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1 Resumen 

 
Klebsiella pneumoniae es una bacteria comensal y oportunista de los seres 

humanos que en las últimas décadas se ha convertido en uno de los principales 

agentes causantes de enfermedades asociadas al cuidado de la salud. La 

capacidad de K. pneumoniae de colonizar y parasitar al huésped radica en la 

expresión de factores de virulencia, siendo los principales de esta bacteria la 

cápsula, las fimbrias, los sideróforos, el lipopolisacárido y las proteínas de la 

membrana externa. Uno de los reguladores de la expresión de factores de 

virulencia en diferentes bacterias patogénicas son las proteínas nucleoides, las 

cuales tienen la capacidad de unirse al DNA bacteriano para modelar el 

nucleoide, contribuyendo al empaquetamiento cromosómico y participando en 

diversos procesos como replicación, transcripción y reparación. Previamente, 

nuestro grupo ya reportó el papel de la proteína nucleoide H-NS en la patogénesis 

de K. pneumoniae, sin embargo, se desconoce el efecto de las proteínas FIS, 

IHF y HU sobre la expresión de los factores de virulencia de esta bacteria. En este 

trabajo se generaron mutantes nulas en los genes que codifican para las 

proteínas nucloides FIS, IHF y HU de K. pneumoniae. Las cepas mutantes Δfis, 

ΔhimA y ΔhupB estuvieron ligeramente afectadas en el crecimiento de K. 

pneumoniae en comparación con la cepa silvestre. Los resultados de expresión 

mostraron que la proteína FIS reguló positivamente la expresión de los genes 

ompK35, galF y fhuA. En contraste, FIS controló negativamente la expresión de 

los genes mrkA, wzm y fhuA. En el caso de IHF, esta proteína nucleoide activó y 

reprimió principalmente la expresión de los genes galF y fhuA, respectivamente. 

Por último, la ausencia de HU provocó una disminución de la expresión de los 

genes ecpA y fes en comparación de la cepa silvestre. En conjunto, estos 

resultados demuestran que las proteínas nucleoides FIS, IHF y HU regulan de 

manera diferencial los genes involucrados en la expresión de diferentes factores 

de virulencia de K. pneumoniae. 

 
Palabras clave: Klebsiella pneumoiae, proteínas nucleoides, FIS, IHF, HU, 

factores de virulencia. 
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2 Abstract 
 
Klebsiella pneumoniae is a commensal and opportunistic bacterium of humans 

that in recent decades has become one of the main causative agents of diseases 

associated with health care. The ability of K. pneumoniae to colonize and 

parasitize the host lies in the expression of virulence factors, the main virulence 

factors of this bacterium being the capsule, fimbria, siderophores, 

lipopolysaccharide and outer membrane proteins. How the expression of these 

virulence factors is regulated is not yet clear. One of the regulators of the 

expression of virulence factors in different pathogenic bacteria are nucleoid 

proteins, which have the ability to bind to bacterial DNA to model the nucleoid, 

contributing to chromosomal packaging and participating in various processes 

such as replication, transcription and repair. Previously, our group already 

reported the role of the H-NS nucleoid protein in the pathogenesis of K. 

pneumoniae, however, the effect of the FIS, IHF and HU proteins on the 

expression of virulence factors of this bacterium is unknown. In this work, null 

mutants were generated in the genes that code for the nucloid proteins FIS, IHF 

and HU of K. pneumoniae. The Δfis, ΔhimA and ΔhupB mutant strains were 

slightly affected in the growth of K. pneumoniae compared to the wild-type strain. 

The results showed that the FIS protein positively regulated the expression of the 

ompK35, galF and fhuA genes. In contrast, FIS negatively controlled the 

expression of the mrkA, wzm and fhuA genes. In the case of the IHF protein, this 

nucleoid protein mainly activated and repressed the expression of the galF and 

fhuA genes, respectively. Finally, the absence of HU caused a decrease in the 

expression of the ecpA and fes genes compared to the wild strain. Together, 

these results demonstrate that the nucleoid proteins FIS, IHF and HU differentially 

regulate the genes involved in the expression of different virulence factors of K. 

pneumoniae. 

 
Key words: Klebsiella pneumoiae, nucleoid proteins, FIS, IHF, HU, virulence 
factors 
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3 Introducción 

 
El descubrimiento de K. pneumoniae probablemente se llevó a cabo en 1875 

cuando el patólogo alemán Edwin Klebs observó por primera vez la presencia de 

bacterias en vías aéreas de pacientes fallecidos a causa de neumonía 

(Klebs,1875); pero no está claro si esta bacteria era realmente Klebsiella o 

Streptoccous debido a que esta última es la primera causa de neumonía 

bacteriana (Woodhead, 2002). En 1882 el microbiólogo y patólogo Carl 

Freidländer, se dio cuenta de que había bacterias en los pulmones de la mayoría 

de los pacientes que morían de neumonía y observó la ausencia de bacterias en 

pacientes que morían por otra causa. Con ese descubrimiento llego a la 

conclusión que las bacterias eran las causantes de la neumonía y las denomino 

bacilo de Freidländer (Freidländer, 1883). En 1885 Trevisan dio nombre a uno de 

los géneros más representativos de la familia Enterobacteriaceae, Klebsiella e 

identificó al bacilo de Freidländer como Klebsiella pneumoniae, en honor a Edwin 

Klebs. 

La clasificación de Klebsiella ha sido modificada a lo largo del tiempo. La primera 

clasificación del género se basó en criterios clínicos y permitió diferenciar tres 

especies: K. pneumoniae, K. ozaenae y K. rhinoscleromatis (Drancourt et al., 

2001). La utilización de métodos taxonómicos moleculares permitió que esta 

clasificación fuera revisada repetidas ocasiones. Actualmente la clasificación 

predominante es la de Orzkov en 1984, que clasifica a Klebsiella en 5 especies 

basándose en características fenotípicas y bioquímicas: K. pneumoniae, K. 

oxytoca, K. terrigena, K. ornithinolitica y K. planticola. La especie K. pneumoniae 

fue subdividida en tres subespecies: K. pneumoniae subespecie pneumoniae, K. 

pneumoniae subespecie ozaenae y K. pneumoniae subespecie rhinoscleromatis. 

Esta clasificación se basa en su fenotipo, características bioquímicas, 

moleculares y manifestaciones clínicas (Brisse et al., 2006). 

Las bacterias que comprenden el género Klebsiella son bacilos Gram negativos 

de la familia Enterobacteriaceae, no móviles y encapsulados. Se encuentran de 

manera ubicua en el ambiente debido a su gran capacidad de adaptación a 

diferentes nichos ecológicos (Podschun y Ullmann, 1998). 
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Además, K. pneumoniae es un patógeno oportunista común de seres humanos 

y animales. La microbiota de la nasofaringe y especialmente la del tracto 

gastrointestinal son los reservorios de K. pneumoniae desde estos sitios puede 

ingresar a otros tejidos. Frecuentemente se asocia a infecciones del tracto 

urinario y a neumonía en personas sanas (Meatherall, et al., 2009). En individuos 

inmunocomprometidos, diabéticos, neonatos y ancianos K. pneumoniae puede 

causar infecciones nosocomiales graves, incluyendo bacteriemia y meningitis 

(Paczosa y Mecsas, 2016). K. pneumoniae no tiene requerimientos específicos 

para su crecimiento, puede cultivarse en medios de cultivo sencillos como agar 

sangre. Las condiciones óptimas para su crecimiento son 37° y pH 7. Son 

anaerobias facultativas porque pueden crecer en ausencia o presencia de 

oxigeno; muchas especies que conforman el género pueden sobrevivir utilizando 

citrato y glucosa como fuente de carbono y amonio como fuente de nitrógeno. 

