacion de la sonda.
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Una vez se lograron lo tiempos y temperaturas 6ptimas para el ensayo (tiempos,
concentraciones y temperaturas mostradas en la metodologia) se logré obtener una
hibridacion entre la sonda GP666 con el amplicon del gen gapA, el cual tiene un tamafio
aproximado de 1000 pb, se observo que el reconocimiento es especifico ya que al sembrar
el amplicon del gen cggR en la misma membrana, no se ve hibridacion de este gen con la
sonda especifica del gen gapA. Finalmente se obtuvo una sefial de hibridacién entre la
sonda GP666 y el amplicdn obtenido para el gen gapA lo cual nos indicé que en las
condiciones de estandarizacién y como se lleva a cabo el experimento, hay una interaccién

entre la sonda disefiada y la secuencia de interés que es posible visualizar (Figura 5-1 B).

Figura 5-1. Amplificacién del gen cggR y gapA de la cepa 8325-4 de Staphylococcus
aureus. Gel de agarosa al 1,0% de concentracién, tefiido con bromuro de etidio. A. MW:
marcador de peso molecular. CR: control de reactivos de la reaccion de PCR. C+: control
positivo, cggR: producto de PCR del gen cggR, gapA: producto de PCR del gen gapA. B.
Ensayo de dot blot realizado en una membrana de Nylon, para la evaluacién de la
hibridacion de la sonda GP666. Se usa cggR como control negativo ya que la sonda va
disefiada especificamente contra gapA. Como control de un correcto revelado del
experimento se usaron 1000ng de la sonda GP666 directamente sembrados en la
membrana. gapA, sefial de hibridacion entre la sonda GP666 y el amplicon obtenido para
el gen gapA.
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5.2.2 Evaluacion de la participacion de la proteina YIbF en
el procesamiento de transcritos en Staphylococcus
aureus.

Después de realizar la estandarizacion de las condiciones 6ptimas para la hibridacion de
la sonda GP666 con el gen gapA, se procedidé a realizar el ensayo de northern blot
utilizando el ARN extraido en fase exponencial de crecimiento de las cepas 8325-4 y 8325-
ylbF siguiendo la metodologia anteriormente mencionada. Se probaron diferentes
cantidades de ARN para el proceso de northern blot (5, 10, 15 y 20ug de ARN) pero en
ningun caso fue posible observar alguna sefal en alguna de las dos cepas trabajadas por
lo cual no se pudo evaluar el procesamiento de transcritos por esta técnica. Los controles
de revelado de la membrana y de hibridacion con la sonda (Control positivo-gen gapA) en

todos los casos presentaron los resultados esperados (Figura 5-2).

1000 pb

600 pb

1000 pb

600 pb

Figura 5-2. Efecto de la delecion del gen ylbF en procesamiento del operén cggR-
gapA de Staphylococcus aureus. Parte superior. Gel de Agarosa 1,2%-formaldehido
1,8% revelado con bromuro de etidio. MW: marcador de peso molecular, ARN de las cepas
silvestre y mutante delecional, control de revelado (producto de PCR biotinilado), Control
positivo para la hibridacién con la sonda GP666 (amplicon del gen gapA), Control negativo
para la hibridacion con la sonda GP666 (amplicon del gen cggR) Parte inferior. Membrana
de Nylon revelada con el sistema peroxidasa/Luminol. MW: marcador de peso molecular,
ARN de las cepas silvestre y mutante delecional, control de revelado (producto de PCR
biotinilado), Control positivo para la hibridacion con la sonda GP666 (amplicon del gen
gapA), Control negativo para la hibridacion con la sonda GP666 (amplicon del gen cggR).
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Debido a los problemas que se tuvieron para obtener una sefial que pudiera indicarnos si
se tenian cambios en el procesamiento de transcritos cuando se delecionaba el gen ylbF
del genoma de Staphylococcus aureus en el ensayo de northern blot, se decidi6 utilizar
otra metodologia que nos permitiera evaluar esta variacién. Por ello, se evaluaron en las
cepas NCTC 8325-4 y NCTC 8325-ylbF en fase de crecimiento exponencial, los cambios
en el procesamiento del operén cggR-gapA mediante RT-PCR“ utilizando el ARN extraido

para los ensayos de northern blot.

