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Andlisis de la expresién genética del pili tipo 3 de Klebsiella pneumoniae

en aislados clinicos y su relacion con la ]_‘ormacién de biogell'culas
1. INTRODUCCION

Klebsiella pneumoniae es considerado uno de los patdgenos oportunistas mas
importantes; se asocia frecuentemente a infecciones del tracto urinario y a neumonia
en personas sanas. Sin embargo, en personas inmunocomprometidas, puede
ocasionar infeccion biliar, peritonitis, meningitis, septicemia y abscesos hepaticos.
Ademas, es una de las bacterias aisladas con mayor frecuencia de pacientes, tanto
adultos como pediatricos, con infeccibn nosocomial. Una de las caracteristicas mas

importantes de K. pneumoniae es su alta resistencia a los antibioticos.

Los factores de virulencia de K. pneumoniae son el lipopolisacarido, las proteinas de
membrana externa, los sideréforos, la capsula y los pilis. De los pilis de dicho
microorganismo, el pili tipo 3 es el mas importante ya que es indispensable para la
formacién de biopeliculas sobre superficies abioticas, tales como catéteres; los
cuales pueden ser un foco para la infeccion y diseminacion sistémica de la bacteria
en pacientes inmunosuprimidos. No existen reportes acerca de la expresion del pili
tipo 3 de K. pneumoniae en cepas clinicas y su relacion directa con la capacidad
para formar biopeliculas, por lo tanto, la informacion generada en este trabajo
contribuira a entender los mecanismos de virulencia que puede esta bacteria utilizar

para colonizar los catéteres y producir sepsis nosocomial.

El objetivo del presente estudio fue analizar la expresion del gen mrkA, el cual
codifica para el componente estructural principal del pili tipo 3, en aislados clinicos de
K. pneumoniae obtenidos de pacientes pediatricos con sepsis nosocomial y su

relacion con la formacion de biopeliculas.
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en aislados clinicos y su relacion con la ]_‘ormacién de biogell'culas

Para lo anterior, a partir de ocho aislados clinicos de K. pneumoniae provenientes de

pacientes pediatricos con sepsis nosocomial, obtenidos durante el mes de enero del
2015 en el Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo XXI — IMSS, se
realizaron cultivos a 37°C, en agitacion constante en medio Luria Bertani (LB), hasta

que el crecimiento bacteriano alcanzo la fase logaritmica.

El DNA gendomico se extrajo para realizar una PCR punto final con la finalidad de
amplificar el gen en estudio y observar los amplicones en un gel de agarosa al 1%
posterior a una electroforesis. EI RNA total se obtuvo de cada cultivo mediante la
técnica de fenol acido, se cuantificé la concentracion y se determind la pureza
utilizando el NanoDrop-1000 de ThermoScientific. Ademas, se evalud la integridad
del RNA obtenido mediante el corrimiento electroforético en un gel de agarosa en
condiciones desnaturalizantes. EI cDNA se obtuvo a partir del RNA utilizando los
reactivos del Kit “Revertaid Firstrand” de ThermoScientific. Se analiz6 la expresion
del gen mrkA en cada uno de los aislados clinicos, mediante PCR en tiempo real
empleando el termociclador LyghtCycler 480 (Roche) y el sistema de deteccion del

fluorocromo SYBR Green |.

Por otro lado, se evalu6 la formacién de biopeliculas de cada una de las cepas
mediante la inoculacibn en medio LB sobre pozos de placas de poliestireno, las
biopeliculas se tifieron con una solucion de cristal violeta al 1% y se revelaron con
una solucién de etanol al 70%. La cantidad de cristal violeta adherida a la biopelicula
se cuantific6 mediante espectrofotometria en el lector Multiskan (Costar)

determinando la densidad Optica a 600 nm.
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2. MARCO TEORICO

2.1 Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo, no movil y
capsulado perteneciente a la familia Enterobacteriaceae, esta presente de manera
ubicua en el ambiente y es saprofito natural del tracto gastrointestinal y de la

nasofaringe en humanos y animales (Podschun y Ullman, 1998).

K. pneumoniae es considerado uno de los patdgenos oportunistas mas importantes;
se asocia frecuentemente a infecciones del tracto urinario y a neumonia en personas
sanas (Meatherall y Gregson, 2009). Sin embargo, en personas
inmunocomprometidas puede ocasionar infeccion biliar, peritonitis, meningitis,
septicemia y abscesos hepaticos (Wu et al., 2009). Ademas, es una de las bacterias
aisladas con mayor frecuencia de pacientes, tanto adultos como pediatricos, con
infeccion nosocomial en diferentes regiones del mundo, incluyendo América Latina

(Marra et al., 2006; Tsering et al., 2009; Ares et al., 2013).

Una de las caracteristicas mas importantes de K. pneumoniae es su alta resistencia
a los antibidticos, principalmente a los beta-lactamicos; esto debido principalmente a
la produccion de enzimas beta-lactamasas, las cuales hidrolizan a dichos antibioticos

inhibiendo su actividad (Chong et al., 2011).

En la dltima década se han detectado en todo el mundo cepas de K. pneumoniae

productoras de beta-lactamasas de espectro extendido y de carbapenasas, lo que ha
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originado un problema serio en el tratamiento de las infecciones causadas por este

microorganismo (Shields et al., 2015).

La epidemiologia de K. pneumoniae resistente a los antibidticos varia entre
hospitales y zonas geograficas. Algunos brotes son causados por cepas unicas y
otros se deben aparentemente a casos por transferencia horizontal de plasmidos que

pueden conferir resistencia a multiples antimicrobianos (Manges et al., 2015).

2.2 Factores de virulencia de K. pneumoniae

Al ser un microorganismo oportunista, K. pneumoniae so6lo se convierte en patdégeno
cuando alcanza tejidos que normalmente son estériles o cuando afecta a pacientes
inmunocomprometidos. Los principales factores implicados en la virulencia de K.
pneumoniae son: el lipopolisacarido (LPS), los sideroforos, la capsula de
polisacarido y los pilis; todos ellos le permiten a la bacteria entrar y multiplicarse en el

hospedero (Figura 1) (Balestrino et al., 2008).

El LPS tiene actividad endotoxica debido al lipido A, que provoca la activacion de los
macrofagos e induce una respuesta inflamatoria con un efecto pirogénico. Por otro
lado, las cadenas de polisacarido del antigeno O facilitan el proceso inicial de
adherencia y confieren resistencia al microorganismo contra la actividad bactericida
del suero (Podschun y Ullimann, 1998). En K. pneumoniae se han descrito nueve
serotipos diferentes basados en el antigeno O: O1, 02, O2ac, 03, 04, 05, 07, O8 y
012, de los cuales el serotipo O1 es el mas frecuente en los aislados clinicos de K.

pneumoniae (Hsieh et al., 2015). Algunos estudios indican que la estructura del LPS
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podria estar implicada en la virulencia de las bacterias Gram negativas incluyendo a
K. pneumoniae ya que, de acuerdo a su variacion en la composicién quimica podria

expresar diferentes antigenos de superficie (Putker et al., 2015).