Fermentan la lactosa y el manitol y reducen el nitrato a nitrito. Tienen actividad 

ureasa positiva (hidroliza la urea a dióxido de carbono y amoniaco) y son indol y 

ornitina negativas (no degradan el triptófano y no poseen la enzima ornitina 

descarboxilasa), aunque hay excepciones en algunas especies (Flores et al., 

2011). Una variante de esta especie es K. pneumoniae hipervirulenta la cual se 

caracteriza por un fenotipo hipermucoviscoso causado por la sobreproducción 

de la cápsula. 

K. pneumoniae hipervirulenta se ha convertido en un patógeno clínicamente 

significativo que causa infecciones altamente invasivas en individuos sanos e 

inmunocomprometidos (Prokesch et al., 2016). 

La diseminación es una característica poco común para los bacilos Gram 

negativos entéricos incluyendo a K. pneumoniae (Shon et al., 2013). Así mismo 

las infecciones nosocomiales causadas por K. pneumoniae tienden a ser 

crónicas debido a la formación de biopelículas in vivo que protegen al patógeno 

de las respuestas inmunes del huésped y los antibióticos. Adicionalmente los 

aislamientos de K. pneumoniae a menudo muestran fenotipos de resistencia a 

múltiples fármacos; por lo tanto, las opciones de tratamiento son limitadas para 

las infecciones causadas por K. pneumoniae (Hawkey y Jones, 2009).  
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Es importante resaltar que K. pneumoniae también pertenece al grupo ESKAPE el 

cual se caracteriza por evadir diversas terapias a través de la resistencia a los 

antimicrobianos. Los patógenos ESKAPE se definieron por primera vez en 2008 y 

está constituido por: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella 

pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter 

spp (Rice, 2008). 

 
3.1 Factores de virulencia de K. pneumoniae 

 

La capacidad de K. pneumoniae para causar infecciones se debe a la expresión 

de diversos factores de virulencia; implicados en su habilidad de parasitar al 

huésped y evadir el sistema inmune. Los principales factores de virulencia de K. 

pneumoniae son: el lipopolisacárido (LPS), los sideróforos, las proteínas de 

membrana externa, las fimbrias y la cápsula; todos ellos le permiten a la bacteria 

entrar y multiplicarse en el hospedero (Figura 1) (Balestrino et al., 2008; Li et al., 

2014). 

 
 
 

 

 
 
Figura 1. Representación esquemática de los principales factores de virulencia de K. 
pneumoniae (modificado de Podschun y Ullmann, 1998). 
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3.1.1 Lipoplisacárido 

 
El lipopolisacárido (LPS) es un componente necesario e importante de la 

membrana externa de las bacterias Gram negativas, cubriendo el 90% de su 

superficie en (Alexander y Rietschel, 2001). Son moléculas cargadas 

negativamente; sin embargo, hay una variación considerable en las estructuras 

de LPS. Entre las especies bacterianas este típicamente se compone de un 

dominio hidrófobo conocido como lípido A o endotoxina, un oligosacárido, núcleo 

o core y un polisacárido o antígeno O. El antígeno O es el componente más 

externo del LPS y está formado por un polímero de oligosacáridos que se repiten 

otorgándole una gran variabilidad química. Su función es proteger a las células 

bacterianas (Raetz et al., 2009). La cadena O de K. pneumoniae tiene un papel 

importante frente al efecto bactericida del suero, ya que enmascara otras 

estructuras de la superficie bacteriana capaces de activar el sistema de 

complemento de la vía clásica como son el lípido A y las porinas. Por su parte la 

cadena O activa principalmente la vía alternativa del sistema de complemento, 

aunque impide la vía clásica, evitando la formación del complejo de ataque a la 

membrana y la lisis del microorganismo. 

En K. pneumoniae se han descrito nueve serotipos diferentes basados en el 

antígeno O: O1, O2, O2ac, O3, O4, O5, O7, O8 y O12, de los cuales el serotipo 

O1 es el más frecuente en los aislados clínicos de K. pneumoniae (Hsieh et al., 

2014). 

El núcleo o core del LPS es el punto de unión entre el antígeno O y el lípido A. 

Es la región más conservada del polisacárido, especialmente dentro de la misma 

familia de bacterias (Holst y Brade, 1992). El núcleo del polisacárido se subdivide 

en núcleo externo y núcleo interno, este último es el que se ancla al lípido A (figura 

2). En K. pneumoniae el núcleo externo está formado por hexosas como; 

glucosa, galactosa o glucosamina. Mientras que el núcleo interno contiene 

heptosas y Kdo (ácido 3-deoxi-D-mano-2-octulosónico) (Vinogradov y Perry, 

2001; Vinogradov et al., 2002). 
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Figura 2. Representación esquemática del lipopolisacárido (Imagen modificada de Pupo y Hardy, 
2009). 

 

 
La mayoría de las bacterias de la familia Enterobacteriaceae estudiadas 

presentan grupos fosfatos substituyendo las heptosas, en cambio las heptosas 

de K. pneumoniae se encuentran substituidas con residuos de ácido 

galacturónico. Estas substituciones confieren estabilidad a la membrana externa 

y sirven de punto de anclaje del polisacárido capsular (Frirdich y Whitfield, 2005; 

Frirdich et al., 2005; Fresno et al., 2006). 

El lípido A es la región hidrofóbica del LPS, dicho componente posee 

propiedades de endotoxina (Poltorak et al., 1998; Akira et al., 2006). La 

estructura del lípido A de K. pneumoniae es relativamente similar a la de otros 

lípidos A expresados por bacterias de la familia Enterobacteriaceae; es decir, un 

disacárido de glucosamina hexacilado y fosforilado (Raetz y Whitfield, 2002). 

Las endotoxinas se liberan después de la destrucción de la pared celular 

bacteriana, siendo tóxicas para la mayoría de las células animales. Pueden ser 

letales sí se encuentran en grandes cantidades en el sistema circulatorio, 

causando la activación de citocinas proinflamatorias. También ocasiona la 

liberación de óxido nítrico proveniente de macrófagos y células endoteliales. Esto 

deriva en la activación del complemento, la coagulación y el choque endotóxico. 

(Paczosa y Mecsas, 2016; Zachary, 2017). 
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3.1.2 Sideróforos 

 
El hierro es un elemento vital para las bacterias porque se utiliza para catalizar una 

amplia variedad de reacciones enzimáticas indispensables para el desarrollo 

(Kramer et al., 2019; Wilson et al., 2016). El hierro también es indispensable para 

las células del huésped y está estrictamente regulado. El huésped utiliza varios 

sistemas de transporte de hierro como: ferritina, transferrina, hemo o lactoferrina, 

por lo tanto, el hierro no se encuentra de forma libre. Para enfrentar este desafío, 

los microorganismos evolucionaron utilizando sideróforos que son pequeñas 

moléculas quelantes de hierro férrico (Kramer et al., 2019). Se pueden distinguir 

cuatro tipos químicos de sideróforos en función de los restos implicados en la 

quelación del hierro. Estos son los tipos de sideróforos: catecolato, fenolato, 

hidroxamato y carboxilato. También es común encontrar las mezclas de los 

diversos tipos. 

Los siderofóros son generalmente más afines al hierro que las proteínas y 

moléculas del huésped. Esto les permite a las bacterias competir por la 

adquisición de hierro con el huésped (Paczosa y Mecsas, 2016; Kramer et al., 

2019). Después de la captura de hierro, los sideróforos férricos se importan a las 

bacterias a través de receptores específicos (Figura 3). Una vez dentro de la 

bactería el hierro es utilizado en procesos importantes para el crecimiento y la 

colonización durante el desarrollo de la infección. Las células inmunitarias del 

hospedero como macrófagos y neutrófilos pueden secretar sustancias como: 

lipocalina 2 (Lcn2), lipocalina asociada a la gelatinasa de neutrófilos (NGAL) y 

siderocalina; estas sustancias son utilizadas para combatir a los sideróforos. En 

K. pneumoniae varios sideróforos pueden expresarse; incluida la enterobactina, 

la yersiniabactina, la salmoquelina y la aerobactina, (Figura 3). 