Para ello se utilizaron los primers mostrados en la Tabla 5-1 con los cuales se podrian
evaluar el transcrito de el gen gapA, el transcrito del gen cggR y evaluar el sitio de corte
del operon por parte de la enzima RNasaY (Figura 5-3 A-B). Utilizando esta nueva
metodologia, se logr6 demostrar mediante ADNc tanto cualitativamente como
cuantitativamente el efecto de la delecién del gen ylbF en el procesamiento del operén
cggR-gapA por la actividad de la ribonucleasa RNasa Y, observandose comparado con la
cepa 8325-4 que en la cepa mutante delecional se mantiene el transcrito del operén cggR-
gapA sugiriendo que el transcrito del gen cggR se mantiene estable sin una mayor
degradacioén indicando posiblemente baja actividad de la ribonucleasa RNasa Y (Figura 5-
3B-C).
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Figura 5-3. Efecto de la delecion del gen ylbF en procesamiento del oper6n cggR-
gapA de Staphylococcus aureus. A. Esquema natural de la regulacion de la transcripcion
bicistrénica del operdn cggR-gapA por el procesamiento mediado por RNasa Y. Adaptada
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de Lehnik-Habrink M.(2012)"® B. Electroforesis de la RT-PCR de las cepas 8325-4 y la
cepa delecionada del gen ylbF indicando variaciones de las regiones amplificadas en el
operdn cggR-gapA. El ensayo se realiz6 con 2000ng de ADNc de cada una de las cepas,
las flechas representan la posicion de los primers empleados, gyrB se us6 como control de
carga. C. Analisis densitometrico de la RT-PCR de las cepas 8325-4 y 8325-ylbF, de las
diferentes regiones amplificadas en el operdn cggR-gapA.

5.3 Discusion

Para la evaluacion de la participacion de la proteina YIbF en el procesamiento de
transcritos del operén cggR-gapA en la cepa 8325-4 de Staphylococcus aureus, se realizé
un ensayo de northern blot. Como se observé en los resultados mostrados en la figura 5-
2 no se obtuvo sefial de hibridacién de la sonda con los transcritos de gapA. Esto puede
deberse principalmente a dos cosas, la primera es que el método de deteccidon
seleccionado, ya que al revelar la membrana utilizando una sonda marcada con biotina se
tiene un limite de detecciébn mayor que una sonda marcada con isotopos de fosforo o
nitrégeno. La segunda es que la tasa de transcripcion de este operdn sea muy baja, y esto
sumado a la aja sensibilidad de la técnica de deteccion anteriormente mencionada puede
generar que no se observe la hibridacion de la sonda con los transcritos de interés.

Es por ello por lo que se decidi6 para la evaluacion de la participacion de la proteina YIbF
en el procesamiento de transcritos del operdn cggR-gapA realizar una RT-PCR con el ARN
de las bacterias de interés, ya que con esta técnica que es mas sensible podemos
amplificar la sefial del procesamiento de los transcritos de interés. Como se observa en la
figura 5-3 se encontraron diferencias en el procesamiento de los transcritos del operén
cggR-gapA cuando se deleciona del genoma de la bacteria el gen ylbF, se tiene una
disminucion cercana al 50% en el procesamiento de los transcritos por parte de la RNasaY

cuando no se tiene la proteina YIbF en la bacteria.

Estos datos nos podrian indicar que la RNasaY necesita las proteina YIbF para un correcto
funcionamiento y cuando esta no se encuentra se ve afectada la actividad de esta enzima
al igual que ocurre en B. subtilis?2?°> en donde se ha observado una perdida significativa de
la actividad de la enzima RNasaY cuando se deleciona los genes que codifican para las
proteinas YIbF y YmcA las cuales se caracterizan por presentar en su estructura el dominio

Com_YIbF, de esta forma cuando no se encuentran presentes estas proteinas la actividad
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de la RNasaY disminuye permitiendo un mayor tiempo de vida a los transcritos del operén
cggR-gapA. La disminucién de la actividad de esta enzima podria afectar también el
procesamiento de otros operones que son blanco de la RNasaY y que se encuentran
relacionados con la expresion de factores de virulencia como lo es el operén sae, el cual

esta relacionado con la expresion de varias hemolisinas*’=°.

