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* Formacion de biopelicula
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Quorum sensing

1. Competitive AIP Inhibitors

AgrC =y A
A ‘

. . POOOOOOOCIC) '.‘.*éﬂ : :‘ (. lI'll“"[

2000008008004 B4 l g l [P0

%) H'sbg::?s:l‘naso agrA agrB
“) ........ J\/ agrC agrD
’\/\ °-.‘.... Ang
AgrA ..“-‘ .'.‘.
Response AgrA- 4
regulator
oy & SarA homologue
2. Inhibition of AgrA-P2, -P3 P. + transcription factors
" . 4 + <
Interactions - Vi o oo T M : 4.
P2P3 ..... - F———_" Transcription
5 Factor
:agrA : agrC ag' D af' B I I A e.g. SarA, MgrA, SarU, SarZ Inhibitors
" "' 3. Inhibitors of RNAIII Expression
T T TUET I e ——— L g (precise mechanisms undetermined)
RNAII RNAII ==
Increased expression of the +! i, g Cell Wall-associated proteins;
components of the agr-TCSTS | e.g. fibronectin-binding proteins

_ . _ Exoproteins; e.g. proteases, haemolysins, TSST-1
Gordon C, Williams P, Chan W. J.f Medicinal Chemistry [Internet]. 2013;56(4):1389-1404.



Obijetivos

e General

Determinar el efecto de los péptidos LL-37 sobre la expresion del Quorum
sensing en cepas de S. aureusy S. epidermidis.

* Especificos

1. ldentificar los genes agr que intervienen en el proceso de comunicacion
bacteriana y sus autoinductores del Quorum sensing en cepas de S. aureus y
S. epidermidis.

2. Medir el nivel de expresion de los genes agr involucradas en el proceso de
comunicacion bacteriana Quorum sensing en diferentes cepas de S. aureus 'y
S. epidermidis en ausencia y presencia de los péptidos LL-37.



Caracterizacion de las cepas en estudio

19 aislamientos
clinicos de S.
aureus
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Evaluacion genotipica y fenotipica de produccion
de biopelicula

ESTUDIOS PREVIOS

Analisis de susceptibilidad a antimicrobianos
e Curvas de crecimiento

Identificacion por medio de biologia molecular
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1. Identificar los genes agr y los autoinductores del sistema QS
en S. aureus y S. epidermidis

1.1 Diseiio de primers

a. Alineamiento (Multallin)
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c. Evaluacion de las secuencias (Blast)

Sequences producing significant alignments:
Select All None Selected:0

it Alignments

Description
Sta cus epidermidis sirain CSF41438 chromosome, complete genome 401 401
Sty cus epidemmidis strain GTH12 chromosome 401 401
Staphylococcus epidermidis strain FDAARGOS 161 chromosome, complete genoms 401 401
Staphyloceccus epidemmidis strain FDAARGOS 153 chromosome, complete genome 401 401
Sl cus epidemidis strain DAR1907 chromosome, complete genome: 401 401
Staphylococcus epidermidis strain SE95 chromasome 401 401

Max Total Query E
score ver value

100%
100%
100%
100%
100%
100%

o
Ident Accession

0.32 100% CP0302451

0.32 100% CP028282.1

0.32 100% CP0141321

0.32 100% CP014119.1

0.32 100% CP013943.1

0.32 100% CP0244371

b. Creacion de primers (Primer3Plus)

Pair2:
Left Pumer 2:  |Primer 1 F
Sequence TGAGTCGTGTATGTGCTGTTTC
Start: 324 Length: 22bp Tm: 389°C GC: 455% ANY: 30

Right Primer 2:  Primer 1 R
Sequence: GCCAGTGAAATTCGTAAACATGA
Start: 504 Length: 23bp Tm: 612°C GC: 391% ANY: 50

