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RESUMEN

Los derivados del péptido LL- 37, una catelicidina del sistema inmune han sido
ampliamente estudiados por sus efectos antimicrobianos; en el presente
estudio se evalla el efecto antibiopelicula de sus derivados LL37- 1y DLL-37
disefiados por el grupo de investigacion REMA sobre la expresion de algunas
proteinas del sistema de Quorum sensing, para ello se evalué la presencia de
algunos genes de complejo agr, se tipifico el AIP por medio de PCR
convencional y se realizé un analisis de expresion relativa de los genes del
sistema por medio de PCR en tiempo real para aislamientos clinicos de S.

aureus y S. epidermidis productores de biopelicula.

En cada una de las cepas se encontrd al menos uno de los genes del complejo,
con lo cual se pudo evidenciar la presencia del sistema en todas las cepas
estudiadas, en cuanto al efecto de los péptidos sobre su expresion se observan
diferentes efectos individuales para cada una de las cepas que las cepas de S.
aureus tienen una disminucién de la expresion del gen agrA a las 8 y 10 horas
con el péptido LL-37 y las cepas de S. epidermidis a la 10 horas con el péptido

DLL-37 para el gen agrB.
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OBJETIVOS

General

Determinar el efecto de los péptidos LL-37 sobre la expresion del Quorum

sensing en cepas de S. aureus y S. epidermidis.

Especificos

1. Determinar mediante herramientas de bioinformatica los primers para
los genes agrA, agrB agrC, agrD que intervienen en el proceso de
Quorum sensing en cepas de S. aureus y S. epidermidis.

2. ldentificar los genes del operon agr y los autoinductores que intervienen
en el proceso de Quorum sensing en cepas de S. aureus y S.
epidermidis.

3. Medir el nivel de expresiéon de los genes agr involucradas en el proceso
de comunicacién bacteriana Quorum sensing en diferentes cepas de S.

aureus y S. epidermidis en ausencia y presencia de los péptidos LL-37.
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INTRODUCCION

Los reportes epidemioldgicos en el 2006 de la revista Emerging Infectious del
Centers for Disease Control and Prevention (CDC), los Staphylococcus spp
fueron reportados como patdégenos adquiridos en la comunidad y causantes de
infecciones nosocomiales, también menciond, el primer casos en Colombia de
celulitis y fascitis necrotizante causado por S.aureus adquirido en la comunidad
(1). En 2014 el CDC publicé el resumen datos reportados sobre patdgenos con
resistencias a antimicrobianos asociados con infecciones en servicios de salud
donde los S. aureus presento una resistencia el 11.8% de las cepas

estudiadas y los Staphylococcus coagulasa negativa (SCN) (7.7%). (1)

En Inglaterra en el afio 2012, el segundo patégeno mas frecuente aislado
procedimientos quirargicos fue S. aureus (24%) de los cuales el 18% mostré
resistencia a la Meticilina, y los SCN se encontraron asociados a implantes (2).
Segun el sistema de reporte del National Nosocomial Infections Surveillance
(NNIS), durante el 2003, el 59.5% de los S. aureus y el 89.1% de los SCN
procedentes de infeccion en pacientes de Unidad de Cuidados Intensivos son

resistentes a la meticilina (3).

Para Colombia segun los informes publicados Grupo para el Control de la
Resistencia Antimicrobiana en Bogota (GREBO), en el afio 2016 S. aureus fue
el responsable del 5 al 10% de las infecciones en pacientes hospitalizados y de
Unidad de Cuidados Intensivos (UCI) adultos y del 5 al 15% de UCI pediatrica 'y
neonatal con un aumento de resistencia a la Meticilina. Con respecto a S.
epidermidis, este representa del 5 al 10% de los responsables de infeccion en
hospitalizacion y UCI adultos y pediatrica. Para la UCI neonatal, S. epidermidis

es el patégeno mas frecuentemente aislado (20- 25%) (4)

Antes de que la era de los antibidticos comenzara, el pronéstico de los
pacientes con infecciones estafilococicas severas se consideraba de prondstico
reservado; sin embargo el descubrimiento de la penicilina en 1940 reverso
drasticamente esta situacién (6), pero con el uso indiscriminado de los
antibiéticos la resistencia a los antimicrobianos vuelve a ser desfavorecedor,

para el tratamiento de las infecciones. (5)
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Esto ha llevado a diferentes investigadores a dirigir sus estudios en el disefio 0
bdasqueda de agentes bactericidas/ bacteriostaticos o el uso de terapias
alternativas para atenuar la patogenicidad y asi lograr la resolucién a
infecciones causadas por diferentes especies de este género bacteriano como
es el caso de los péptidos antimicrobianos derivados de la catelicidina humana
LL37 (5-7)
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MARCO TEORICO

1. Staphylococcus sp.
Los Staphylococcus spp. causan diferentes enfermedades en los seres
humanos siendo los méas frecuentemente aislados S. aureus y S. epidermidis
debido a que ellos tiene la capacidad de colonizaciéon y adhesion en piel,
hueso, tejidos blando, pulmon, rifion, corazon, entre otros, lo que permite ser
clasificados como microrganismos patdgenos (8).

a. Staphylococcus aureus

S. aureus es una bacteria comensal que se encuentra
aproximadamente en el 30% de la poblacion humana, ha sido
considerado el principal patdgeno que causa infecciones nosocomiales
en las unidades de cuidados intensivos mediante la evasion del sistema
inmune al bloquear la quimotaxis de leucocitos, secuestrando los
anticuerpos del huésped, escapando de la deteccion por medio del
polisacarido capsular (9).

b. Staphylococcus epidermidis

S. epidermidis es la especie bacteriana mas prevalente de los
Staphylococcus coagulasa negativa, ha sido reconocido como un
importante reservorio de genes de resistencia que por medio de
transferencia horizontal aumentan la patogenicidad de S. aureus, se
encuentra en piel y mucosas humanas, en los ultimos afios se ha
reportado como un importante patégeno nosocomial, particularmente en

pacientes inmunocomprometidos principalmente en neonatos (10).