La enterobactina es considerada como el principal sistema de captación de hierro 

utilizado por K. pneumoniae. La expresión de varios sideróforos puede ser un 

medio para optimizar la colonización exitosa de diferentes tejidos y contar con un 

sistema de captación a pesar de la neutralización de un tipo de sideróforo 

(Paczosa y Mecsas 2016). 
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La afinidad de estos sideróforos por el hierro varía. La aerobactina tiene la 

afinidad más baja mientras que la enterobactina cuenta con la afinidad la más 

alta (Brock et al., 1999; Perry et al., 1999). 

 

.  

Figura 3. Representación esquemática de sideróforos y transportadores específicos en K. 
pneumoniae tomado de Paczosa y Mecsas 2016. 

 
 

La expresión de enterobactina es casi ubicua entre las cepas clásicas e 

hipervirulentas de K. pneumoniae, por esto, se considera que es el principal 

sistema de absorción de hierro utilizado por esta bacteria (Podschun et al., 1993; 

El FertasAissani et al., 2013). La yersiniabactina se descubrió originalmente en 

Yersinia como parte de una isla de alta patogenicidad, pero este sideróforo se ha 

identificado en otras bacterias, incluida K. pneumoniae. La yersiniabactina se ha 

observado en el 18% de los aislamientos clínicos clásicos de K. pneumoniae, 

pero en el 90% de los aislados hipervirulentos (Hsieh et al., 2008; Bachman et al., 

2011). La salmoquelina es una forma c-glucosilada de enterobactina. Esta 

modificación previene la unión de la salmoquelina por la lipocalina-2, evitando 

así la neutralización del sideróforo y la inducción de inflamación dependiente de 

la lipocalina-2. La salmoquelina mejora la colonización de la nasofaringe por K. 

pneumoniae. Se estima que se encuentra en un porcentaje del 2% al 4% de las 

cepas nosocomiales clásicas de K. pneumoniae y es más prevalente en cepas 

hipervirulentas. Un estudio informó su presencia en el 90% de K. pneumoniae 
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hipervirulentas asociadas a absceso hepático piógeno (El Fertas-Aissani et al., 

2013; Hsieh et al., 2008). 

La aerobactina es un sideróforo de citrato-hidroxamato. Es poco común 

encontrarlo en aislados clínicos nosocomiales clásicos de K. pneumoniae, ya que 

se encuentra en alrededor del 6% de las cepas clásicas, sin embargo, está 

presente en el 93% al 100% de K. pneumoniae hipervirulentas. 

La presencia de aerobactina siempre se asocia con una hipercápsula (Pacozosa 

y Mecsas et al., 2016). Esta asociación se debe al hecho de que el grupo de 

genes de aerobactina iucABCD, junto con el transportador de aerobactina iutA, 

se transportan en el mismo plásmido de virulencia que transporta rmpA, un 

potenciador de la producción de cápsulas (Nassif et al., 1989; Hsieh et al., 2008; 

Nassif y Sansonetti, 1986; Tang et al., 2010). Además, se ha reportado que la 

aerobactina, pero no la enterobactina, la yersiniabactina o la salmoquelina, es 

necesaria para una infección exitosa por cepas hipervirulentas de K. pneumoniae 

en modelos de infección de ratón neumónica y subcutánea (Russo et al., 2014; 

Russo et al., 2015). 

 
3.1.3 Fimbrias 

 
La capacidad que tienen las bacterias para adherirse a células del huésped se 

debe a la presencia de adhesinas. En K. pneumoniae esta habilidad es conferida 

por la presencia de fimbrias. Las fimbrias son estructuras filamentosas no 

flagelares, las cuales le permiten a la bacteria adherirse sobre superficies bióticas 

y abióticas (Rijavec et al., 2008) 

Las principales fimbrias descritas en K. pneumoniae son: el pilus tipo 1, el pilus 

tipo ECP (“Escherichia coli common pilus”) y el pilus tipo 3. Diversos estudios han 

demostrado que estas fimbrias son importantes para la adherencia de la bacteria 

a las células epiteliales del tracto intestinal, células del aparato urinario y células 

del sistema respiratorio. Estas adhesinas reconocen receptores específicos de 

superficie ó proteínas de la matriz extracelular (Alcántar-Curiel et al., 2013; 

Struve et al., 2008). 
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3.1.3.1 Las fimbrias tipo 1 

 
Las fimbrias tipo 1 son las más comunes en Klebsiella y en la familia 

Enterobacteriaceae. Estas estructuras miden entre 5 y 7 nm, son rígidas y su 

capacidad de adhesión se debe a la presencia de la adhesina FimH que se 

encuentra al final de las fimbrias. 

Las fimbrias tipo 1 se encuentran codificadas en el clúster de genes fim, que 

contiene todos los genes necesarios para la síntesis y el ensamblaje de la fimbria. 

Este tipo de fimbria está compuesto por la proteína FimA, la cual codifica para la 

subunidad mayor de la fimbria, mientras fimF y fimG codifican la subunidad 

menor. En tanto fimK que regula la expresión de la fimbria únicamente se 

encuentra en K. pneumoniae (Figura 4) (Sturve et al., 2008) 

Las fimbrias tipo 1 se unen a moléculas de manosa presentes en las células del 

huésped y por lo tanto se les denomina “sensibles a manosa” estas fimbrias están 

asociadas con la patogénesis del tracto urogenitario y del tracto respiratorio, pero 

no son necesarias para la formación de biopelículas en superficies abióticas 

(Struve et al., 2009). 

 
 

Figura 4. Disposición de las subunidades de la fimbria tipo 1. Las subunidades de la fimbria tipo 

1 pasan por la membrana interna a través de la vía secretora Sec. Las subunidades son 

secretadas a la membrada externa por medio de la proteina Usher (FimD) y con la ayuda de la 

proteína chaperona (FimC). Tomado de lillington et al., 2014. 
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3.1.3.2 Las fimbrias tipo 3 

 
Las fimbrias tipo 3 son filamentos en forma de hélice, con un tamaño de 2 a 5 nm 

de diámetro y de 0.5 a 2 μm de largo. Estas fimbrias intervienen en la adherencia 

de las células endoteliles y epitelios del tracto urinario y respiratorio. Se 

encuentran en la mayoría de los aislamientos clínicos de K. pneumoniae. A 

diferencia de las fimbrias tipo 1, las fimbrias de tipo 3 son insensibles a manosa 

y se ha demostrado que se unen a colágeno específicamente de tipo IV y V 

(Sebghati et al., 1998). Las fimbrias tipo 3 no son necesarias para las infecciones 

pulmonares o del tracto urinario, pero si para la formación de biopelículas en 

superficies abióticas (Schroll et al., 2010). 

El operon mrk (del inglés “mannose resistant Klebsiella-like hemagglutination”) 

está compuesto por seis genes requeridos para la expresión de fimbrias tipo 3. El 

gen mrkA codifica para la pilina principal y mayoritaria; el gen mrkB codifica para 

una proteína chaperona de pilinas; el gen mrkC codifica para una proteína 

integral de la membrana externa denominada Usher; el gen mrkD codifica para 

una proteína que se localiza en el extremo final de la fimbria; la cual funciona 

como adhesina y el gen mrkF codifica para una pilina minoritaria (Stahlhut et al., 

2013; Khater et al., 2015). 

 

Figura 5. La maquinaria para la formación y el ensamblaje de la fimbria tipo 3 de K. pneumoniae. 

El sistema de secreción de la fimbria tipo 3 es de la clase “Chaperona-Usher”, el cual consta de 

la proteína chaperona de pilinas MrkB y de la proteína Usher MrkC, cuya función es actuar como 

translocón de la membrana externa para el correcto ensamblaje de las subunidades de pilina y 

posterior secreción de la fimbria. Adaptado de Thanassi et al., 2012. 
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3.1.3.3 Las fimbrias tipo ECP 

 

Las fimbrias tipo ECP están presentes en todos los patotipos de E. coli y son 

considerados un factor indispensable para la formación de biopelículas en 

superficies abióticas y para la colonización de diferentes líneas celulares 

epiteliales humanas (Saldaña et al., 2014). Se ha reportado que las fimbrias tipo 

ECP también están presente en K. pneumoniae, mediante estudios de 

microscopía electrónica y microscopía de inmunofluorescencia se ha demostrado 

que dichas estructuras se expresan durante la formación de biopelículas y al 

contacto con células epiteliales HeLa (Alcántar-Curiel et al., 2013). 