Céapsula

LPS ¥
@Ctopasma

Figura 1. Factores de virulencia de K. pneumoniae. Se muestran los pilis, la capsula, el
lipopolisacéarido (LPS) y los siderdforos, los cuales son considerados los principales factores de
virulencia de este microorganismo. Adaptado de Podschun y Ullman, 1998.

Pilis

Sidero6foros

Los siderdforos constituyen otro factor de virulencia en K. pneumoniae ya que son
moléculas que permiten captar hierro bajo condiciones limitantes de dicho metal en el
hospedero. El hierro es un factor esencial para el crecimiento bacteriano funcionando
principalmente como catalizador de reacciones de éxido-reduccion de proteinas que
participan en transporte de electrones y oxigeno (Podschun y Ullman, 1998). La

aerobactina, la enterobactina y la yersiniobactina son los siderdforos de mayor
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importancia en esta bacteria, los cuales le proporcionan la capacidad para replicarse

y mantener una infeccion local o sistémica (Russo et al., 2015).

Las cepas de K. pneumoniae se caracterizan por poseer una capsula de
polisacarido, la cual estd compuesta principalmente por glucosa, galactosa, fucosa,
manosa, ramnosa Yy acidos urdnicos (Clements et al.,, 2008). Esta capsula es
importante para la bacteria ya que le permite evadir al sistema inmunoldgico

impidiendo la fagocitosis (Lee et al., 2014).

La capsula de K. pneumoniae le proporciona una alta resistencia a la desecacion asi
como proteccién frente a la fagocitosis mediada por los polimorfonucleares y
macrofagos (Nypaver et al.,, 2010). Ademas, algunos estudios in vitro han
demostrado que la capsula de K. pneumoniae inhibe el depdsito del componente C3
del complemento sobre la superficie de la bacteria reduciendo la formacion del

complejo de ataque a la membrana (Alvarez et al., 2000; Cortes et al., 2002).

La capsula también le proporciona a K. pneumoniae, resistencia frente a la actividad
de los péptidos antimicrobianos. Esto fue demostrado en un estudio, donde al crecer
a la bacteria en un medio con bajas concentraciones de polimixina B, un péptido
cationico antimicrobiano, se sobre-expresaron algunos genes involucrados en la
produccion de la capsula (Llobet et al., 2011). Ademas, se ha descrito que cuando se
liberan componentes anidnicos de la capsula de K. pneumoniae, estos atraen a los
péptidos catidnicos antimicrobianos neutralizandolos y evitando asi la muerte de la

bacteria (Campos et al., 2004).
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2.2.1 Los pilis de K. pneumoniae

Los pilis o fimbrias son estructuras filamentosas no flagelares que permiten la
adherencia de la bacteria sobre superficies bibticas y abidticas. Los principales pilis
descritos en K. pneumoniae son: el pili tipo 1, el pili “Escherichia coli common pilus”
(ECP) y el pili tipo 3. Diferentes estudios han demostrado que estos pilis son
importantes para la adherencia de la bacteria a las células epiteliales del tracto
intestinal, del aparato urinario y del sistema respiratorio, mediante la union a
receptores especificos de superficie o a proteinas de la matriz extracelular. Ademas,
se ha demostrado que el pili tipo 3 es indispensable para la formacion de biopeliculas
sobre placas de poliestireno y catéteres (Struve et al., 2009; Alcantar-Curiel et al.,

2013; Murphy et al., 2013).

El pili tipo 1 esta presente en la mayoria de las enterobacterias, incluyendo a K.
pneumoniae. Esta estructura que se extiende desde la superficie bacteriana es
reconocida por receptores que contienen manosa, los cuales se encuentran
presentes en la superficie de las células epiteliales. En K. pneumoniae, al igual que
en E. coli, el pili tipo 1 esta involucrado en la adherencia a las células del epitelio
renal, considerdndose un factor de virulencia indispensable para producir infeccion
de vias urinarias. Sin embargo, se ha demostrado que el pili tipo 1 no es necesario

para la formacion de biopeliculas sobre superficies abioticas (Struve et al., 2009).

El pili ECP esta presente en todos los patotipos y cepas comensales de E. coliy es
considerado un factor indispensable para la formacion de biopeliculas sobre

superficies abidticas y para la colonizacion de diferentes lineas celulares epiteliales
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humanas y células vegetales in vitro (Rendoén et al., 2007; Garnett et al., 2012;
Saldafna et al., 2014; Rosses et al., 2014). En K. pneumoniae se ha reportado que
este pili ECP también estad presente y se ha demostrado mediante estudios de
microscopia electronica y de inmunofluorescencia que dicha estructura se expresa
durante la formacion de biopeliculas y al contacto con células epiteliales HelLa

(Alcantar-Curiel et al., 2013).

2.2.2 El pili tipo 3 de K. pneumoniae

El pili tipo 3 fue inicialmente identificado en K. pneumoniae por Duguid y
colaboradores (1959). Estos apéndices extracelulares miden de 0.5 a 2 um de
longitud y de 2 a 4 nm de ancho y se caracterizan por su capacidad para aglutinar in
vitro a los eritrocitos previamente tratados con acido tanico en presencia de manosa

(Murphy y Clegg, 2012).

Los genes que codifican para el pili tipo 3 de K. pneumoniae estan dispuestos en el
cromosoma bacteriano en un operén constituido por 5 genes denominados mrk, del
inglés “mannose resistant Klebsiella-like hemagglutination”. En la figura 2 se muestra
la organizacion genética de dicho operén: el gen mrkA codifica para la pilina principal
y mayoritaria, el gen mrkB codifica para una proteina chaperona de pilinas, el gen
mrkC codifica para una proteina integral de la membrana externa denominada Usher,
el gen mrkD codifica para una proteina que se localiza en el extremo final del pili, la
cual funciona como adhesina y el gen mrkF codifica para una pilina minoritaria

(Murphy y Clegg, 2012; Khater et al., 2015).
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mrkC mrkD mrkF
Pilina Proteina . Pilina
principal Chaperona Usher Adhesina minoritaria

Figura 2. Organizacion de los genes involucrados en la formacion y en el ensamblaje del pili
tipo 3 de K. pneumoniae. Los genes estan organizados en un operén de 5 genes. mrkA codifica para
la pilina principal, mrkB codifica para una proteina chaperona de pilinas, mrkC codifica para una
proteina integral de la membrana externa denominada Usher, mrkD codifica para una adhesina que se
localiza en el extremo final del pili y mrkF codifica para una pilina minoritaria. Adaptado de Murphy y
Clegg, 2012.