Estas bacterias tienen una gran variedad de estrategias para sobrevivir cuando
son sometidas a estrés, mediante la disminucion o inactivacion de su
crecimiento cambia las principales funciones celulares como es su
metabolismo, con el fin de prevenir el dafio celular y su supervivenciay como
todo ser vivo se organiza espontaneamente dentro de un complejo sobre
diferentes escalas de longitud, para lo cual requiere comunicacion mediante
un amplio rango de comportamiento social, incluyendo la cooperacién de las
células o colonias bacterianas de un grupo individual, dependiendo de la
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densidad celular pues en bajas concentraciones promueve la union vy
colonizacion, mientras que a altas densidad la bacteria inicia un proceso es
secrecion de toxinas y proteasas presumiblemente para la diseminacion
bacteriana, mediante una sefalizacion interna quimica que se va
incrementando y acumulandose a medida que la densidad poblacional

aumenta a esto se le denomina quorum sensing (QS) (11)
2. Quorum sensing (QS)

Este sistema de QS es controlado cuando la comunidad bacteriana llega a la
maxima intensidad o concentracion de sefalizacion e interactia con una
proteina receptora, causando un cambio coordinado en la expresion del gen en
la poblacion. Muchos tipos de sefializacion existen, las bacterias Gram
negativas utilizan la acil homoserina lactona y las bacterias Gram positivas
emplean oligopéptidos cortos comunmente llamadas feromonas, que
contienen un compuesto anhidrido ciclico que es requerido para la actividad y

prevenir la dimerizacion por formacion de puentes disulfuro (11).

Estos oligopéptidos de secrecion son autoinductores (Al) del QS, usa dos
sensores de quinasa para la deteccion de sefales peptidicas que favorece la
comunicacién célula-célula mediante fosforilaciony la unién al DNA y de esta
manera regula la transcripcion de genes, que como consecuencia afecta el
comportamiento da la bacteria, modifica los péptidos ciclicos, estos Al es un
sistema para que las bacterias patdgenas, lo utilicen como una molécula sefial

para favorecer la colonizacion en el huésped. (12)

El Al-1 presenta dos funciones una es la de difundirse a través la célula y
liberarse en el al ambiente, la otra funcion la realiza simultdneamente y es

favorecer el crecimiento concentracion bacteriana (13)

El Al-2 se encuentra unido al espacio periplasmico, se considera un gen
regulatorio que se une a moléculas sefales especificas, se incrementa en la
fase exponencial, en S. aureus y S. epidermidis regula la secrecion de los

factores asociados a la virulencia, alteran las modulinas solubles en fenol
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reconocidas como un factor importante en los procesos inflamatorios y evasion

del sistema inmune (13)

El péptido autoinductor (PAI) cumple las funciones de autoinductor como
molécula sefial a través de un ligando extracelular que actia como un sensor
en la densidad de la poblacion, alcanza su maxima expresion en la fase
logaritmica tardia y en la fase estacionaria en bacterias, en este sistema el QS
es codificado por el gen agr, el cual es un péptido ciclico con actividad auto
catalitica que mediante sefales polipeptidicas, regula la expresion de diversas
proteinas de superficie celular, exotoxinas, factores de virulencia y otros genes
accesorios a través de un modelo de sefalizacion clasica de auto-activacion
(14,15)

El locus agr comprende genes agrA, agrB, agrC, y agr-D cada uno con

caracteristicas especiales tales como:

a. AgrA

Induce la transcripcién de P2 y P3; P2 induce la produccion RNAII, es un
transcrito es policistronico que tiene actividad autocatalitica, y P3 inicia su
producciéon mediante el transcrito RNAIIl sus funciones es la transduccién
de proteinas de sefal, codifican para una variedad de exoproterinas de
superficie celular que van a favorecer la colonizacion bacteriana tales como
proteina A , las proteinas de unién al fibrinbgeno y activa la expresion de

genes para la secrecion de exotoxinas y enzimas que degradan tejido (16)

Otra de las funciones de RNAIII es favorecer la colonizacion e invasion en la
infeccion Staphylococcus, asi como la expresion de varios factores de
virulencia tales como la alfa-Toxina, beta- Toxina y d- Toxina, la serin
proteasa, DNasa, fibrinolisina, enterotoxina, la toxina del sindrome de shock
toxico (SST-1); en S. aureus por su parte, en S. epidermidis es el
responsable de la regulacion de la expresion de proteasas, d- toxina, lipasa

y exopolisacarido (17).

b. AgQrB
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Es un péptido activador consta de una proteina con seis segmentos
transmembranal de los cuales 4 son a hélices y dos presentan regiones
altamente hidrofilicas, se encuentra localizado en la membrana
citoplasmatica, donde induce su propia sobrexpresion, se considera que es
responsable de la modificacion post transcripcional en los Staphylococcus,
por la liberacion de la thiolactona, reaccion que ocurre durante la
maduracion de la feromona. Su secuencia varia de acuerdo a la especie de
Staphylococcus y son divergente excepto en la region N- terminal localizada

en el citoplasma (18).

c. AgrC

Es una proteina de membrana, el extremo carboxiterminal contiene muchos
motivos de histidina quinasa altamente conservado se encuentra
localizado dentro del citoplasma, el N-terminal presenta un sensor de
dominio integrada dentro de la membrana citoplasméatica para facilitar la
union al ATP, que va a permitir activar los componentes internos de la via
de sefializacién, mediado por el receptor oligomérico y la unién al ligando
responsables de la oligomerizacion. AgrC varia en las diferentes especies

de Staphylococcus por la divergencia presentada en su N-terminal (19).