 
3.1.4 Proteínas de la membrana externa 

 
Las proteínas de membrana externa (OMPs del inglés outer membrane proteins) 

representan aproximadamente el 60% del peso de la membrana en Salmonella 

enterica serotipo Typhimurium y E. coli (Nakae, 1989). Las proteínas de 

membrana externa pueden ser lipoproteínas o proteínas integrales de membrana 

con estructura de barril β. Las principales proteínas de membrana externa 

presentes en K. pneumoniae son: la proteína A de la membrana externa (OmpA), 

la porina OmpK35 y la porina OmpK36. Se ha observado que varias OMPs son 

importantes para la virulencia de K. pneumoniae, incluida la proteína OmpA. La 

proteína OmpA es una de las proteínas más abundantes en la membrana externa 

de bacterias Gram negativas y está altamente conservada entre los miembros de 

la familia Enterobacteriaceae (March et al., 2013). 

La proteína OmpA tiene un papel importante en el mantenimiento de la integridad 

celular, en la conjugación, en la división celular y en la habilidad para invadir 

células de mamíferos. En K. pneumoniae, OmpA ayuda a la resistencia contra los 

péptidos catiónicos antimicrobianos y a la evasión de la fagocitosis mediada por 

macrófagos alveolares (March et al., 2013); no obstante, los resultados de 

experimentos con la proteína OmpA son controversiales. Se ha demostrado que 

la proteína OmpA purificada se une a las células epiteliales bronquiales, así 

como a las células 
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dendríticas (CD) y los macrófagos. Lo que conduce a una mayor producción de 

citocinas (Pichavant et al., 2003; Jeannin et al., 2005; Jeannin et al., 2002). Por 

otro lado, la presencia de OmpA purificada en los pulmones induce la regulación 

positiva de la producción de citocinas y quimiocinas, lo que conduce a un 

posterior reclutamiento transitorio de neutrófilos (Pichavant et al., 2003). 

 
Una mutante en OmpA provocó una producción amplificada de IL-8 (Interleukin) 

en células epiteliales bronquiales in vitro y un aumento de los niveles de TNF-α 

(Tumor Necrosis Factor) e IL-6 en pulmones de ratón en comparación con una 

cepa isogénica que expresa OmpA (March et al., 2011). Además, esta mutante 

con deleción en ompA atenuó la neumonía en un modelo ratón. Las proteínas 

OmpK35 y OmpK36 constituyen las porinas de mayor importancia en K. 

pneumoniae a través de las cuales se produce un paso selectivo de moléculas 

hidrófilas, tales como nutrientes y antibióticos. Las cepas mutantes en dichas 

porinas remodelan la superficie de K. pneumoniae e incrementan la adherencia 

de la bacteria a los macrófagos, lo que origina una mayor susceptibilidad a la 

fagocitosis (Tsai et al., 2011). Mientras que una regulación a la baja de estas 

porinas confiere una mayor resistencia a antibióticos, ya que las porinas 

probablemente sirven como canales que permiten la entrada de los antibióticos 

a la bacteria. (Hernandez-Alles et al., 2000). En términos de virulencia, la 

ausencia de las porinas OmpK35 y OmpK36 puede resultar perjudicial para K. 

pneumoniae (Tsai et al., 2011). Se ha demostrado que ompK36 es importante para 

la virulencia de K. pneumoniae. Esta mutante puede colonizar el hígado, pero no 

puede persistir, después de la inyección intraperitoneal (Chen et al., 2010). 

Asimismo, en un modelo de ratón, las mutantes con deleción en ompK36, 

provocaron una mortalidad significativamente menor en comparación a la 

mortalidad provocada por la cepa silvestre (Chen et al., 2010; March et al., 2013). 
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3.1.5 Cápsula 

 
 
La cápsula de K. pneumoniae es un polisacárido ácido, que llega a medir hasta 

160 nm de ancho, compuesto generalmente de unidades repetitivas de 3 a 6 

azúcares como: glucosa, galactosa, fucosa, manosa, ramnosa, además de 

ácidos urónicos (Clements et al., 2008). Las variantes en la composición del 

polisacárido de la cápsula permiten la clasificación de K. pneumoniae en 78 

serotipos de acuerdo a este antígeno. Los antígenos K1, K2, K5, K54 y K57 

poseen mayor relevancia clínica porque han sido los que se han aislado con 

mayor frecuencia de pacientes con patologías graves (Turton et al., 2010; 

D’Andrea et al., 2014). 

Los genes que codifican para la cápsula de K. pneumoniae varían de acuerdo al 

serotipo capsular, entre 16 a 20 genes, los cuales están organizados en tres 

unidades transcripcionales consecutivas que dan origen a un gran número de 

proteínas involucradas en la biosíntesis (galF, PPC, gmd, wcaG, wcaH, wcaI, 

wcaJ, gnd, manC, manB, ugd) y exportación (wzi, wza, wzb, wzc, wzx, wzy) de 

los componentes de dicha estructura molecular sobre la superficie bacteriana 

(D’Andrea et al., 2014). 

La cantidad de la cápsula se ha relacionado con la virulencia de los aislados 

(Paczosa y Mecsas, 2016). Los serotipos capsulares K1 y K2 son los que 

presentan mayor cantidad de cápsula (Mizuta et al., 1983; Podschun y Ullmann 

et al., 1998). Estos serotipos son los más virulentos en el modelo de infección 

murino (Tsay et al., 2002). La cápsula actúa como un escudo y confiere 

resistencia contra la actividad bactericida del suero; evitando que la proteína C3 

del complemento se una a la membrana de la bacteria. La cápsula también 

brinda protección a la bacteria contra las células fagocíticas; impidiendo el 

reconocimiento de antígenos que se encuentran en su membrana, (Figura 6). 
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Figura 6. Funciones de la cápsula en K. pneumoniae. Tomado de Paczosa y Mecsas, 2016. 

 
 

3.1.6 Proteínas nucleoides 

 
 

Las proteínas nucleoides o más recientemente nombradas proteínas asociadas 

al nucleoide inicialmente se describieron como piezas arquitectónicas para el 

mantenimiento del cromosoma y posteriormente se descubrió que participan en 

la regulación de diversos procesos del DNA bacteriano (Dorman y Deighan 2003). 

 

3.1.6.1 FIS 

 
La proteína FIS (factor de estimulación para la inversión, por sus siglas en inglés) 

se identificó por primera vez en 1985 en E. coli, como un factor requerido para 

estimular las reacciones de inversión sitio especificas mediada por la familia de 

DNA recombinasas Hin, Gin y Cin (Haffter y Bickle, 1987). La proteína FIS está 

conformada por cuatro hélices α. Posee un peso de 11.2 kDa y existe como 

homodímeros en solución. FIS se une al DNA por medio de un motivo hélice giro- 

hélice ubicado dentro de la mitad C-terminal de la molécula (Koch et al., 1991; 

Kostrewa et al., 1991; Johnson et al., 1986, Koch y Kahmann, 1986). El gen 

codificante de la proteína FIS se ha encontrado en proteobacterias gama y beta, 

pero no en bacterias Gram positivas. FIS se une de manera específica a una 

secuencia palindrómica de 15 pb. Se estima que la curvatura creada por la unión 

de FIS a uno de estos sitios específicos varía de 45° a 90°. La proteína FIS no es 

esencial para la supervivencia, pero es un regulador global de la expresión 

génica 
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en muchas bacterias Gram negativas (Ishihama, 1999). Está involucrada en 

muchos de los aspectos fundamentales de la vida de la célula tales como el inicio 

de la replicación del DNA cromosómico. Se sabe que FIS se une de manera 

específica en las posiciones 206 a 221 dentro del oriC de E. coli. La unión de 

FIS a este sitio resulta en un impedimento estérico para la unión de la proteína 

DnaA y por lo tanto representa un punto de control en el proceso de replicación. La 

proteína FIS influye en el estado topológico del DNA en la célula reprimiendo la 

DNA girasa y estimulando la expresión genética de la topoisomerasa I (Schneider 

et al., 1999). De esta manera, FIS actúa para preservar las formas intermedias 

superenrolladas de DNA evitando cambios extremos. 