Product Size: 181 bp Pair Any: 5.0 Pair End: 3.0

| Send to Primer3Manager | Reset Form |

d. Consulta de primers

SELE: 0.0

SELE: 10



1.2 Determinacion los genes agr del sistema QS
en S. aureus y S. epidermidis

~

S. aureus

agrA \

S e

S. aureus

Cepa Gen

agrA agrC
S. aureus 100% (19) [100% (19)
S. epidermidis [100% (17) |-

PPMs-4105-416 Usa 35084 12228

147 P o] 200ph

100ph




1.2 Determinacion de los autoinductores en S. aureus y
S. epidermidis

S. aureus

PPM

agrB

205pb

3025-4105-416 USA Rx (C318C4781222 98
300 pb

200ph
100ph

AIP PPM c23 ca2 c77 c81 c86.¢111 ¢190 €207 C208 C227 C145 C252 C318

||5?2pb
| 440pb

I rﬂ CHE S35 SAR S S0 5416 128 1228 2\ UsA

S. epidermidis

PPM 2: 25 25 2zs 23 za 2s 22 ze 2n 2e

agrB

200pb

157pb Y00pp

PPM 2«

2291 24225 USe, 1228 38l

AlP |

1022pb

AlP

1000pb
500pb

PPM 24 218 2B 246 26 2% 24 2641 21 242 29 282 21 29

1000pb
453ph
P2 500pb
Especia bacteriana agrB AlP | AIP Il AIP 111 AlIP IV SA*
S. aureus 57.9% (12) | 42.1% (8) 31.5% (7) 10.5% (2) 0% 10.5% (2)
S. epidermidis 76.4% (13) | 94.10% (16) | 5.80% (1) 0% SA* 0%
* Sin amplificacién
NA No aplica




2.1 Analisis de expresion de los genes agrAy agrB de S. aureus

agrA

agrB
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agrA

agrB

2.2 Analisis de expresion de los genes agrA y agrB de S. epidermidis
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Cambio en la expresion de los genes agrAy agrB

Peptido DLL-37

Genes agrA agrB
Horas 8H 10H 12H 8H 10H 12H
ATCC . . -200.4 % . . .
S. qureus USA300 1.0% 218.7% (**) 7.1% 332.0% 412.5%
Col81 57.1% -11.1% 61.3% (***)| -834.3% -23.5% -46.2%
0,
ATCC 12228 -100.5% -28.4% -1458.0% -1542.0% (9*5;3:; -339%
S. 93,7% 89,7%
15.99 .99 2.39 1.29 , ,
epidermidis | ATCC 35984 >-9% 34.9% >2.3% % (****) (****)
99,8% 81,0% 99,8%
a6 |7L76% (**) (****‘; 41.7% (****‘; (****‘; 41.7%
Peptido LL-37
Genes agrA agrB
Horas 8H 10H 12H 8H 10H 12H
ATCC o/ (¥ %% o/ [*% - o oy [*%% 80'6% o * %k
s qureus | UsA3oo |B77T%(**)| 60.7% (%) | -75.7% |83,5% (***)| ey | 7393 (%)
Col81 49.3% (**) | 33.4% (**) | -966.4 (**) -75.1% -118.1% -1617%
ATCC 12228| -268.4% -413.8% -1187% -640.8% -193% 32.6%
94,4% 94,7%
S. ATCC 35984 | “437-0% 36.9% 67.9% -247.0% (+35%) (+35%)
epidermidis 99.9% 99.9%
226 | 86:6%(**%) (*,;**‘; 75,0% (**) | 78,7% (***) (*,;**‘; 75,0% (**)

** p hasta 0,0021 *** p hasta 0,0002 **** p < 0,0001




Conclusiones

* Todas las cepas bacterianas estudiadas presentan al menos uno de los
componentes evaluados que integran el sistema agr del Quorum
sensing, lo que 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
v agrB en los aislamientos estudiados tanto como en las cepas ATCC
usadas, aunque se observa un comportamiento diferente en cada
especie bacteriana



Recomendaciones

 Ampliar la cantidad de cepas a estudiar para determinar si el efecto
de los péptidos es el mismo sobre la totalidad de las cepas o si este
varia en cada aislamiento.

e Determinar por medio de técnicas mas sensibles el mecanismo de
accion de los péptidos.
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