Para la activacion de AgrC se requiere la presencia de un grupo de
autoinductores que puede ser inhibido por un grupo heterélogo de los
mismos AIP’s. Basado sobre la activacion e inhibicién cruzada de los AIP,
se puede diferenciar cuatro grupos especificos de AIP's en S. aureus y tres

grupos en S. epidermidis (20).

d. agrD,

Contiene 28 residuos de cisteinas altamente conservados, la secuencia de
aminoacidos varia de acuerdo a la especie de Staphylococcus, pero 4 de
estos son comunes para todas las especies, se encuentra anclado en el
lado interno de la membrana citoplasmatica, formando una a- hélice
anfipatica en su N-terminal permitiendo Ila formacion de un anillo de
tiolactona, cataliza el intercambio de tioester y favorece la autoinduccion
del péptido autoinductor maduro que esta conformado de 7-9 aminoacidos

-18 -



en longitud de acuerdo a la especie en Staphylococcus y todos contiene
una molécula de tiolactona conformado por 5 aminoacidos, unidos en forma
de anillo a un tioester formado entre un grupo sulfhidrilo de residuo de
cisteinas conservadas en el grupo carboxilo terminal excepto en S.
intermedius (21,22)

Teniendo en cuenta que el QS controla la expresion de factores de virulencia
mediante el sistema de agr se requiere el desarrollo de nuevas terapéuticas
como son los péptidos antimicrobianos dentro de los que se encuentra las
catelicidina humana denominados LL-37 por los 37 amino&cidos de longitud,
Su estructura es una a- helicoidal (23)

3. Péptido LL-37

El péptido LL-37 se almacena en los granulos de los neutrofilos en forma de
pro péptidos, se encuentra células epiteliales ubicadas en el tracto
gastrointestinal y genitourinario, arbol bronquial y en la piel presenta la
capacidad de prevenir infecciones bacterianas especialmente por su actividad

antimicrobiana, antibiopelicula y anti Quorum Sensing (24).

El grupo de investigacion REMA en colaboracién con la Universidad Nacional
de Colombia ha disefiado péptidos derivados de la catelicidina humana, los
cuales conservan las caracteristicas del mismo; buscando mejorar los efectos
del péptido original. Entre ellos se encuentran el péptido LL37-1 y el DLL37 de
24 'y 25 aminoacidos respectivamente que presentan mayor score

antimicrobiano por bioinformatica.

Se ha demostrado que el enantiomero DLL-37 tiene una actividad biolégica
mas larga y no puede ser hidrolizado por las enzimas cataliticas. Es por esta
razon que se realizé la identificacion de los genes agrA y agrB involucrados en
el formacién del QS y determinar la expresion con los péptidos anteriormente

mencionados (25).
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METODOLOGIA

Se utilizaron 19 cepas de S. aureus y 17 cepas de S. epidermidis procedentes
de aislamientos clinicos (Sepsis, Infecciones de piel, infecciones asociadas a
catéter, entre otras), y 3 cepas ATCC (S. aureus USA 300 y S. epidermidis
35984 y 12228), que se encontraban crio preservados a -80°C en la cepario
del grupo de investigacion REMA de la Universidad Colegio Mayor de
Cundinamarca, de las cuales, la totalidad de los aislamientos de S. aureus
fueron proporcionadas por el laboratorio de genética molecular bacteriana de la
Universidad del Bosque. La nomenclatura y origen de las cepas se muestran
en el Anexo N° 1.

A las cepas seleccionadas para este estudio, previamente se les realizd
confirmacion por biologia molecular de género y especie (Anexo N° 2), curvas
de crecimiento con y sin péptidos LL-37, pruebas de susceptibilidad a
antimicrobianos y la deteccion de los genes del operon Ica ADBC y su gen
regulador IcaR. En el Anexo N°1 se presentan los nombres de las cepas
asignadas y la infeccion asociada a su aislamiento (Si esta es conocida) y

estos fueron claves como criterios de exclusion para este estudio.

1. Determinar mediante herramientas de bioinformatica los primers para
los genes agrA, agrB agrC, agrD que intervienen en el proceso de Quorum

sensing en cepas de S. aureus y S. epidermidis.
Para el disefio de los primers se llevo a cabo de la siguiente manera

a. Definir las secuencias consenso de cada uno de los genes
mencionados anteriormente: para esta identificacion inicialmente se
tomaron las secuencias reportadas en la base de datos de genes y
genomas del National Center for Biotechnology Information (NCBI), U.S.
National Library of Medicine de cada uno de los genes agrA, agrB, agrC y
agrD a estudiar, luego fueron sometidas a alineamiento con la herramienta
bioinformética de multALIN (Graficas 1y 2) la secuencia consenso de cada
uno de los genes del operon agr fueron analizadas en el programa

bioinforméatico Primer3Plus para el disefio de los primers (Graficas 3y 4).
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Grafica N° 1. Alineamiento de secuencias de agrA de S. epidermidis
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Grafica N° 2. Alineamiento de secuencias de agrB de S. epidermidis
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Grafica N° 3. Seleccion de primers para agrA de S. epidermidis

Pair 2:
Ll LeftPrimer 2: |Primer_1_F
[TGAGTCGTGTATGTGCTGTTTC

Sequence:

Start: 324 Length: 22bp Tm: 589°C GC: 455% ANY: 30 SELF: 0.0
[ RightPrimer2: |Primer_1_R

Sequence: ‘GCCAGTGAAA]TCGTAAACATGA

Start: 504 Length: 23 bp Tm: 612°C GC: 39.1% ANY: 50 SELF: 2.0
Product Size: 181 bp Pair Any: 5.0 Pair End: 3.0

| Send to Primer3Manager || Reset Form |

Grafica N° 4. Seleccion de primers para agrB de S. epidermidis

Pair 2:
Left Primer 2:  Primer_1_F

Sequence: CGGTACACATGCAAATTCGT

Start: 222 Length: 20 bp Tm: 59.5°C GC: 45.0% ANY: 4.0 SELF: 2.0
Right Primer 2: :Pri mer 1 R |

Sequence: TGCAGGTGCGTATAAAATCG

Start: 378 Length: 20 bp Tm: 59.7°C GC: 45.0% ANY: 4.0 SELF: 2.0

Product Size: 157 bp Pair Any: 6.0 Pair End: 1.0

b. Comprobar de la especificidad de los primers: para comprobar la
especificidad, la homologia y el mejor score de los alineamientos de cada

uno de los primers obtenidos anteriormente mencionados para S.
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epidermidis, se realiz6 en la base de datos Nucleotide BLAST® de NCBI
(Graficas 5- 8), y con el programa OlygoAnalyzer®. Posteriormente se
determind la formacion de estructuras secundarias para finalmente obtener

las secuencias de los primers que se muestran en la Tabla No. 1.