FIS también puede funcionar como un represor de la transcripción evitando la 

unión de la RNA polimerasa con la región promotora. Una de las características 

comunes en los promotores reprimidos por FIS es la presencia de múltiples sitios 

de unión dentro y alrededor del sitio de unión a la RNA polimerasa. Asimismo, 

FIS funciona como un activador de la transcripción de manera semejante a la 

represión; los genes activados por FIS tienen varios sitios de unión cerca de su 

región promotora. Se sabe de dos mecanismos para la activación de la expresión 

génica por parte de FIS. La primera es la interacción directa con el dominio C-

terminal de la subunidad α (αCTD) de la RNA polimerasa. El contacto entre FIS y 

αCTD promueve la unión de la RNA polimerasa que conduce a la formación y 

aumento de vida de los complejos abiertos (Bokal et al.,1995; Lu et al., 1994; 

Bartlett et al., 2000). El segundo mecanismo propuesto para la activación de la 

transcripción por medio de FIS es a través de la estabilización de un microbucle 

de DNA corriente arriba del promotor (Travers y Muskhelishvili, 1998). FIS 

también puede funcionar de manera indirecta para mejorar la transcripción, por 

ejemplo, puede actuar como un antagonista de la represión causada por H-NS 

(Afflerbach et al.,1999; Falconi et al., 1996, Falconi et al., 2001; Tippner et al., 

1994). La recombinación por inversión sitio-específica es otro de los procesos en 

los que participa la proteína FIS. Este proceso es catalizado por un grupo de 

invertasas (Johnson, 2002) y se lleva a cabo dentro de un complejo de 

nucleoproteínas llamado invertasoma. Los sitios de recombinación unidos por la 

DNA invertasa están en contacto con FIS unida a una 
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región de DNA denominada como potenciador (Heichman y Johnson, 1990). El 

invertasoma se ensambla en la base de una rama dentro del DNA 

superenrrollado; los sitios de recombinación son alineados de tal manera que el 

intercambio de hebras de DNA resulta en la inversión del DNA intermedio; dichas 

reacciones ocurren tanto en los cromosomas bacterianos como en genomas de 

fagos y plásmidos (Johnson et al., 2005). 

 

3.1.6.2 IHF 

 
La proteína IHF (factor de integración al hospedero, por sus siglas en inglés) es 

una proteína de unión al DNA con funciones en la organización estructural del 

DNA local. Esta proteína está conformada por las subunidades alfa y delta 

codificadas en diferentes genes; las dos subunidades tienen aproximadamente 

un 35% de identidad entre sí. El peso de las subunidades es de 9.5 y 11 kDa, 

respectivamente (Nash, 1981). La proteína IHF se une a secuencias de 30 a 35 

pb de longitud, siendo estos sitios asimétricos. Los sitios de unión contienen un 

elemento central con la secuencia consenso WATCAANNNNTTR (donde W es 

A o T, R es una purina y N es cualquier base). Esta proteína participa en la 

regulación transcripcional en bacterias Gram negativas. La proteína IHF se 

requiere para el desarrollo de diversos virus incluso el bacteriófago lambda. De 

hecho, IHF se describió originalmente como una proteína huésped que se 

requiere para la integración sitio-específica del genoma lambda en E. coli. La 

función principal de la proteína IHF es inducir curvas de hasta 180°. La proteína 

IHF tiene algunas de las características de un factor de transcripción 

convencional, ya que es capaz de reclutar a la RNA polimerasa hacia los 

promotores blanco. Además de su actividad de doblado del DNA, puede influir 

durante la transcripción donde facilita el contacto entre las proteínas reguladoras 

y la RNA polimerasa (Santero et al., 1992). La flexión del DNA también 

proporciona un medio para favorecer el contacto físico entre segmentos distantes 

de DNA o proteínas que están unidas a esos segmentos de DNA; este 

mecanismo es particularmente importante en promotores que dependen del 

factor sigma σ54. Los cuales son activados por una proteína que se une 



19  

aproximadamente a 150 bp río arriba del sitio promotor, en un sitio conocido 

con el nombre de potenciador o enhancer. La flexión de 180° del DNA por IHF 

facilita el contacto físico entre el activador de la transcripción unido al potenciador 

y la RNA polimerasa unida al promotor (Bertoni et al., 1998; Carmona y 

Magasanik, 1996). De manera contraria, IHF puede inhibir directamente la 

transcripción en varios sistemas al unirse a sitios específicos que se superponen 

a las regiones -10 ó -35 del promotor en cuestión. Otra forma en la que IHF regula 

la transcripción genética es mediante la transmisión del estrés torsional (Johnson 

et al., 2005). La curvatura inducida por IHF en el DNA del fago lambda también es 

crucial para una recombinación eficiente, ya que IHF funciona como un elemento 

arquitectónico especifico de secuencia en el ensamblaje de estructuras de 

nucleoproteínas llamadas intasomas (Azaro y Landy, 2002; Snyder et al., 1989). 

IHF regula la expresión de diversos genes que están involucrados en una gran 

cantidad de procesos, además de la transposición (Haniford, 2006; Saha et al., 

2013), replicación de plásmidos y la transferencia de plásmidos mediada por 

conjugación (Karl et al., 2001). También se sabe que la proteína IHF interactúa 

con la proteína DnaA para determinar su posición dentro del origen de la 

replicación cromosómica (Polaczek et al., 1998). La expresión de diversos genes 

es influenciada de manera indirecta por la proteína IHF. Por ejemplo, IHF regula la 

expresión de genes necesarios para la respiración anaeróbica, porque la 

expresión de FNR es regulada entre otros factores por IHF (Douglas et al., 2000). 

Además, se ha propuesto que IHF funciona directamente como un anti-activador 

de CRP; a su vez, CRP activa a acs que codifica la acetil-coenzima A sintetasa, 

una enzima de alta afinidad que permite a las células buscar el acetato durante 

la inanición de carbono. IHF también ha demostrado tener un papel en la 

regulación de genes que participan en respuesta a condiciones de alta 

osmolaridad como el operon proU que codifica para un sistema de transporte el 

cual media la acumulación de solutos compatibles (Khodr et al., 2014). 

 

 

 



20  

3.1.6.3 HU 

 
El descubrimiento de la proteína HU se realizó en 1975; se aisló como una 

pequeña proteína de unión al DNA de la cepa U93 de E. coli. En un principio fue 

denominada como factor U, sin embargo, debido a sus propiedades y 

características parecidas 

a las histonas eucariotas se le denominó proteína “HU” (Rouvière-Yaniv y Gros, 

1975). La proteína HU existe como homodímero en la mayoría de las bacterias, 

pero en las Enterobacteriaceae forma un heterodímero (Pettijohn, 1988). En E. 

coli, la proteína HU puede formar un heterodímero que consta de dos 

subunidades: HU- a y HU-b, codificados por los genes hupA y hupB. El 

heterodímero es la forma predominante y muestra una mayor afinidad 

inespecífica de secuencia por el DNA bicatenario. La unión de HU da como 

resultado una torsión y un enrollamiento del dúplex mediante la inserción de dos 

residuos de prolina separados por nueve pares de bases a lo largo del contorno 

del DNA (Johnson et al., 2005). En Mycobacterium tuberculosis HU es un 

homodímero que consta de una sola subunidad HU-b, codificada por el gen hupB 

(Bhowmick et al., 2014). En la bacteria Clostridium difficile, por el contrario, solo 

el gen hupA ha sido identificado (Oliveira Paiva et al., 2019). 