La secrecién y el ensamblaje del pili tipo 3 en K. pneumoniae ha sido bien
caracterizado (Figura 3). Las pilinas no necesitan un procesamiento post-
traduccional; por lo tanto, recién sintetizadas son directamente secretadas hacia el
espacio periplasmico a través del translocon SecYEG con la ayuda de la energia
liberada por la ATPasa SecA (Ismail et al.,, 2015). Una vez en el espacio
periplasmico, las pilinas son reconocidas por la proteina chaperona MrkB formando
un complejo chaperona-pilina que se dirige hacia la proteina Usher MrkC, la cual
reconoce en su extremo amino terminal a dicho complejo y lo disocia, favoreciendo la
unidn de tipo no covalente entre las subunidades de pilina para la formacién del pili
tipo 3. Una vez ensamblado, el pili es secretado hacia el exterior atravesando el poro

interno de la proteina MrkC (Huang et al., 2009; Beckwith, 2013; Khater et al., 2015).

El pili tipo 3 de K. pneumoniae juega un papel importante en su patogenicidad, de

acuerdo a diversos estudios que han demostrado su relevancia en la adherencia a
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células eucariotas y durante la formacion de biopeliculas (Langstraat et al., 2001;

Jagnow y Clegg, 2003; Di martino et al., 2003; Alcantar-Curiel et al., 2013).

Figura 3. La maquinaria para la formacién y el ensamblaje del pili tipo 3 de K. pneumoniae. El
sistema de secrecion del pili tipo 3 es de la clase “Chaperona-Usher”, el cual consta de la proteina
chaperona de pilinas MrkB y de la proteina Usher MrkC, cuya funcién es actuar como translocon de la
membrana externa para el correcto ensamblaje de las subunidades de pilina y posterior secrecién del
pili (ver texto para detalles). Adaptado de Thanassi et al., 2012.

En un estudio, donde se gener6 una mutante en el gen mrkC de una cepa
hipervirulenta de K. pneumoniae, se observé una disminucion significativa en la
formacion del absceso hepatico pidbgeno cuando se infectaron ratones por la via oral,
sugiriendo que al originar una deficiencia en el ensamblaje del pili tipo 3 se disminuyd

la virulencia de dicho microorganismo (Tu et al., 2009).

El pili tipo 3 de K. pneumoniae es un factor de virulencia involucrado en la

colonizacion de catéteres siliconados implantados en vejigas de ratones, sugiriendo
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que es necesario para la formacion de biopeliculas, las cuales son un foco de

diseminacion de dicha bacteria, que puede dar origen a las infecciones nosocomiales

de vias urinarias (Murphy et al., 2013).

El primer paso para la formacion de las biopeliculas es la adherencia de la bacteria
sobre la superficie, la cual es facilitada en la mayoria de las enterobacterias por pilis
y otras adhesinas no fimbriales de la superficie que dan lugar a interacciones
bacteria-bacteria y bacteria-superficie. Las bacterias que encuentran la superficie
conveniente, forman con ella una union reversible mediada por atracciones
electrostaticas o hidrofobicas y fuerzas de Van der Walls (Dunee, 2002). Una vez
adheridas, las bacterias comienzan a proliferar dando origen a la formacion de
microcolonias, las cuales una vez establecidas generan estructuras tridimensionales
complejas mediante la produccion de wuna matriz extracelular compuesta

predominantemente de polisacaridos (Stewart y Costerton, 2001; Joo y Otto, 2012).

Diversos estudios han demostrado que el pili tipo 3 de K. pneumoniae esta
involucrado en la formacion de biopeliculas sobre superficies abioticas. Ya que cepas
mutantes en el pili tipo 3 presentan un decremento importante en la formacién de las
mismas, sugiriendo que este pili esta directamente involucrado en el desarrollo de

este fenotipo (Schroll et al., 2010).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Klebsiella pneumoniae es uno de los patégenos oportunistas de mayor relevancia a
nivel mundial debido a su capacidad para producir infecciones nosocomiales; por lo
tanto, el estudio de sus factores de virulencia como es el caso del pili tipo 3 ayudara
a entender los mecanismos mediante los cuales esta bacteria coloniza los catéteres

de los pacientes hospitalizados y su relacion con la virulencia.

En la actualidad hay poca informaciéon sobre la expresion del pili tipo 3 de
K. pneumoniae en aislados clinicos, el cual es uno de sus principales factores de
virulencia debido a su importancia para la adherencia a las células epiteliales del
hospedero y para la colonizacion sobre superficies abidticas, tales como catéteres de
pacientes hospitalizados en donde dicha bacteria forma biopeliculas. Con base en lo

anterior, se plantea la siguiente pregunta de investigacion:

e /Existe relacién entre la expresion genética del pili tipo 3 y la formacién de

biopeliculas en aislados clinicos de K. pneumoniae?

4. HIPOTESIS

Ya que los pilis son factores de virulencia indispensables para la formacion de
biopeliculas, entonces el gen mrkA, el cual codifica para la pilinia mayoritaria del pili
tipo 3 de K. pneumoniae, aumentara su expresion en cepas que produzcan mayor

biopelicula.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

5.2 Analizar la expresion genética del pili tipo 3 en aislados clinicos de Klebsiella
pneumoniae obtenidos de pacientes pediatricos con sepsis nosocomial y

determinar si existe relacion con la formacion de biopeliculas.

5.3 Objetivos especificos

Cultivar in vitro cepas de K. pneumoniae provenientes de pacientes pediatricos

con sepsis hosocomial obtenidos durante el mes de enero del 2015.

e Cuantificar mediante PCR en tiempo real la expresion del gen mrkA de
K. pneumoniae en los diferentes aislados clinicos.

e Analizar la expresion del gen mrkA en las diferentes cepas de K. pneumoniae en
estudio.

e Evaluar la formacion de biopeliculas en los diferentes aislados clinicos.

e Realizar un analisis comparativo entre la expresion del pili tipo 3 y la formacion de

biopeliculas en los aislados clinicos de K. pneumoniae y la severidad del cuadro

clinico de los pacientes.
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6. MATERIAL Y METODOS

e Material
Cepas bacterianas

Para este estudio se emplearon las cepas de Klebsiella pneumoniae, aisladas
previamente de pacientes pediatricos con sepsis nosocomial durante el mes de
enero de 2015 en el Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo XXI del
Instituto Mexicano del Seguro Social. Las cepas fueron caracterizadas mediante

pruebas bioquimicas. Las cepas se mantuvieron en glicerol al 20% a -70°C.
Medios de cultivo

Los cultivos bacterianos se realizaran en medio LB (DIFCO), que contiene 10 g/L de

peptona de caseina, 5 g/L de extracto de levadura y 10 g/L de NaCl.
e Métodos
Expresion del gen mrkA y disefio de sus iniciadores

El gen que se estudié en el presente trabajo fue mrkA, el cual codifica para la
subunidad principal 6 pilina mayoritaria del pili tipo 3. Como gen normalizador para el
analisis de la expresion genética se utilizé el gen constitutivo rrsH, el cual codifica
para el rRNA 168S.