Grafica N° 5. Resultados del BLAST para el primer R de agrA S. epidermidis

Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0
7T Alignments )

Max | Total Query

Description score score cover value | 'dENt  Accession
taphylococcus epidemnidis strain GSF41498 chromosome, complete genome 401 401 100% 032 100% GCP0302451
taphylococcus epidemidis strain GTH12 chromosome 401 401 100% 032 100% CP0282821
taphylococcus epidemidis strain FDAARGOS 161 chromosome, complete genome 401 401 100% 032 100% CPO141321
taphylococcus epidemidis strain FDAARGOS 153 chromosome, complete genome: 401 401 100% 0.32 100%
taphylococcus epidemidis sirain DAR1907 chromoseme, complete genome 401 401 100% 032 100% CPO13
taphylococcus epidemidis sirain SEG5 chromosome 401 401 100% 032 100% CP0244371
taphylococcus epidemidis strain SEG0 chromosome 401 401 100% 032 100% cCPo244081
taphylococcus epidemids strain ATCC 12228, complete genome 401 401 100% 032 100% CP0222471
‘Staphylococous epideridss sirain 1457 chremosome, complete genome 401 401 100% 032 100% GCP0204631

cus epidemidis sirain 14.1R1 chromosome, complete genome 401 401 100% 032 100% CPO188491
taphylococcus epidemidis isolate BPH0662 genome assembly, chromosome: 1 401 401 100% 032 100% LT571449.1
‘Staphylococcus epidermidis sirain 949 S8 genome 401 401 100% 0.32 100% CP0109421
t

cus epidemidis strain SEI, complete genome 401 401 100% 032 100% CP00S0461
o 401 401 100% 032 100% HG813242.1
401 401 100% 032 100%

401 401 100% 032 100% A

401 401 100% 032 100% A

401 401 100% 032 "
01 a0t 100% 03 b /com

Grafica N° 6. Resultados del BLAST para el primer F de agrA S. epidermidis
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Grafica N° 7. Resultados del BLAST para el primer R de agrB S. epidermidis

Grafica N° 8. Resultados del BLAST para el primer F de agrB S. epidermidis

Es importante anotar que los primers agrA, agrB, y agrC para los S. aureus
fueron disefiados anteriormente en el grupo de investigacion REMA utilizando

las mismas herramientas bioinformaticas descritas.

c. Diferenciar los genes autoinductores para QS en las cepas de S.
aureus y S. epidermidis: La identificacion de las moléculas sefial del
sistema agr, para S. aureus, se evalué la presencia de los
autoinductores tipo I, II, I, IVy I, 1I, Il 'y en S. epidermidis usando los

primers y protocolo reportados por Shahin Najar Peerayeh et al. en el
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afio 2009 (26) y Li et al.,, en el afio 2004 (27) respectivamente, es
importante anotar que a estas secuencias se les realiz6 una andlisis

bionformético con los programa BLAST®, y OlygoAnalyzer®.

2. ldentificar los genes del operon agr y los autoinductores que
intervienen en el proceso de Quorum sensing en cepas de S. aureus y S.

epidermidis.

a. Extraccion de ADN de los aislamientos de S. aureus y S. epidermidis:
Se realizd siguiendo las instrucciones del fabricante mediante el Kkit
(promega Wizard® Genomic DNA Purification Kit Technical Manual) y
posteriormente se cuantifico el ADN obtenido en NanoDrop™ 2000/2000c

Spectrophotometers para verificar su concentracion y pureza. Ver Anexo |l

b. Amplificacion de los genes en estudio: La amplificacion de todos los
genes se realizo utilizando el protocolo de amplificacion que se muestra en
la Grafica N° 9 y MasterMix: Buffer de PCR 1X, MgCI2 3Mm, dNTP’s
0,2Mm, primers R/F 0,5Um/L, Taq polimerasa 0,25 U/uL

Grafica N° 9. Protocolo de amplificacion para deteccion de genes por medio de

PCR convencional

25 Ciclo

c. Visualizacion de los productos de amplificacion: se realizd la
electroforesis en gel de agarosa al 1.8% con buffer de corrido al 1X (0.9
M Tris-Borato, 0.002 M EDTA pH 8.0). Se sembraron 5ul de cada
amplicén y 3ul de PPM (HyperLadder IV) en el gel y se corrié a un
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voltaje de 80V por 50 minutos. La tincion del gel se hizo con GelRed
Nucleic Acid Stain 10000X in water de la casa comercial Biotium y se
observaron en el transiluminador marca BIORAD Universal Hood II.

3. Medir la expresion de los genes agr involucradas en el Quorum sensing
en cepas de S. aureus y S. epidermidis en ausencia y presencia de los
péptidos LL-37 y DLL-37

Los primers requeridos para la PCR en tiempo real fueron los mismos para los
genes agrA y agrB, que se emplearon en la PCR convencional, como genes
House keeping para S. aureus se usO Gyr-B y para S. epidermidis 16SRNA
ribosomal. Parala PCR en tiempo real se tuvo en cuenta que las 2 cepas en
estudio (Co81 y 22-6) y las tres cepas ATCC presentaran el operon QS, para
luego ser sometidos a el efecto de los péptidos LL- 37 y DLL-37 a un

concentracion final de 5 uM durante 8; 10 y 12 horas.

a. Extraccion de ARN: Se realiz6 por el método de Chomsisky (28)
agregando un tratamiento previo con proteinasa K a una concentracion
final de 25U/mL vy lisozima/lisostafina. a una concentracion
25mg/2mg/mL e incubacién a 37°C por 1 hora.

b. Sintesis del cDNA: Se siguieron los protocolos del kit Transcriptasa
Reversa Improm-1I™ de Promega.

c. Cuantificacién de los acidos nucleicos se llevaron a cabo en el equipo
Nanodrop Tecnocientific 2000.

d. Expresion de los genes: la PCR en tiempo real para el analisis de
expresion se realizé en el equipo BioRad CFX96 Touch™ Real Time
PCR System en el Laboratorio de Salud Publica de la Secretaria de
Salud Distrital de Bogota, utilizando el kit GoTag qPCR Master Mix de
Promega de acuerdo a las indicaciones del fabricante y usando el
protocolo de amplificacion que se muestra en la Grafica N° 10,
conservando la misma concentracion de la PCR convencional y la

lectura se analizé por medio de su software.
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Grafica N° 10. Protocolo de amplificacion para deteccion de genes por medio

de PCR en tiempo real

[350C
IE min.