La proteína HU se encuentra entre las proteínas asociadas al nucleoide más 

abundantes y conservadas (Azam et al., 1999); está presente en todo el ciclo de 

crecimiento con hasta una proteína HU por 300-400 pares de bases en la fase 

logarítmica que es donde se encuentra la mayor abundancia alcanzando 30,000 

a 55,000 moléculas por célula en E. coli (Azam et al., 1999). La unión de la 

proteína HU a todos los ácidos nucleicos y sus híbridos se lleva a cabo de una 

manera no específica de secuencia (Balandina et al., 2002), pero exhibe una alta 

afinidad por estructuras de DNA anormales como uniones de cuatro vías, huecos 

o mellas que se generan, por ejemplo, durante el daño del DNA (Kamashev y 

Rouviere-Yaniv, 2000). Aunque HU se une de manera independientemente de 

secuencia, presenta dos modos de unión al DNA: se une con baja afinidad al DNA 

lineal a través de un mecanismo de bloqueo de fosfato, pero se une al DNA 

dañado (retorcido) o cruciforme específicamente y con alta afinidad a través de 
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sus largos brazos de lámina β (Kamashev y Rouviere-Yaniv, 2000; Swinger et 

al., 2003). Las interacciones HU-DNA puede dar lugar a curvaturas de 150° a 

180° si actúa como dímeros individuales este complejo HU-DNA es más flexible 

en comparación al DNA desnudo debido a la flexión inducida en el dúplex. No 

obstante, cuando actúan de manera cooperativa en un modo de unión lado a 

lado, estabilizan la hélice del 

DNA en el nucleoide (Van Noort et al., 2004). De esta manera se puede formar 

un filamento de nucleoproteína con aproximadamente un dímero de HU por cada 

nueve pares de bases (Guttula et al., 2018). 

La proteína HU participa en una serie de procesos regulatorios que controlan la 

expresión de diversos genes. Se ha sugerido que HU actúa como un aislante 

funcional de las unidades de transcripción al limitar el superenrollamiento del 

DNA generado por la transcripción (Berger et al., 2016). HU puede participar en 

la represión de la transcripción, como en la expresión del gen gal en Salmonella 

(Mangan et al., 2011). En E. coli esto ocurre con la formación de un complejo de 

represión en los que la proteína HU induce una curvatura que favorece la 

represión ejercida por las proteínas GalR. También, la proteína HU tiene la 

capacidad de inducir un superenrollamiento negativo en moléculas de DNA 

relajadas en presencia de topoisomerasa I, por lo tanto, puede influir en la 

expresión génica de diversos genes (Rouvière-Yaniv et al., 1979). 

La proteína HU también participa en la traducción de proteínas. Un ejemplo de 

ello es la proteína RpoS, donde se ha demostrado que HU puede unirse de 

manera específica al RNAm de RpoS (Balandina et al., 2001). En B. subtilis, HU 

se une a un dominio Alu de RNA citoplasmático (Nakamura et al., 1999); además, 

HU también reconoce el RNAm de la proteína DsrA que modula la traducción de 

reguladores celulares clave como RpoA o H-NS (Lease y Belfort, 2000). Otro de 

los procesos en los que interviene HU es la recombinación sitio-específico donde 

apoya la formación de complejos en bucle del DNA; por ejemplo, en el sistema 

de variación de fase flagelar de Salmonella enterica serotipo Typhimurium 

(Johnson et al., 2005). HU también favorece el ensamblaje del transposoma 

facilitando la transposición. En el caso del fago Mu, se ha sugerido que la proteína 

HU funciona como un “sensor” de superenrrollamiento para regular la 
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transposición en función del nivel de superenrrollamiento de la célula donante 

(Kobryn, Lavoie y Chaconas, 1999). Otra de las funciones descritas para la 

proteína HU es la reparación en donde esta proteína tiene un papel importante 

en la resolución de las uniones de Holliday. 

El recubrimiento del DNA por la proteína HU proporciona una protección 

indirecta. Se ha demostrado que HU protege al DNA de las roturas inducidas por 

la radiación, ayuda a la estabilización del ácido nucleico contra la 

desnaturalización térmica (Rouvière-Yaniv et al., 1977) e inhibe la degradación 

nucleolítica del DNA dañado (Boubrik and Rouviere-Yaniv, 1995; Bi et al., 200). 

HU también juega un papel importante en el inicio de la replicación del DNA 

(Bonnefoy y Rouvière-Yaniv, 1992) y la división celular (Preobrajenskaya et al., 

1994). 

En E. coli, la proteína HU controla la expresión del 8% del genoma gracias a la 

remodelación de la topología del DNA. Estos cambios en la expresión de los 

perfiles de transcripción están asociados con la adaptación al ambiente hostil de 

la célula huésped o con respuesta al estrés y tienen importantes impactos en la 

fisiología celular (Kar et al., 2005; Oberto et al., 2009), incluyendo la expresión 

de genes involucrados en respiración anaeróbica, respuestas celulares al estrés 

osmótico, al estrés ácido y la respuesta al daño del DNA (Oberto et al. 2009; Kar 

et al., 2005; Bi et al., 2009). 

En Salmonella enterica serotipo Typhimurium, HU controla tres regulones que 

coordinan la virulencia, respuesta al estrés y su fisiología general (Mangan et al., 

2011). En H. pylori, la proteína HU está involucrada en la reparación por 

recombinación y es capaz de proteger al DNA contra el daño oxidativo (Wang et 

al., 2012). En M. tuberculosis, la proteína HU es un objetivo potencial para el 

desarrollo de terapias contra la tuberculosis (Bhowmick et al., 2014). 

 
4 Antecedentes 

 

Las proteínas nucleoides han sido ampliamente estudiadas en muchas bacterias 

patógenas, y estas proteínas pueden regular la expresión de diversos genes 

incluyendo genes que codifican para factores de virulencia. La ausencia de 
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proteínas nucleoides genera efectos que difieren según la bacteria que se 

estudie. Por ejemplo, en términos de la proteína FIS, la ausencia de esta no es 

letal en Vibrio cholerae, pero genera un retraso en el crecimiento bacteriano 

durante el inicio de la fase logarítmica (McLeod et al., 2006). Trabajos de 

transcriptómica han demostrado que FIS regula la expresión de diversos genes 

relacionados con la expresión de la cápsula en Pasteurella multocida (Steen et 

al., 2010), mientras que en Shigella flexneri y E. coli se ha relacionado con la 

virulencia bacteriana (Steinman y Derrsch, 2013; Saldaña et al., 2009). En Vibrio 

cholerae, FIS regula la expresión de HarP, un regulador maestro del “quórum 

sensing” (Lenz y Bassler 2007). La ausencia de la proteína IHF puede generar 

un defecto en el crecimiento en Salmoenlla enterica serotipo Typhimurium y E. 

coli (Mangan et al., 2006; Friedman, 1988). La ausencia de IHF provoca una 

menor formación de biopelículas en E. coli uropatogénica, Haemophilus 

influenzae y Salmonella enterica serotipo Enteritidis (Devaraj et al., 2015; 

Devaraj et al., 2017; Leite et al., 2017). Asimismo, trabajos de transcriptómica han 

revelado que IHF regula la expresión de genes relacionados con la resistencia al 

estrés ácido en E. coli (Bi y Zhang 2014) y genes relacionados con la expresión 

de un sistema de secreción tipo VI en Vibrio fluvialis (Pan et al., 2018). 

En el caso de HU, la ausencia de esta proteína nucleoide provoca inviabilidad 

celular en Bacilus subtilis, Streptococus pneumoniae y otros organismos Gram 

positivos (Ferándiz et al., 2018; Li y Waters 1998; Bartels et al., 2001; Liu et al., 

2008; Nguyen et al., 2009), mientras que en E. coli genera un fenotipo leve (Wada 

et al., 1988). En otras bacterias, la ausencia de HU provoca una expresión 

diferencial de genes involucrados con la virulencia bacteriana. En Francisella 

tularensis y Salmonella enterica serotipo Typhimurium, HU regula la expresión 

de genes que pertenecen a islas de patogenicidad (Stojkova et al., 2018; Mangan 

et al., 2011). 