La secuencia de la cepa de referencia K. pneumoniae NTUH-K2044 se tom6 como
base para el disefio de los iniciadores, los cuales se disefiaron utilizando el programa
“Primer 3 plus”; dichos iniciadores se seleccionaron en base a los siguientes criterios:

la Tm debid estar entre 58 y 62°C y debieron producir un amplicén de entre 100 y

Jestis Ruiz Rosas 14



Andlisis de la expresién genética del pili tipo 3 de Klebsiella pneumoniae

en aislados clinicos y su relacion con la ]_‘ormacién de biogell'culas

200 pb. Una vez disefiados, los iniciadores se mandaron a sintetizar al Instituto de

Biotecnologia de la Universidad Nacional Autonoma de México.

Extraccion del DNA genémico

La extraccion del DNA gendmico se realizé de acuerdo a la metodologia descrita por
Gonzalez-y-Merchand y colaboradores (1996). Para lo anterior, 10 mL de las cepas
de K. pneumoniae en fase logaritmica se centrifugaron a 2500 x g durante 10 min; el
sobrenadante se decant6 y la pastilla se resuspendié en 2 mL de regulador de lisis
(Cloruro de Guanidinio 6 M, Tween 80 al 10%, EDTA 05 M vy

2-B-Mercaptoetanol 14.7 M).

Posteriormente, la suspension se transfirid a tubos de 2 mL con tapon de rosca.
Inmediatamente después se sometieron los tubos a tres ciclos de choque térmico,
cada uno de 10 min a -70°C en un ultracongelador y 10 min a 65°C en un bafio
maria. Posteriormente, se adiciono un volumen de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico
(25:24:1) y las mezclas se agitaron suavemente en el vértex y se centrifugaron a

16000 x g a temperatura ambiente durante 5 min.

La fase acuosa se recuperd y se le agregaron dos volumenes de cloroformo:alcohol
isoamilico (24:1), se agitoé en vortex para después proceder a centrifugar nuevamente

bajo las mismas condiciones.

La fase acuosa se recupero nuevamente y el DNA se precipité con dos volimenes
de etanol absoluto; inmediatamente después se colocaron los tubos a una
temperatura de -20°C durante 24 h para favorecer la precipitacion. Los tubos se

centrifugaron nuevamente durante 15 min a 16000 x g a temperatura ambiente,

Jestis Ruiz Rosas 15



Andlisis de la expresién genética del pili tipo 3 de Klebsiella pneumoniae

en aislados clinicos y su relacién con la formacién de biopeliculas
posteriormente se elimind el sobrenadante y se lavo la pastilla con 500 uL de etanol
al 70%, después se eliminé el exceso de etanol secando el DNA en el equipo
“Eppendorf Speed Vac”. La muestra se resuspendiéo en un volumen apropiado de
agua destilada estéril dependiendo del tamafio de la pastilla obtenida. EI DNA se
cuantific6 por espectrofotometria utilizando el Nano Drop-1000 (ND-1000), se
determind su calidad mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% y finalmente se

almaceno en el ultracongelador (Revco) a -70°C hasta su uso.

Amplificacién de los genes mediante la reaccion en cadena de la polimerasa

(PCR) punto final.

Con el fin de confirmar que los iniciadores amplificaron el producto esperado se
realizaron las PCR de punto final empleando las siguientes condiciones de la mezcla
de reaccion: 0.25 pL que corresponde a 1U de Taq polimerasa (Invitrogen), 2.5 ul de
amortiguador de PCR 10X (Tris-HCI 200 mM pH = 8.4; KCI 500 mM) (Invitrogen),
1.5 pyL de MgCl, a una concentracién de 25 mM (Invitrogen), 0.5 uL de dNTP’s a una
concentracion de 10 mM (Invitrogen), 1.0 uL de cada uno de los iniciadores a una
concentracion de 20 uM (Invitrogen), 1.0 uL de DNA gendmico a una concentracion
de 0.1 pg/uL y se llevé a un volumen final de 25 uL adicionando 17.5 pL de agua
estéril libre de nucleasas.

Los tubos con la mezcla de reaccion se colocaron en un termociclador Mastercycler®
de Eppendorf; la amplificacion consistié de un ciclo inicial de desnaturalizacion a 95°C
por 5min, posteriormente 30 ciclos con las siguientes condiciones: 95°C por 1 min,
72°C por 1 min y 57°C por 1 min, finalmente un ciclo de extensiéon a 72°C por 10 min.

Una vez terminada la reaccion se comprobé la amplificacion mediante un corrimiento
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electroforético a 80 V por 60 min en gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de
etidio (0.83 ug/mL), colocando en cada pozo 5 pL de producto de PCR y usando
como regulador TAE 1X.

Elaboracion de las curvas estandar parala PCR en tiempo real

Para poder cuantificar la expresion genética de las diferentes cepas en estudio, se
realizaron las curvas estandar de concentraciéon de DNA para el gen mrkA y para el
gen normalizador rrsH con la finalidad de estandarizar las condiciones que se

emplearon posteriormente en los experimentos de PCR en tiempo real.

Para este fin, se emple6 DNA genomico de la cepa de referencia de K. pneumoniae
123/01, el cual previamente fue extraido y cuantificado en el NanoDrop-1000

(ThermoScientific).

A partir de una concentracion inicial de 100 ng/uL de DNA gendmico, se realizaron
cuatro diluciones decimales seriadas hasta obtener 0.01 ng/uL. Las diferentes
diluciones obtenidas, se utilizaron para obtener las curvas de amplificacion mediante
la PCR en tiempo real y estandarizar las condiciones de reaccién para cada gen

(mrkA'y rrsH).

Para llevar a cabo la amplificacion por PCR en tiempo real, se empleo el kit comercial
para PCR en tiempo real LightCycler 480® SYBR Green | Master (Roche), siguiendo

las instrucciones del proveedor.

Con la mezcla de reaccion se llend cada pozo de una placa de 96 pozos para

experimentos de PCR en tiempo real (Roche), dicha placa, se sellé6 con una lamina
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plastica adherente y se centrifug6 a 1500 x g por 2 min. Posteriormente se coloco en
el equipo LightCycler® 480 (Roche) aplicando posteriormente el programa que se
describe a continuacion: un ciclo a 95°C durante 5 min, 45 ciclos en las siguientes
condiciones: 95°C durante 10 s, temperatura de alineamiento de 57°C durante 10 s 'y
72°C durante 10 s (en este punto se realizd0 la medicion de la fluorescencia),
posteriormente un ciclo en las siguientes condiciones: 95°C durante 5 s a una
velocidad de 4.4°C/s, 65°C durante 1 min a una velocidad de 2.2°C/s y 97°C durante
5 s (durante esta fase se midi6 la fluorescencia en forma continua para construir la

curva de desnaturalizacién), y un ciclo final de enfriamiento a 40°C por 10 s.

Posteriormente, se generaron las curvas de amplificacion graficando en el eje de las
ordenadas la intensidad de la fluorescencia y en el eje de las abscisas el ciclo de
PCR. Finalmente, se obtuvieron las rectas mediante el software del equipo, las

cuales fueron las curvas estandar para cada gen en estudio.