220
15 seg.

45 Ciclos 1580
S .

e. Analisis estadistico: los datos se normalizaron usando el modelo
matematico para PCR en tiempo real propuesto por  Pfaffl y
colaboradores en el afio 2001(29). El analisis de estos datos se realizé
mediante el programa GraphPad PRISM, utilizando el test de ANOVA-1
via junto con el test de Bonferroni.
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RESULTADOS

En la Tabla N° 1 se presentan los primers utilizados en el estudio, tanto los
disefiados por el grupo de investigacion como los consultados en la literatura

para PCR convencional y en tiempo real.

Tabla N° 1. Primers para los genes agrA y agrB de S. epidermidis

Nombre Secuencia Tamafio T® Fuente
del mel_
producto | ting
AGREA-R | CGAAACAATTTTCGCCATTC
AGREA-F | CTCATTGCACATCTTGATAATCG 181 pb Grupo de
AGREB-R | TGCAGGTGCGTATAAAATCG investigacion
AGREB-F | CGGTACACATGCAAATTCGT 157 pb 60°C REMA
AGRA-R | TGTTACCAACTGGGTCATGC 150 pb
AGR-A-F | CCCTCGCAACTGATAATCCT
AGRB-R GTGCACCATGTGCATGTCTTC 205 pb
AGRB-F GACCAGTTTGCCACGTATCTTC
AGRC-R | AGACCTAAACCACGACCTTCAC 147 pb
AGRC-F TGACCCTATCATTCGCGTTG
SAI-R GTCACAAGTACTATAAGCTGCGAT 440 pb Shahin Najar
SAIIR GTATTACTAATTGAAAAGTGCCATAGC | 572 pb Zﬁ?;%%? et
SAIllI-R CTGTTGAAAAAGTCAACTAAAAGCTC 406 pb 58°C
SAIV-R CGATAATGCCGTAATACCCG 588 pb
SA-F ATGCACATGGTGCACATGC -
SEAI-R GCTGCAACCAAGAAACAACC 1022pb 60°C | Lietal. (2004)
SEAI-F CGTGTATTCATAATATGCTTCGATT
SEAII-R TATGCAAGCCAAGCACTTGT 453pb
SEAII-F GTGCGAAAGCCGATAACAAT
SEAIII-R CCTTGGCTAGTACTACACCTTC 615pb
SEAIII-F | GTGCTTGGCTTGCATAAACA
16SRNA- | CTAGAGGGGTCAGAGGATGTCA Grupo de
R 285pb investigacion
16SRNA- | GGCGACTTTCTGGTCTGTAACT REMA
=
GYRB-R | CGGCATCAGTCATAATGACGAT
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GYRB-F CAAATGATCACAGCATTTGGTACAG 91 pb

Para los genes agrC de S. aureus y agrD de ambas especies, los primers
disefiados no eran especificos debido a la longitud de uno de los genes y a la
escases de secuencias adecuadas para elaborarlos; sin embargo se evalla un
componente del Cassete de QS (agrBD) y uno del sistema de dos
componentes (agrAC) que ademas, se expresan como un transcrito por cada

pareja de genes.

En las gréficas 11- 13 se presentan las fotografias de los geles para los genes
agrA y agrB y agrC de S. aureus en los cuales se emplearon los primers
AGRA, AGRB y AGRC respectivamente En las graficas 14 y 15 se observan
los fragmentos amplificados para los genes agrA y agrB en las cepas de S.

epidermidis en los cuales se emplearon los primers AGREA y AGREB.

Gréfica N° 11. Deteccion electroforética del gen agr A en cepas de S. aureus

PPM 5-203 5-416 C227 C318 C478 C86 C81 C190 C42 C208 C145

200pb ==

150pb o eSoeoe o

100pb =

Gréfica N° 12. Deteccion electroforética del gen AgrB en cepas de S. aureus

3025-4105-416 USA Rx  C318 C478 12228 35984

300 pb
200pb
100ph

Gréfica N° 13. Deteccion electroforética del gen AgrC en cepas de S. aureus
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PPM5-4105-416 Usa 35984 12228

Gréfica 14. Evaluacion de la presencia del gen AgrA en cepas de S.

epidermidis

271 P2 2W [E 2@ 26

Grafica 15. Evaluacion de la presencia del gen AgrB en cepas de S.

epidermidis

PPM 246 23] 25 258 2w 249 2&E 272 218 211 23 281 265

200pb
100pb

157pb

Para la tipificacion de los Péptidos Autoinductores se realizaron PCR individual
para cada uno de los AIP's en S. epidermidis (Graficas 16 y 17) con los primers
SEAI, SEAIl y SEAIll y PCR duplex para S. aureus (Graficas 18 y 19)
empleando los primers SAI, SAIl, SAlll, SAIV, y SA.

Gréfica N° 16. Electroforesis de productos de PCR para deteccion de AIP tipo |

en S. epidermidis

PPM 2220 2291 24225 Use  12m 3S

1000pb
1022pb
PY 500pb
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Grafica N° 17. Electroforesis de productos de PCR para deteccion de AIP tipo

Il en S. epidermidis

PPM 246 22413 23 2. 25 25 2| 261 211 272 281 282 283 23

1000pb

453pb g0

Grafica N° 18. Tipificacion de los AIP's | y Il de S. aureus

PPM c23 ca2 c77 c81 c86C111 C190 C207 C208 C227 C145 C252 C318

572pb

440pb

Gréfica N° 19. Tipificacion de los AIP s lll y IV de S. aureus

Pm Cie S5 SA2 S0 S0 S-416 1228 12228 35584 Use

Los resultados de las PCR’s convencionales se presentan de manera detallada
en el Anexo N° 3. En las Tablas 2 y 3 se presenta de manera resumida la

distribucion general de los genes estudiados.