Específicamente en Salmonella, HU regula la expresión de SPI-1 y SPI-2 por lo 

que está involucrado en la invasión del lumen intestinal del huésped y la 

sobrevivencia dentro de las vacuolas de los macrófagos (Dilon y Dorman 2010; 

Ó Croínin, 2006). En Vibrio parahaemolyticus, HU regula la expresión de genes 

que codifican para proteínas que pertenecen a sistemas de secreción tipo 3 
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(Phan et al., 2015). En E. coli, HU regula la expresión de genes relacionados con 

la protección al DNA por estrés ácido y estrés por alta osmolaridad (Oberto et al., 

2009). En Porphyromonas gingivalis HU se ha relacionado con la producción de 

polisacáridos capsulares, síntesis de la pared celular, la división celular y la 

absorción de hierro (Priyadarshini et al., 2013). 

En el caso de la proteína nucleoide H-NS, nuestro grupo de trabajo reportó que 

la ausencia de H-NS en K. pneumoniae da como resultado un fenotipo 

hipermucoviscoso generado por la sobreexpresión de genes relacionados con la 

expresión de la cápsula lo cual produjo una disminución en la fagocitosis 

mediada por macrófagos (Ares et al., 2016). Además, la ausencia de H-NS 

produjo una menor expresión de la pilina mrkA, originando una baja producción 

de biopelículas y afectando la adherencia a macrófagos y células epiteliales (Ares 

et al., 2016). 

 
5 Planteamiento del problema 

 

K. pneumoniae es uno de los principales patógenos causantes de enfermedades 

nosocomiales. Los principales factores de virulencia de esta bacteria son: la 

cápsula, las fimbrias, el lipopolisacárido, las proteínas de membrana externa y 

los sideróforos. Las proteínas nucleoides tienen la capacidad de regular la 

expresión de factores de virulencia en diversas bacterias patógenas. 

Actualmente no existen reportes sobre el papel de las proteínas nucleoides FIS, 

IHF y HU en la expresión de factores de virulencia de K. pneumoniae. 

Con base en la información anterior este trabajo está dirigido a responder la 

siguiente pregunta: 

¿Qué efecto tienen las proteínas nucleoides FIS, IHF y HU en la expresión de 

factores de virulencia de K. pneumoniae? 

 
6 Hipótesis 

 
Sí las proteínas nucleoides FIS, IHF y HU regulan la expresión de factores de 

virulencia en otras bacterias, entonces en las cepas de K. pneumoniae mutadas 
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en los genes que codifican dichas proteínas, se observará una alteración en la 

expresion de los factores de virulencia como la cápsula, las fimbrias, el 

lipopolisacárido, las proteínas de membrana externa y los sideróforos. 

 

7 Objetivo general 

 
Caracterizar la función reguladora de las proteínas nucleoides FIS, IHF y HU 

sobre la expresión de los factores de virulencia de K. pneumoniae. 

 
7.1 Objetivos experimentales 

 
 Generar mutantes nulas en los genes que codifican para las proteínas 
nucleoides FIS, IHF y HU en K. pneumoniae. 

 

 Analizar la expresión de los genes que codifican para la cápsula, las fimbrias, 
el LPS, las proteínas de membrana externa y los sideróforos en las cepas 
mutantes Δfis ΔhimA y ΔhupB, y compararla con la cepa silvestre de K. 
pneumoniae. 

 
8 Metodología 

 
8.1 Cepa bacteriana y líneas celulares 

 
Para este proyecto se utilizó la cepa de K. pneumoniae designada 123/01, la cual 

previamente se aisló de un paciente pediátrico con neumonía nosocomial a partir 

de un lavado bronquial en el Hospital Civil de Guadalajara. La cepa se mantuvo 

en glicerol al 15% a -70 °C hasta su uso. 

 
8.2 Medios de cultivo 

 
Los cultivos bacterianos se realizaron en medio TSB (Tryptic Soy Broth) (BD), 

que contiene bacto Tryptone (digerido pancreático de caseína) 17,0 g/L, bacto 

Soytone (digerido péptico de harina de soja) 3,0 g/L, glucosa (dextrosa) 2,5 g/L, 

cloruro sódico 5,0 g/L, fosfato dipotásico de hidrógeno 2.5 g/L. 

El medio LB fue utilizado para cultivar el inóculo primario. El medio LB (lysogenia 
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broth) (DIFCO) contiene 10 g/L de peptona de caseína, 5 g/L de extracto 

de levadura y 10 g/L de NaCl. El agar LB también se empleó y se preparó 

añadiendo 15 g/L de agar bacteriológico (DIFCO) al medio LB. 

 
8.3 Antibióticos 

 
Cuando fue necesario, los medios de cultivo se suplementaron con antibióticos. 

Estos antibióticos se añadieron al medio estéril a partir de una solución 

concentrada conservada a -20 °C de acuerdo a las instrucciones establecidas 

por Sambrock y colaboradores (1989). La concentración final de los antibióticos 

utilizados fueron las siguientes: ampicilina a 200 µg/mL, kanamicina a 50 µg/mL 

y tetraciclina a 10 µg/mL. 

 
8.4 Generación de las cepas mutantes Δfis, ΔhimA y ΔhupB 

 
A partir de la cepa silvestre 123/01 de K. pneumoniae, a la que previamente se 

introdujo el plásmido pKD119 (el cual posee un promotor inducible con 

arabinosa, lamda-Red y un gen de resistencia a tetraciclina), se inactivaron los 

genes fis, himA y hupB, presentes en el cromosoma bacteriano, se reemplazó su 

secuencia nucleotídica por un gen de resistencia a kanamicina, este gen se 

generó por PCR utilizando oligonucleótidos que contienen las secuencias 

homólogas de los genes a mutar. Debido a esto, las secuencias permitieron la 

recombinación homóloga, en las regiones flanqueantes a cada gen (Datsenko y 

Wanner, 2000). 

 
8.4.1 Amplificación del gen de resistencia a kanamicina 

 
 

El gen de resistencia a kanamicina del plásmido pKD4 se amplificó utilizando 

oligonucleótidos que en su extremo 5’ contienen secuencias homólogas (de 45 

nucleótidos) a los genes fis, himA y hupB (H1 y H2), más las secuencias 

correspondientes a los extremos flanqueantes (de 20 nucleótidos) al gen de 

resistencia a kanamicina, los cuales se denominan P1 y P2. 
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8.4.2 Preparación de células competentes 

 
 

El inóculo primario de la cepa 123/01 se realizó tomando 10 μL de un vial de 2 

mL que se encontraba a -70 °C al 15% de glicerol, se cultivó en 5 mL de medio 

TSB a temperatura ambiente durante toda la noche; posteriormente, se inocularon 

500 μL del cultivo primario en 10 mL de medio TSB suplementado con L-

arabinosa a una concentración final de 10 mM (Sigma) y 10 µg/ ml de tetraciclina. 

El cultivo se incubó a temperatura ambiente en agitación hasta alcanzar una 

D.O. entre 0.7 y 

0.8 a 600mn (aproximadamente 3 h). Después las células se cosecharon por 

centrifugación a 3000 x g a 4 °C durante 15 min y se realizaron tres lavados con 

10 mL de agua fría. 

Las células competentes (aproximadamente 75 µL) se electroporaron con 100 ng 

del producto de PCR. Una vez sometidas al pulso eléctrico, las células se 

resuspendieron en 1 mL de medio TSB fresco y se incubarán a 30 °C durante 3 

h para favorecer la recombinación y permitir la expresión de la resistencia al 

antibiótico. La selección de las mutantes se realizó sembrando del cultivo 

anterior, 100 µL en agar LB suplementado con kanamicina. Las placas se 

incubaron a 37 

°C durante 24 h. Posteriormente, para eliminar el plásmido pKD119 se sembró 

en agar LB sin antibiótico y se incubó a 42 °C durante 24. 