A partir de las rectas obtenidas se determind la eficiencia de la reaccion mediante el
coeficiente de correlacion. Ademas, se construyeron las curvas de desnaturalizacion
para los productos amplificados, las cuales dieron indicios de la especificidad de la

amplificacion de los genes.

Extraccion del RNA total

La extraccion del RNA se llevo a cabo de la siguiente manera:

Rompimiento celular: el cultivo de bacterias (10 mL) en fase logaritmica se

centrifugd a 8000 x g durante 10 min. Se desecho el sobrenadante y la pastilla
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obtenida se resuspendié en 500 puL de solucion de lisis (SDS 0.5%, Acetato de sodio

10 mM, EDTA 10 mM) y se colocaron en tubos con tap6n de rosca de 2 mL.

Las bacterias se lisaron con voértex de la siguiente manera: 3 ciclos de 1 min a
velocidad maxima seguido de 1 min en incubacion en hielo. Al lisado celular se
afiadieron 500 L de fenol acido (Sigma) precalentado a 65°C y los tubos se agitaron
vigorosamente y se incubaran a 65°C durante 5 min en thermoblock (Eppendorf).
Después de la incubacion, los tubos se centrifugaron a 16000 x g a 4°C por 5 min y
se recuperaron 500 pL del lisado celular en tubos limpios. A cada tubo se les
agregaron 1000 pL de etanol absoluto frio, dejando precipitar el RNA a -20°C toda la

noche.

Precipitacion del RNA: los tubos obtenidos en la fase anterior se centrifugaron a
16,000 x g durante 10 min a 4°C. El etanol se eliminé teniendo cuidado de no
llevarse la pastilla obtenida y se lavd con 1 mL de etanol al 70%, se centrifugd a
16000 x g durante 5 min. El etanol se eliminé de la pastilla y se sec6 en el equipo
“Eppendorf Speed Vac por 10 min. Se resuspendié en 100 puL de agua DEPC para

evitar degradacion del RNA.

Purificacion del RNA: a los tubos del paso anterior se les adicionaron 10 pL de
regulador para DNasa y 1 uL de DNasa TURBO 10X (Ambion); posteriormente, se

incubaron a 37°C durante 30 min.

Pasado el tiempo de incubacion, a cada tubo se le adicionaron 10 uL del Agente de

Inactivacion de la DNasa y se mezclaron suavemente; se incubaron a temperatura
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ambiente durante 5 min y se centrifugaron a 8,000 xg durante 2 min. La fase acuosa

que contenia al RNA se transferirié a un tubo nuevo (100 pL).

Para comprobar la ausencia de DNA en las muestras de RNA, se tomaron 2 pL de
cada RNA total extraido, para emplearlo en una reaccion de PCR en tiempo real
empleando los iniciadores especificos para el gen del rRNA 16S
de K. pneumoniae (KPN16SF: 5 TGCCTGATGGAGGGGGATAA 3 vy
KPN16R: 5 TTCACAACACGAGCTGACGA 3’); como control positivo de la PCR, se

empled el DNA gendmico de la cepa de referencia K. pneumoniae 123/01.

En forma simultanea se estableci6 la concentraciéon, pureza e integridad del RNA, en
este caso; 1 pL de la muestra se cuantific6 mediante el Nanodrop ND-1000
(Thermoscientific) obteniendo los valores de concentracién y pureza de acuerdo al
cociente de absorbancia A260/280 nm. Para la determinacién de la integridad se
analizé la cantidad correspondiente a 1 ug de RNA en un gel de agarosa al 2% en
condiciones desnaturalizantes con hipoclorito de sodio al 1%. Finalmente, el RNA se

mantuvo a -70°C hasta su uso.
Obtencidén de cDNA mediante la transcripcion reversa (RT) del RNA total

En todo momento se emplearon los reactivos del kit Thermoscientific; se procedio a
realizar la mezcla de reaccion, la cual contenia lo siguiente: 1 pg del RNA, 3 pL de
iniciadores al azar (50 ng/uL), 1 uL de dNTP’s (10mM) y agua DEPC a un volumen
final de 10 pL. A esta mezcla se le adicionaron 2 L de regulador RT 10X, 1 pL de

RNasa Ribolock (40 U/uL) y 1 pyL de la enzima Revertaid M-MulV (50 U/uL).
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Se llevé a cabo el siguiente ciclo de temperaturas en el termociclador Eppendorf:
25°C durante 10 min, 42°C durante 50 min, 70°C durante 15 min y 4°C de manera
constante. Una vez terminado el proceso de retrotranscripcion, los cDNA’s obtenidos

se almacenaron a — 70°C hasta su uso.
Amplificacién de los genes mediante la PCR en tiempo real

Para la realizacion de la PCR en tiempo real, se empled el termociclador LightCycler

480 (Roche); y el sistema de deteccidn del fluorocromo SYBR® Green |.

Las reacciones para los ensayos de PCR en tiempo real se llevaron a cabo en

placas de plastico de 96 pozos especiales para el equipo Lightcycler®480 (Roche).
La mezcla de reaccién para cada pozo consistio de:

e 1.5 L de agua grado PCR contenida en el kit comercial.
e 1.0 uL de la mezcla de los inciadores 20 uM.
e 5.0 uL de “LightCycler® 480 SYBR Green | Master” 10X

e 2.5 L de cDNA.
Cada reaccion se realizo por triplicado.

Con la mezcla de reaccion se llend cada pozo de la placa, se sellé con una lamina
plastica adherente y se centrifug6 a 1500 x g por 2 min. Posteriormente se coloco en
el equipo LightCycler® 480 (Roche) aplicando posteriormente el programa que se
describe a continuacion: un ciclo a 95°C durante 5 min, 45 ciclos en las siguientes
condiciones: 95°C durante 10 s, temperatura de alineamiento de 57°C durante 10 s 'y

72°C durante 10 s (en este punto se realiz0 la medicion de la fluorescencia),
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posteriormente un ciclo en las siguientes condiciones: 95°C durante 5 s a una

velocidad de 4.4°C/s, 65°C durante 1 min a una velocidad de 2.2°C/s y 97°C durante
5 s (durante esta fase se medi6 la fluorescencia en forma continua para construir la

curva de desnaturalizacién), y un ciclo final de enfriamiento a 40°C por 10 s.
Determinacion de la expresion genética relativa

El método descrito por Livack y Schmittgen (2001), se utiliz6 para determinar la
expresion genética en unidades de expresion relativa mediante la aplicacion de la
formula matematica 2°". La ACT se determiné al restar el valor de CT (“crossing
treshold”) del gen en estudio al valor de CT del gen rRNA 16S (rrsH) el cual es el gen
normalizador. Los valores obtenidos se multiplicaron por un factor tnico en todos los

resultados con la finalidad de que el resultado final fuera mayor o igual a 1.

Evaluacion de la formacién de biopeliculas

La capacidad de formacién de biopeliculas fué evaluada con la metodologia
propuesta por Saldafia y colaboradores (2014). A partir de los cultivos en fase

estacionaria se inocularon 10 pL en 990 pL de medio LB fresco.