Tabla N° 2. Presencia de los genes agrA agrB y agrC en los aislamientos

clinicos de S. aureus y S. epidermidis.

en
Cepa agrA agrB agrC
100% 57,9% 100%

S. aureus (19) (12) (19)
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S. epidermidis

100%
17

76,4%
(13)

]

NA No aplica

Tabla N° 3. Tipificacion de los AIP’s de las cepas estudiadas

bESpe.C'a AIP | AP | AIPII | AIPIV
acteriana
42.1% | 31.5% | 10.5% 10.52%
S. aureus (8) (7) (2) 0%
94.10% | 5.80%
S. epidermidis (16) (1) 0% NA
* Sin amplificacion

NA No aplica

En cuanto al analisis de expresion relativa se seleccionaron las cepas COL81 y
22-6, las cuales no mostraron resultados significativos en los andlisis de
produccion de biopelicula y en las graficas 20- 29 se presentan los datos
normalizados y en la Tabla N° 4 se presentan los porcentajes de aumento o

disminucion en la expresion de los genes agrA 'y agrB.

Gréfica N° 20. Analisis de expresion del gen agrA en la cepa ATCC USA300
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Cambio en la expresién del gen

i -

p=0,0001
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10

12

Grafica N° 21. Andlisis de expresion del gen agrA en la cepa de S. aureus
coLs1

Cambio en la expresién del gen

154

10+

p=0,0002

El Control
[ Peptido D
B Peptido LL37

Tiempo (h)
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Grafica N° 22. Andlisis de expresion del gen agrA en la cepa de S.

epidermidis 22-6

1.5-
Bl Control

g 1 Peptido D
= Bl Peptido LL37
-
| = .
§1.0 < 0,000
.
o
s ]
=
HA - .
‘E -|— ook
o

]

8 10 12
Tiempo (h)

Grafica N° 23. Andlisis de expresion del gen agrA en la cepa de S.
epidermidis ATCC 12228
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Gréafica N° 24. Andlisis de expresion del gen agrA en la cepa de S.
epidermidis ATCC 35984

8 I Control
< 1 Peptido D
. Bl Peptido LL37
g 6
S
o
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8 10 12
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Grafica N° 25. Andlisis de expresion del gen agrB en la cepa de S.
epidermidis 22-6
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Gréafica N° 26. Andlisis de expresion del gen agrB en la cepa de

epidermidis ATCC 12228

Cambio en la expresién del gen

25+
20+
15-
p=0,0252

10+
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8 10 12
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B Peptido LL37

Grafica N° 27. Andlisis de expresion del gen agrB en la cepa de

epidermidis ATCC 35984
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Gréafica N° 28. Analisis de expresion del gen agrB en la cepa de S. aureus
coL81

)
i

Em Control
5 [ Peptido D
o 20 Em Peptido LL37
°
5
E 15- p=0,0068
(=N
* l
L]
E 10-
o
£
£ 5
o

u-!rjﬁ

8 12

Tiempo (h)

Gréafica N° 29. Andlisis de expresion del gen agrB en la cepa de S. aureus

ATCC USA300
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Tabla N° 4. Resultados del cambio en la expresion de los genes agrA y agrB después del tratamiento con los péptidos DLL-37 y

LL37-1
Genes agrA agrB
Horas ghoras 10horas 12'horas ghoras 10horas 12'horas
ATCC USA300 1.0%  |67.7% (***)| -218.7% | 60.7% (**) [-200.4% (**)| -75.7% -7.1% [ 83,5% (***)| -332.0% (80,6% (****)| -412.5% | -739,3(**)
oureus Col8l 57.1% | 49.3% (**) | -11.1% | 33.4% (**) | 61.3% (***)| -966.4 (**) | -834.3% -75.1% -23.5% -118.1% -46.2% -1617%
ATCC 12228 -100.5% | -268.4% -28.4% -413.8% | -1458.0% | -1187% | -1542.0% | -640.8% [953% (****)| -193% -339% 32.6%
S. epidermidis | atcc 35984 15.9% -437.0% 34.9% 36.9% 52.3% 67.9% 1.2% -247.0% [93,7% (****)(94,4% (****)|89,7% (****)(94,7% (****)
22-6 71,76% (**) | 86,6% (***)[99,8% (****)(99,9% (****)|  41.7% | 75,0% (**) |81,0% (****)| 78,7% (***) [99,8% (****)(99,9% (****)| ~ 41.7% | 75,0% (**)
Péptido empleado DLL-37 L137-1 DLL-37 LL37-1 DLL-37 L137-1 DLL-37 LL37-1 DLL-37 LL37-1 DLL-37 LL137-1
* hasta 0,0021 *hk p hasta 0,0002 hkk p < 0,0001



DISCUSION

S. aureus y S. epidermidis, en la actualidad estan presentando una gran
variedad de factores de virulencia como la formacion de proteinas
extracelulares de adhesion que permiten al organismo resistir a las defensas
del huésped, mediante la degradacion de las macromoléculas y elementos que

pueden generar efectos citotoxicos en los 6rganos y tejidos afectados(30).

La produccion de estos factores de virulencia es coordinada, controlada y
compleja donde se involucran sefiales regulatorias relacionados con el factor
de transcripcion del QS (agrA), llevadas a cabo por el sistema agr en

respuesta a la densidad poblacional.

A la totalidad de la cepas se les realiz6 PCR convencional empleando los
primers agrA, agrB y agrC que se disefiaron en el grupo de investigacion, pero
no se observo amplificacion para ninguna de las cepas de S. epidermidis, por la
alta variabilidad genética para estas secuencias, y esto llevo a la necesidad de
disefiar primers especificos para S. epidermidis, con los cuales si se evidencid

amplificacion.

En este estudio se encontro la presencia del gen agrA y agrC en el 100%, vy el
gen agrB en el 57,9% de las 19 cepas de S. aureus. En las cepas de S.
epidermidis el 100% se evidenci6 la presencia del gen agrA, y el (76,4%) la
presencia de agrB,

Sin embargo, estos resultados presentan alguna discrepancia con el estudio
realizado por Turkey y colaboradores en el afio 2018, donde encontraron que el
64.89% de las cepas presentaban el sistema agr pero que todas ellas eran
formadoras de biopelicula; estas diferencias pueden ser debidas a las
condiciones geograficas y las fuentes de aislamientos, aunque todas las cepas
evaluadas en el estudio fueran multidrogorresistentes y productoras de

biopelicula (31).