Ademas se ha reportado por ensayos de doble hibrido realizados, que estas proteinas
(YIbF y RNasaY de B. subtilis) presentan una interaccion proteina-proteina®?, por lo cual
seria interesante realizar ensayos de interaccion proteina-proteina entre YlbF y RNasaY
de Staphylococcus aureus.



6.Conclusiones y recomendaciones

6.1 Conclusiones

Staphylococcus aureus y Klebsiella pneumoniae son dos bacterias de alto interés clinico
por su capacidad de producir infecciones sistémicas. Aunque son bacterias bastante
estudiadas, aun falta informacion sobre los mecanismos moleculares involucrados en su
patogénesis. La capacidad de formar biofilm que poseen estas bacterias contribuyen a su
supervivencia, persistencia y diseminacién. Es importante comprender los mecanismos
moleculares que intervienen en la formacién del biofilm porque asi se podran disefar

nuevas estrategias para su inhibicion.

Con la realizacion de este estudio se logro identificar la importancia que podria tener la
proteina YIbF (una de las proteinas implicada en este proceso de supervivencia de la
bacteria) que presenta el dominio Com_YIbF tanto en Staphylococcus aureus como en
Klebsiella pneumoniae, en el proceso de formacién de biofilm. Esto ya que en ambos casos
se observo una variacion en la formacion de biofilm cuando se deleciona/complementa la
cepa de interés, por lo cual podemos sugerir con alto grado de certeza que esta proteina
esta implicada en los procesos que regulan la formacién de biofim en estos dos

microorganismos.

Ademas de ello, también se evalu6 la relacion de esta proteina YlbF en uno de los factores
de virulencia mas importantes de S. aureus que es la lisis de eritrocitos y se encontré que
cuando se deleciona el gen ylbF, se disminuye significativamente la hemdlisis realizada
por esta bacteria posiblemente por su participacién en la degradaciéon/estabilizacion de

ARNmM a través de la modulacién de la actividad de la endoribonucleasa RNasa Y.
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También se lograron predecir las estructuras terciarias de las proteinas YIbF para los dos
microorganismos de estudio. La estructura de la proteina YIbF de K. pneumoniae no ha
sido reportada ni siquiera mediante estudios bioinforméticos. Al realizar el modelamiento
de esta se encontr6 una estructura base general muy similar a las reportadas para
proteinas YIbF de otros organismos; en estas estructuras se observan principalmente alfa
hélices y una forma tipo pinza con la cual podrian interactuar mas especificamente con sus

sustratos (acidos nucleicos).

Por ultimo se pudo relacionar la proteina YIbF con el procesamiento de transcritos en
Staphylococcus aureus, ya que al ser delecionado el gen que codifica para esta proteina
del genoma de la bacteria, se observa una menor procesamiento del transcrito del operén
cggR-gapA, esto puede deberse a que la proteina RNasaY necesita de las proteinas del
complejo Y como YIbF, gue interactlian con esta endoribonucleasa para el funcionamiento
de la misma, como ocurre y se ha demostrado en otros modelos como Bacillus subtilis, en
el cual al delecionar el gen ylbF o el gen ymcA del genoma bacteriano se ve afectada la
actividad de la RNasay.

6.2 Recomendaciones

La evidencia obtenida hasta el momento en Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus y
Klebsiella pneumoniae sugiere que las proteinas con dominio Com_YIbF estan
participando en procesos biolégicos basicos de bacterias, asi que su estudio nos permitira
avanzar en el conocimiento de los mecanismos moleculares involucrados en la formacion

de biofilm y virulencia.

Es importante establecer experimentalmente su estructura tridimensional y su interaccién
con acidos nucleicos, asi como su participacion en la formacion del biofilm. También es
importante evaluar la importancia de el motivo putativo FGXYHPDY de la proteina YlbF ya
gue se observa que es una region conservada en proteinas YIbF de bacterias gram
positivas. Todo lo que se ha encontrado en estas proteinas sera nuevo conocimiento ya
gue se tiene poca informacién acerca de las proteinas con dominio Com_YIbF tanto en

Staphylococcus aureus como en Klebsiella pneumoniae.
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Anexo A. Nombrar el anexo A de acuerdo con su contenido
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