Posteriormente, 200 uL de la suspensién bacteriana se colocaron en un pozo de una
placa de poliestireno (Costar) de 96 pozos; dicho procedimiento se realiz6 por

quintuplicado para cada cepa.

Las placas se taparon e incubaron a temperatura ambiente durante 24 h. Después
del periodo de incubacién, se removieron las células planctonicas con una

micropipeta y se realizaran tres lavados con 200 pL de PBS 1X. A continuacion, se
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adicionaran 100 pL de cristal violeta al 1% y se dej0 incubando a temperatura

ambiente por 20 min.

Después, el cristal violeta se retird y las células se lavaron de nuevo tres veces con
200 puL de PBS 1X. Las biopeliculas se dejaron secar y posteriormente fueron

solubilizadas con 100 pL de etanol al 70% por 5 min.

La cantidad de cristal violeta adherida a la biopelicula se cuantific6 mediante
espectrofotometria en el lector Multiskan (Costar) determinando la densidad Optica

(DO) a 600 nm.

Analisis estadistico de los resultados

Con la finalidad de detectar diferencias significativas en la expresion genética 'y en la
formacion de biopeliculas, de las diferentes cepas de K. pneumoniae, se efectud un
analisis paramétrico de varianza unifactorial (One Way ANOVA) y una comparacion
multiple de Tukey empleando para ello el software estadistico GraphPad PRISM 5.0.

Los valores de p<0.05 se consideraron como estadisticamente significativos.

Jestis Ruiz Rosas 23



Andlisis de la expresién genética del pili tipo 3 de Klebsiella pneumoniae

en aislados clinicos y su relacion con la ]_‘ormacién de biogell'culas
7. RESULTADOS

Aislamiento de DNA genomico de K. pneumoniae 123/01

El DNA de la cepa de K. pneumoniae 123/01obtenido presenté una calidad buena
para la realizacion de los experimentos subsecuentes (Figura 4). Asi mismo, se
obtuvo una concentracion de 1483.2 ng/ul y una pureza de 1.86 segun el cociente de
absorcion A260/280nm.

12000 pb —>

2000 pob—>

1000 pb—>

Figura 4. Electroforesis del DNA gendmico de K. pneumoniae 123/01. Carril 1, Marcador de
tamafio molecular de 1 kb; carril 2, DNA gendémico obtenido de K. pneumoniae 123/01.

Genes candidatos y disefio de sus iniciadores

De los dos genes seleccionados (rrsH y mrkA) se disefiaron los pares de iniciadores
empleando el programa bioinformético primer 3 plus con base en la cepa de
K. pneumoniae NTUH-K2044, cuyo genoma sSe encuentra completamente
secuenciado y anotado en la pagina del “Centro Nacional de Informacién

Biotecnoldgica” (NCBI: por sus siglas en inglés).
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En la tabla 1 se muestra la secuencia de los iniciadores seleccionados asi como el
tamafio de los amplicones. Los iniciadores se probaron por PCR convencional
empleando DNA gendmico de la cepa de K. pneumoniae 123/01; de esta forma se
comprobd que los iniciadores si amplificaban los fragmentos de los tamarfios

esperados para cada uno de los genes empleados en este estudio (Figura 5).

Tabla 1. Secuencia de los oligonucleétidos y tamafio de los amplicones para
los dos genes de K. pneumoniae en estudio.

Gen Secuencia del iniciador (5" —=>37) | Tamafo del
amplicén
(pb)
H F.TGATCTGGCTTCGTTAGAACC 103
res

R:GTCCACCACCCTGCACTACC

KH F.AGGTGCGCTGTATCGACGAA 116
mr
R:ACAGTGGCGACCACAAACTC
1 2 3 4 5
12000 pb—>
650 pb —>
200 pb —>
100 pb —>

Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los fragmentos amplificados por PCR
para los dos genes en estudio de K. pneumoniae 123/01. Carril 1, Marcador de tamafio
molecular 1 Kb plus Invitrogen®; carriles 3 y 5 control negativo de cada gen al usar como molde en
la reaccién de PCR agua MilliQ estéril; carril 2, amplicon correspondiente al gen rrsH; carril 4,
amplicon correspondiente al gen galF.
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Construccién de las curvas estandar.

Los DNA"s gendmicos diluidos desde 100 ng/uL hasta 0.001 ng/puL se amplificaron
mediante PCR en tiempo real, para los dos genes estudiados. Posteriormente, se
construyeron las curvas de amplificacion graficando en el eje de las “y” la intensidad
de fluorescencia y en el eje de las “x” el ciclo de PCR (Figura 6); en esta figura se
muestra que a mayor concentracion de DNA, la fluorescencia debida a la
amplificacion se detectd en un menor numero de ciclos de la PCR. Por ejemplo, para
el gen rrsH (rRNA 16S), la fluorescencia comenzo a detectarse después del ciclo 10
cuando la muestra contaba con 100 ng/uL de DNA; mientras que para 10 ng/uL, la
fluorescencia se detecto justo después del ciclo 15 y para 1 ng/pL hasta el ciclo 20 y
asi sucesivamente.

A)

B)

Figura 6. Curvas de amplificacion para los genes rrsH y mrkA de K. pneumoniae. Todas las
curvas se realizaron por triplicado. Cada gréfica presenta cinco curvas de izquierda a derecha que
contienen 100, 10, 1, 0.1 y 0.01 ng/uL de DNA, respectivamente. A) Curvas de amplificacion
correspondientes al gen rrsH. B) Curvas de amplificacion correspondientes al gen mrkA.
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Las curvas estandar se generaron automaticamente por el software del equipo

termociclador de PCR en tiempo real Light Cycler 480® de Roche mediante la
férmula de la recta (Figura 7). En cada una de las curvas se determiné la eficiencia
de reaccion, las cuales resultaron en 1.98 y 1.92 para los genes rrsH y mrkA,
respectivamente. Estos resultados indicaron que las condiciones establecidas para
las reacciones de PCR en tiempo real eran adecuadas para analizar posteriormente

la expresion de los genes en estudio.

A)

B)

Figura 7. Linearizacion de las curvas de amplificacién (curvas estandar). A) Curva estandar
correspondiente al gen rrsH. B) Curva estandar correspondiente al gen mrkA.
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Asi mismo, se demostr6 mediante analisis del producto de PCR por curva de

desnaturalizacion, que no se presentaron productos inespecificos en la reaccién
(Figura 8), ya que en cada una de las gréficas para los dos genes (rrsH y galF), solo
se presentd un pico o producto de desnaturalizacion, indicativo de que durante la
PCR cuantitativa solo se gener6 el amplicon correspondiente para el cual los

iniciadores fueron disefados.