En la tipificacion de los Péptidos Autoinductores, de S. aureus se encontré que
el 42.1% de la cepas presentan AIP tipo |, el 31.5% tipo I, el 10.5% tipo Ill, dos
de las cepas estudiadas no presentaron homologia con ninguno de los primers

utilizados, estos resultados obtenidos, contrastan con los mencionado por
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Choudhary et al., que en el 2018 realiz6 el andlisis de secuencias reportadas
para S. aureus y encontro que 57,8% de las cepas poseen AIP |, 28,5% AIP I,
10,8% AIP llly 2,72 AIP IV (32).

Igualmente Jarraud et al., que en el afio 2001, por medio de la secuenciacion
de algunos de los genes del complejo encontrd la siguiente distribucion: 30,8%
con AIP tipo I, 24,7% con AIP tipo Il, 21,7% con AIP tipo Il y 22,7% con AIP
tipo 1V (33), y Leeuwen et al. En el afio 2000 encontr6é que la mayoria (92% de

las cepas estudiadas) poseen el AIP tipo | mediante un analisis de RFLP’s (34).

Podemos apreciar que al igual que en los estudios mencionados anteriormente,
sin importar la diversidad de metodologias utilizadas y aunque en el estudio de
Leeuwen no se presenten datos de la distribucion de los otros tipos de AlP, se
muestra la misma tendencia, en la cual el AIP tipo | es el mas comunmente

encontrado, seguido del AIP 1I, AIP 1l y el AIP IV como el menos frecuente.

En S. epidermidis, de los tres AlIP’s reportados para S. epidermidis, solo la
cepa 22- 82 presentd el tipo Il (5,8%), el resto amplificé el tipo | (94,1%). Para
S. epidermidis.

Para dar cumplimiento al tercer objetivo se realiz6 la expresién de los genes en
estudio mediante una gPCR relativa con el fin de comparar y cuantificar dos
condiciones diferentes, en ausencia y presencia de los péptido LL-37 y DLL-37
con el fin de determinar los cambios en los niveles del mMRNA comparandolo
con un control, a este se le aplicé un analisis estadistico ANOVA de una via,
con un IC 99% mediante el test de andlisis de varianza de Bonferroni.

Es por esta razén que podemos decir con certeza que en las cepas de S.
aureus, presentan una disminucion significativa de la expresion de agrA y agrB
a las 8 y 10 horas con los péptidos DLL-37 y LL37-1 y un aumento a las 12
horas con el péptido DLL-37 para la cepa ATCC USA300 y que en estos

resultados podemos observar la influencia de los péptidos LL-37 y DLL-37.

En las cepas de S. epidermidis se observa el siguiente comportamiento: en la
22-6 se observa disminucion de la expresion a las 8 y 10 horas con ambos
péptidos tanto para el gen agrA y agrB (p:0.0001); y a las 12 horas con el
péptido LL37-1 en la cepa ATCC 35984 se observa disminucion en las 10y 12
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horas con ambos péptidos para el gen agrB con el gen agrA se observa el
mismo comportamiento, aunque este no tiene significancia estadistica; y para
la cepa ATCC 12228 uUnicamente se observa disminucion de la expresion de

agrB a las 10 horas con el péptido DLL-37.

Por lo anterior podemos decir que la expresion relativa de los genes agrA y
agrB, para ambas cepas de S. aureus existe una disminucion estadisticamente
significativa de la expresién de la proteina reguladora del sistema (agrA) con el
péptido LL-37 a las 8 y 10 horas; en las cepas de S. epidermidis, se encontrd
una disminucion de la expresién de la proteasa modificadora del Péptido
Autoinductor (agrB) con el péptido DLL-37 a las 10 horas en todas las cepas
estudiados, el andlisis estadistico mostro que los resultados tienen p<0.05 con

un nivel de confianza del 99%.

Estos resultados nos permiten observar que los péptidos LL-37 y DLL-37
pueden tal vez generen cambios en la expresion de factores de patogenicidad
y como consecuencia generar la inhibicién de la formacion de biopelicula y la
inhibicién de la liberacion de diferentes toxinas dependientes de la densidad
poblacional que son responsables del dafio tisular en patbgenos como son los

S. aureus y oportunistas como S. epidermidis.

Esto también demuestra que el efecto anti Quorum Sensing se conserva en

estos péptidos derivados.
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CONCLUSION

Todas las cepas bacterianas estudiadas presentan al menos uno de los
componentes evaluados que integran el sistema agr del Quorum sensing, lo
gue nos permite decir que todas las cepas estudiadas presentan este sistema

de sincronizacion de comportamientos celulares.

El AIP | es el mas frecuente encontrado en los aislamientos clinicos, aunque no

fue posible relacionarlo con la procedencia de los mismos.

Los péptidos LL37-1 y DLL-37 reducen la expresion de los genes agrA y agrB
en los aislamientos estudiados tanto como en las cepas ATCC usadas, aunque

se observa un comportamiento diferente en cada especie bacteriana
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ANEXOS
ANEXO N° 1
Nomenclatura de las cepas empleadas en el estudio y su origen

En las tablas 1 y 2 se presentan los nombres asignados a las cepas

estudiadas y su origen, asi se mencionan en el desarrollo del escrito

Tabla N° 1. Aislamientos clinicos de S. aureus y su procedencia

No. Cepa .

S. aure‘:s Origen
coL23 Hemocultivo
coL42 Hemocultivo
coL77 Secrecién ocular
coLs1 Hemocultivo
COL86 Hemocultivo
COL111 Infeccic'.mlde. herida

quirdrgica

CcoL145 Hemocultivo

coL190 Liquido peritoneal

coL207 Absceso de rodilla

CoL208 Absceso de gluteo

COL227 Infeccic'.mlde. herida

quirurgica

COL252 Absceso abdominal

CcoL318 Secrecidn orotraqueal

CcoL478 Secrecién endotraqueal
5-205 Desconocido
5- 302 Desconocido
5- 400 Desconocido
5-410 Desconocido
5-416 Desconocido

El origen, en caso de conocerse, se presenta para evaluar la relacion existente

con el tipo de AIP.
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Tabla N° 2. Aislamientos clinicos de S. epidermidis y su procedencia

No. Cepa .

S. epider:ﬁdis Origen
22-6 Hemocultivo
22-18 Hemocultivo
29-39 hﬁecdén?sodadaa

catéter
22-45 Hemocultivo
22-57 Hemocultivo
22-58 Hemocultivo
22- 60 Hemocultivo
22-61 Hemocultivo
22-71 Hemocultivo
22-72 Hemocultivo
22-81 Hemocultivo
22-82 Hemocultivo
22-83 Hemocultivo
22-84 Hemocultivo
22-90 Hemocultivo
22-91 Hemocultivo
24-225 Desconocido
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ANEXO N° 2
Estandarizacion de PCR convencional

Para estandarizar la PCR convencional se realizaron varias reacciones
variando las concentraciones de los componentes o las condiciones a
estandarizar y por medio de una electroforesis en gel de agarosa se selecciono
la temperatura en la cual se ve la mejor banda en la electroforesis (Un Unico
producto de PCR del tamafio esperado, banda sélida en electroforesis, gran
cantidad de producto de PCR).

Temperatura de melting

Para estandarizar la temperatura Optima a la cual la mitad de las moléculas
de primers se hibridan con las cadenas de ADN molde se tomd en cuenta
la férmula de Wallace para calcular la temperatura de acuerdo a la

conformacién de bases nitrogenadas del primer:
Tm=2 (A+T)+ 4 (G+ C)
Donde A: Adenina, T: Timina, G: Guanina, y C: Citosina

Se realiz6 una PCR convencional con gradiente de temperaturas en el
termociclador Axygene MaxyGene™ variando la temperatura de melting 3
grados por encima y por debajo de la calculada utilizando la Master mix

recomendada por Promega Corporation.
Concentracion de Cloruro de magnesio (MgCl2)

Para la determinacion de MgCI2 adecuada para la reacciéon se realizd la
amplificacion para cada uno de los genes estudiados variando la
concentracion de 3,0 Mm hasta 4,0 Mm (3.0, 3.6, 3.8 y 4.0 Mm).

Primers

Se variaron las concentraciones de los primers (0.25 uM, 0.5 uM, 0.75 uMy 1.0
uM) para amplificar cada uno de los genes estudiados.
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ADN

Se utilizaron concentraciones de 0.25 ng/uL, 0.5 ng/uL, 0.75 ng/uL y 1.0 ng/uL
para hacer amplificaciones para cualquiera de los genes y se seleccioné la
concentracion a la que se logre ver en la electroforesis una banda con una
intensidad de fluorescencia adecuada para la identificacion del producto,

definida, de un tamafio moderado.
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ANEXO N° 3
Confirmacion molecular de la identidad de las cepas

Se realiz6 confirmacion de la identificacion de las cepas estudiadas por medio
de PCR convencional utilizando los primers dirigidos al ADN ribosomal 16s, a
continuacion se muestra la foto de la electroforesis en donde se confirmé que
todas las cepas trabajadas presuntamente como S. epidermidis realmente

corresponden a esta identidad.

Gréfica 1. Confirmacion de género y especie para S. epidermidis

2-6 218 223 2-¢ 245 2SS 29 261 21 292 281 282 253 28 PPM

200pb
100pb

200 W2 12| BN USA PPM

200pb
100pb

Como se pude visualizar en la imagen de la electroforesis la identidad del
100% de las cepas trabajadas de S. epidermidis fueron confirmadas por
biologia molecular
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ANEXO N° 4
Resultados obtenidos en las PCR’s convencionales

En las siguientes tablas se muestran de manera los resultados para cada una
de las cepas de determinacién de presencia de los genes Yy tipificacion de los

péptidos autoinductores

Tabla N° 3. Presentacion de resultados de PCR convencional para S. aureus

No. Cepa |agrA agrB agrC Tipo agr

S. aureus

CoL23 Positivo | Negativo | Positivo I
COL42 Positivo | Positivo | Positivo I
COL77 Positivo | Positivo | Positivo I
coLsl Positivo | Negativo | Positivo I
COL86 Positivo | Positivo | Positivo I
COL111 Positivo | Negativo | Positivo I
COL145 Positivo | Negativo | Positivo I
COL190 Positivo | Negativo | Positivo -
COL207 Positivo | Positivo | Positivo I
COL208 Positivo | Positivo | Positivo I
coL227 Positivo | Negativo | Positivo Il
COL252 Positivo | Positivo | Positivo -
COL318 Positivo | Positivo | Positivo Il
CcoL478 Positivo | Negativo | Positivo Il

5- 205 Positivo | Positivo | Positivo 1l

5-302 Positivo | Positivo | Positivo I

5- 400 Positivo | Negativo | Positivo 1]

5-410 Positivo | Positivo | Positivo I

5-416 Positivo | Positivo | Positivo I
USA300 Positivo | Positivo | Positivo I
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Tabla N° 4. Presentacion de resultados de PCR convencional para S.

epidermidis
No. Cepa | agrA agrB Tipo agr
S. epidermidis

22-6 Positivo | Positivo I
22-18 Positivo | Negativo I

22- 39 Positivo | Positivo I

22- 45 Positivo | Positivo I
22-57 Positivo | Positivo I

22- 58 Positivo | Positivo I

22- 60 Positivo | Positivo I
22-61 Positivo | Negativo I
22-71 Positivo | Positivo I
22-72 Positivo | Positivo I
22-81 Positivo | Positivo I

22- 82 Positivo | Negativo I

22- 83 Positivo | Positivo I

22- 84 Positivo | Positivo I
22-90 Positivo | Positivo I
22-91 Positivo | Positivo I

24- 225 Positivo | Negativo I
ATCC 35984 | Positivo | Positivo I
ATCC 12228 | Positivo | Positivo I

-51-