A)

B)

Figura 8. Curvas de desnaturalizacion de los productos de amplificacion de los genes
en estudio de K. pneumoniae. A) Curva de desnaturalizacion correspondiente all gen
rrsH. B) Curva de desnaturalizacion del gen mrkA. En ambas curvas se observa un solo
pico alrededor de 85°C, lo que indica que las reacciones de PCR en tiempo real son
especificas para cada gen en estudio.
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Extraccion de RNA de las cepas clinicas de K. pneumoniae

Se realizé la obtencién del RNA total a partir de las ocho cepas de K. pneumoniae
aisladas de pacientes pediatricos con sepsis nosocomial. Al cuantificar en el
Nanodrop 1000 el RNA total aislado de las ocho cepas se obtuvieron
concentraciones entre 836.6 y 1197.4 ng/uL y purezas de 2.02 a 2.18 segun el
cociente de absorcion A260/280 nm (Tabla 2).

Tabla 2. Cuantificacion del RNA total aislado de las cepas de K. pneumoniae.

Cepa Concentracion de Cociente
RNA (ng/pL) A260/280 nm
1 1778.6 2.02
2 1618.8 2.15
3 1661.4 2.18
4 836.6 2.11
5 946.6 2.17
6 885.2 2.05
7 1197.4 2.14
8 1003.4 2.09

Para comprobar la ausencia de DNA en las muestras de RNA total, se realizé una
PCR en tiempo real empleando iniciadores especificos para el gen constitutivo rrsH
que codifica para el RNA ribosomal 16S de K. pneumoniae, como control positivo de
la reaccion; se emple6 DNA gendmico a una concentracion de 100 ng/puL. No se
detectdé amplificado alguno en las ocho muestras, por lo tanto el RNA total se
encontro libre de DNA (Figura 9).

La integridad del RNA se comprobd mediante el andlisis de 1 ug de cada muestra de
RNA empleando un gel de agarosa al 2% en condiciones desnaturalizantes con
hipoclorito de sodio al 1%. La integridad del RNA fue adecuada en todos los casos
para continuar con los experimentos ya que las bandas correspondientes al
rRNA 23S y rRNA 16S se observaron con una calidad optima (Figura 10).
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Figura 9. PCR en tiempo real del gen rrsH en las muestras de RNA total de K. pneumoniae.
Se observan las curvas de amplificacion. En el eje de las “Y” se indica la fluorescencia y en el de las
“X" el ciclo de PCR. La flecha roja indica la fluorescencia del DNA gendémico de K. pneumoniae 123/01
(usado como control positivo: 100 ng/uL, por duplicado). La flecha azul indica la no fluorescencia de
las ocho muestras de RNA total obtenido de las cepas de K. pneumoniae en estudio.

rRNA 235>
rRNA 165 —>]

Figura 10. Electroforesis del RNA total de las ocho cepas de K. pneumoniae. Se utilizé un
gel de agarosa al 2% en condiciones desnaturalizantes con hipoclorito de sodio al 1%. EI RNA
total fue obtenido a partir de cultivos in vitro en medio LB en fase logaritmica de crecimiento de
las ocho cepas de K. pneumoniae estudiadas. Las bandas correspondientes al rRNA 23S y al
rRNA 16S se observan de manera nitida indicando una integridad adecuada.
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Expresion genética relativa de las ocho cepas de K. pneumoniae

Los valores de expresion genética relativa del gen mrkA para los ocho aislados
clinicos de K. pneumoniae, los cuales fueron obtenidos mediante la férmula 2. El
valor de ACT se determiné al restar el valor de CT del gen mrkA del valor de CT del
gen normalizador rrsH (16S rRNA) para cada cepa en estudio, el resultado final se
multiplicé por 1000, con la finalidad de obtener en todos los casos valores por arriba
de la unidad. En todos los casos los valores de CT fueron menores a 30, por lo cual
se consideraron como resultados de expresion genética positiva. Los resultados se

expresan en unidades de expresion relativa y se muestran en la Figura 11.

Las cepas 2, 3 y 8 fueron las que mostraron los niveles mas altos de expresion
genética relativa del gen mrkA, seguidas por las cepas 4, 5y 6. Lascepas 1y 7

presentaron los niveles menores de expresion del gen mrkA (Figura 11).

Expresion genética de mrkA
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Figura 11. Expresion del gen mrkA en las ocho cepas de K. pneumoniae aisladas de pacientes
pediatricos con sepsis nosocomial. Resultados de expresidén genética relativa de mrkA. Las cepas
2, 3 y 8 muestran los valores mas altos de expresion genética, seguidas de las cepas 4, 5 y 6. Las
cepas 1y 7 presentan los niveles mas bajos de expresion genética. *p<0.05 y **p<0.01 de acuerdo a
la prueba estadistica One way ANOVA y comparacion multiple de Tukey con respecto a la cepa 1, la
cual produjo menos biopelicula.
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Evaluacion de la formacién de biopeliculas

Al comparar los resultados de la formacion de biopeliculas entre los ocho aislados
clinicos de K. pneumoniae, interesantemente, estos concordaron con los
previamente observados en la expresion genética al observarse también que las
cepas 2, 3 y 8 presentaron los mas altos niveles de formacion de biopelicula. Las
cepas 4, 5 y 6 presentaron niveles intermedios, mientras que las cepas 1y 7
presentaron los niveles de formacion de biopelicula méas bajos (Figura 12).
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Figura 12. Evaluacion de la formacion de biopeliculas en las ocho cepas clinicas de
K. pneumoniae aisladas de pacientes pediatricos con sepsis nosocomial. A) Resultados de la
cuantificacion de las biopeliculas al solubilizar el cristal violeta retenido con etanol al 70%. Los
valores estdn expresados en unidades de absorbancia a una DO de 600 nm. B) Observacion
macroscoépica de las biopeliculas tefiidas con cristal violeta de las ocho cepas en estudio. *p<0.05 y

**p<0.01 de acuerdo a la prueba estadistica One way ANOVA y comparacion multiple de Tukey con
respecto a la cepa 1, la cual produjo menos biopelicula.
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Relacion entre la expresion genética de mrkA, la formacion de biopeliculas y la

severidad del cuadro clinico de los pacientes.

La relacion entre la sobre-expresion del gen mrkA y la formacion de biopeliculas con
la severidad del cuadro clinico de los pacientes pediatricos con sepsis nosocomial se

muestra en la tabla 3.

Los resultados indican que las cepas 1, 5, 6 y 8 fueron aisladas de pacientes donde
se desencadend choque séptico. Los resultados indican que no existe una relacion
evidente entre la sobre-expresién genética del pili tipo 3, la formacion de biopeliculas
y la gravedad del cuadro clinico del paciente como lo es el choque séptico lo que
podria indicar que podrian existir otros factores que pueden desencadenar tal
complicacion de la sepsis nosocomial, tales como el estado inmunoldgico debilitado

de los pacientes.

Tabla 3. Relacion de la sobre-expresion de la capsula de K. pneumoniae y la
complicacién de choque séptico en los ocho pacientes pediatricos con sepsis
nosocomial.

Paciente | Edad Expresion ) Formacion de Patologia Choque
(sexo) | (afios) del gen mrkA biopelicula inicial séptico
1(F) 5 2.13 Baja LLA Si
2 (F) 10 7.85 Alta LH NO
3 (M) 6 7.72 Alta LLA NO
4 (F) RN 4.46 Intermedia HC NO
5 (M) 8 4.51 Intermedia LLA Sl
6 (M) 6 4.49 Intermedia FQ Sl
7 (M) 10 2.24 Baja oS NO
8 (F) 6 7.78 Alta LLA Si

F: Femenino, M: Masculino, RN: Recién nacido, LLA: Leucemia Linfoblastica Aguda, LH: Linfoma de
Hodgkin, HC: Hidrocefalia, FQ: Fibrosis Quistica, OS: Osteosarcoma. *Unidades de expresion relativa.
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8. Andlisis de resultados

En la actualidad, K. pneumoniae ha tomado importancia en el area de la
bacteriologia médica y la infectologia ya que se han reportado brotes
epidemiologicos de cepas resistentes a multiples antibidticos por lo cual el
tratamiento empirico de las sepsis nosocomiales la mayoria de las veces falla y
origina complicaciones como el choque séptico y la falla multiorganica que pueden

ambas conducir a la muerte del paciente.

El estudio de los factores de virulencia desde el punto de vista genético mediante las
herramientas de biologia molecular, hoy en dia son de gran utilidad ya que permiten
investigar los factores de riesgo que pueden originar complicaciones en los pacientes

infectados con este patdogeno oportunista.

En este estudio, se analizo la expresion genética del pili tipo 3 midiendo la expresion
relativa del gen mrkA, el cual codifica para la pilina mayoritaria del pili tipo 3. Se
analizaron los niveles de expresion genética relativa de mrkA en ocho aislados
clinicos de K. pneumoniae provenientes de pacientes que presentaron sepsis
nosocomial durante el mes de enero del 2015 en el Hospital de Pediatria del Centro
Médico Nacional Siglo XXI del Instituto Mexicano del Seguro Social y ademas se
determind el nivel de biopeliculas formado por estas cepas y finalmente se realizé
una relacion entre los aislados clinicos y la complicacion de la sepsis nosocomial

mas comun: el choque séptico.

Los pilis o fimbrias de las bacterias son relevantes para la adherencia a las células
del hospedero asi como para la formacion de biopeliculas sobre superficies bibticas y
abidticas. En el presente estudio, se encontr6 un incremento significativamente
mayor en la expresion del gen fimbrial mrkA, en tres de los ocho aislados clinicos
analizados. En contraste, los niveles de expresion del gen mrkA en dos cepas fueron
considerablemente menores. Tres cepas presentaron niveles intermedios de

expresion genética de mrkA.
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En cuanto a la formaciéon de biopeliculas los resultados correlacionaron con lo

observado en la expresion genética de mrkA, por lo cual este estudio pone en
evidencia que existe una relacion directa entre la expresion genética del pili tipo 3 'y

el fenotipo de formacion de biopeliculas.

Con respecto a la relaciébn entre la expresion del gen mrkA, la formacién de
biopeliculas y la manifestacion de choque séptico en los pacientes, de los cuales se
aislaron las cepas analizadas, no hubo evidencia alguna de la asociacion entre la
posible hipervirulencia de las cepas por la capacidad de formar biopeliculas y la

severidad de los cuadros clinicos de los pacientes.

Interesantemente, de las tres cepas hiperproductoras de biopelicula (cepas 2, 3y 8),
solo una fue aislada de un paciente que en ese momento presentaba choque
séptico; estos hallazgos podrian indicar que la infeccibn debida a esa cepa
hiperproductora de biopelicula estuviera asociada con la severidad y/o complicacion
del cuadro clinico, tal como lo es el choque séptico. Sin embargo, las otras dos cepas
hiperproducoras de biopelicula se aislaron de pacientes que no manifestaron
complicacion alguna de la sepsis nosocomial. Ademas, una de las cepas aisladas
(cepa 1); la cual produjo bajos niveles de biopelicula, también fue aislada de un
paciente con choque séptico, lo que podria sugerir que a pesar de que la cepa no
presentd una posible hipervirulencia asociada a la sobre-expresion del gen mrkA (pili
tipo 3), el paciente desarroll6 choque séptico debido a su estado inmunoldgico
deprimido ya que tenia Leucemia linfoblastica aguda como patologia inicial,
enfermedad crénica conocida por abatir dramaticamente el estado inmunoldgico de

los pacientes (Tabla 3).

El 75% de los pacientes con sepsis nosocomial presentd una patologia hemato-
oncoldgica y los tres pacientes de los cuales se aislaron las cepas hiperproductoras
de biopelicula presentaron como patologia inicial Leucemia Linfoblastica Aguda,
enfermedad que se ha relacionado en diversos estudios con la susceptibilidad a
complicarse con sepsis nosocomial ya que los tratamientos quimioterapéuticos en

estos pacientes son invasivos y requieren de la colocacion de catéteres que son
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altamente susceptibles a la contaminacion por microorganismos que pueden

diseminarse al torrente sanguineo y establecerse en multiples érganos y tejidos.

Varios estudios han puesto en evidencia que la presencia de un patégeno mas
virulento puede desencadenar un choque séptico; una complicacion de la sepsis
nosocomial, sin embargo, es importante mencionar que son varios los factores que
pueden desencadenar el choque séptico como complicacién de la sepsis nosocomial,
tales como: la patologia inicial de los pacientes, los procedimientos invasivos, la
higiene de las areas hospitalarias y del personal que manipula a los pacientes, asi

como la virulencia de los patégenos y la resistencia a los antibiéticos de los mismos.

Para obtener datos mas alentadores acerca de la relacion de la virulencia asociada
con los altos niveles de expresion genética del pili tipo 3 y las complicaciones en los
pacientes pediatricos con sepsis hosocomial se requieren de estudios con un mayor
namero de muestras y con otros experimentos, tales como evaluacion de la

adherencia a células epiteliales de pulmon y a macrofagos in vitro.

Los datos generados en este trabajo amplian nuestra perspectiva acerca del papel
relevante del pili tipo 3 en la virulencia de K. pneumoniae. Experimentos futuros
mostraran con mas detalle el papel del pili tipo 3 en la patogénesis de este

microorganismo y su asociacion con las complicaciones derivadas de tal patologia.
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9. CONCLUSIONES

e La expresion del gen mrkA fue mayor en tres de las ocho cepas analizadas.

e La formacion de biopeliculas correlacion6 con la expresion genética de mrkA.

¢ No hubo asociacion ente la expresion del gen mrkA, la formacion de biopeliculas y
la severidad del cuadro clinico de los pacientes, de los cuales se aislaron dichas
cepas estudiadas.
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10. PERSPECTIVAS

e Analizar la expresion del gen mrkA de los aislados clinicos al contacto con células

epiteliales y macroéfagos.

e Realizar ensayos de adherencia con células epiteliales y macréfagos y

correlacionar los resultados con la formacion de biopeliculas.

e Evaluar la expresion genética de otros factores de virulencia, tales como la
capsula, el lipopolisacarido y los sider6foros en estos aislados clinicos de

K. pneumoniae.
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