Las posibles colonias mutantes se sometieron a una amplificación por medio de 

PCR con oligonucleótidos flanqueantes de los genes fis, himA y hupB para 

comprobar la inserción del gen de resistencia al antibiótico. La amplificación se 

comprobó mediante un corrimiento electroforético a 80 V por 60 min en gel de 

agarosa al 1.5% teñido con bromuro de etidio a una concentración de 0.83 µg/mL, 

colocando en el pozo 5 µL de producto de PCR y usando como regulador TAE 

1X. 
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8.4.3 Diseño de los iniciadores de los genes estudiados en K. pneumoniae 

 
Los genes que se estudiaron en el presente trabajo se muestran en la Tabla 1, 

donde se señala el producto para el cual codifican y la función de cada uno 

de ellos. Como gen normalizador para el análisis de la expresión genética se 

utilizó el gen constitutivo rrsH, el cual codifica para el rRNA 16S de K. 

pneumoniae. Los iniciadores se diseñaron utilizando el programa “Primer 3 plus”; 

dichos iniciadores se seleccionaron con base en los siguientes criterios: la Tm de 

entre 57 °C y 61 °C y el tamaño del amplicón generado debe estar entre 95 y 205 

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

Biotecnología de la UNAM. 

 

Tabla 1. Genes involucrados en la síntesis de la cápsula, de las fimbrias, del lipopolisacárido, 

de las proteínas de membrana externa y de los sideróforos de K. pneumoniae. 

 

Gen 

 

Secuencia del iniciador (5 - 3´) 

 

Amplicón 

(pb) 

Función 

KP1_3726 

(galF) 

F: CAAAGGCAATTCCAAAGGAG 

R: TGCGTCACCAGAACAATCTC 
109 

Producción de 

subunidades de 

glucosa para la cápsula 

KP1_3721 

(wzi) 

F: CAGGGGTTTGGTCAGACACA 

R: CGTTGAAGCGTGATCCGTTG 
136 

Ensamblaje de los 

polisacáridos capsulares 

sobre la superficie 

KP1_3703 

(manC) 

F: AGCGGCATGTTTATGTTCCG 

R: AAATGTCATGCGGGATGCTG 
139 

Producción de 

subunidades de 

manosa para la cápsula 

KP1_4561 

(mrkA) 

F: CCATGCAGCTGATACCAATG 

R: GCAGCCTGGCAGTTAGAGAC 
201 

Pilina mayoritaria del pili 

tipo 3 

KP1_4571 

(fimA) 

F: ACTGTTACCACCACCGAAGC 

R: CTGGATACCGATGCCGATAC 
199 Pilina del pili tipo 1 

KP1_1146 

(ecpA) 

F: ACCTCGCGTCTTATCACCAA 

R: CCGCTGATGATGGAGAAAG 
183 Pilina del pili ECP 

KP1_3698 

(wzm) 

F: ACGCTGAACCTGTTTTTCCG 

R: ATACTCGCTAGCGGATTGTAGG 
126 

Síntesis del antígeno “O” 

del lipopolisacárido 
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KP1_1914 

(msbA) 

F: CAAAGGCAATTCCAAAGGAG 

R: TGCGTCACCAGAACAATCTC 
97 

Síntesis del lípido “A” del 

lipopolisacárido 

KP1_5313 

(rfaD) 

F: CAGGGGTTTGGTCAGACACA 

R: CGTTGAAGCGTGATCCGTTG 
100 

Síntesis del “core” del 

lipopolisacárido 

KP1_1929 

(ompK35) 

F: CAAAACGGACGCACTGTTTA 

R: TGTCCCTCTTTCAGCCAGTT 
102 Porina OmpF 

KP1_3869 

(ompK36) 

F: CAAAGGCAATTCCAAAGGAG 

R: TGCGTCACCAGAACAATCTC 
132 Porina OmpC 

KP1_1958 

(ompA) 

F: ACGGTATCGTCGCATAAAGG 

R: AGGTGATGTTTTCGGTCAGC 
119 

Proteína integral de 

membrana externa 

OmpA 

KP1_1002 

(fhuA) 

F: CAAAGGCAATTCCAAAGGAG 

R: TGCGTCACCAGAACAATCTC 
112 Captación de hierro 

KP1_1548 

(fes) 

F: CAGGGGTTTGGTCAGACACA 

R: CGTTGAAGCGTGATCCGTTG 
104 Captación de hierro 

KP1_6121 

(rrsH) 

F: CAGCCACACTGGAACTGAGA 

R: GTTAGCCGGTGCTTCTTCTG 
204 Gen normalizador 

 

8.4.4 Extracción del DNA genómico 

 

La extracción del DNA genómico se realizó de acuerdo a la metodología descrita 

por González-y-Merchand y colaboradores (1996). Para esto, 10 mL de las cepas 

de K. pneumoniae crecidas toda la noche se centrifugaron a 2500 x g durante 10 

min; el sobrenadante se decantó y la pastilla se resuspendió en 500 µL de 

regulador de lisis (cloruro de guanidinio 6 M, Tween 80 al 10%, EDTA 0.5 M y 

βMercaptoetanol 14.7 M). Posteriormente, la suspensión se transfirió a tubos de 

2 mL con tapón de rosca. Inmediatamente después los tubos se sometieron 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 thermoblock (Eppendorf). Posteriormente, se adicionó un 

volumen de fenol: cloroformo: alcohol isoamílico (25:24:1) y las mezclas se 

agitaron suavemente en el vórtex y se centrifugaron a 16000 x g a temperatura 

ambiente durante 5 min. La fase acuosa se recuperó y se le agregaron dos 

volúmenes de cloroformo: alcohol isoamílico (24:1); se agitaron en vórtex para 
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después proceder a centrifugar nuevamente bajo las mismas condiciones. 

La fase acuosa se recuperó nuevamente y el DNA se precipitó con dos 

volúmenes de etanol absoluto; inmediatamente después los tubos se colocaron 

a una temperatura de -20 °C durante 24 h para favorecer la precipitación. Los 

tubos se centrifugaron nuevamente durante 15 min a 16000 x g a temperatura 

ambiente, posteriormente se eliminó el sobrenadante y la pastilla se lavó con 500 

μl de etanol al 70%, después se eliminó el exceso de etanol secando el DNA en 

el secador “DNA110 speedvac” (ThermoScientific; USA). La muestra se 

resuspendió en 50 µL de agua destilada estéril. 

El DNA se cuantificó por espectrofotometría utilizando el Nano Drop-1000 

(ND1000); se determinó su calidad mediante electroforesis en gel de agarosa al 

1%; finalmente se almacenó a -20 °C hasta su uso. 

 
8.4.5 Amplificación de los genes mediante la reacción 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 reacción: 0.25 µL que corresponde a 1U de Taq polimerasa 

(Invitrogen), 2.5 µl de amortiguador de PCR 10X (Tris-HCl 200 mM pH = 8.4; 

KCl 500 mM) (Invitrogen), 1.5 µL de MgCl2 a una concentración de 25 mM 

(Invitrogen), 0.5 µL de dNTPs a una concentración de 10 mM (Invitrogen), 1.0 

µL de cada uno de los iniciadores a una concentración de 20 µM (Invitrogen), 

1.0 µL de DNA genómico a una concentración de 

0.1 µg/µL y se llevó a un volumen final de 25 µL adicionando 17.5 µL de agua 

estéril libre de nucleasas. 

Los tubos con la mezcla de reacción se colocaron en un termociclador 

Mastercycler® de Eppendorf; la amplificación consistió de un ciclo inicial de 

desnaturalización a 95 ºC por 5 min, posteriormente 30 ciclos con las siguientes 

condiciones: 95 °C por 1 min, 55 °C por 30 s y 72 °C por 1 min y finalmente un 

ciclo de extensión a 72 °C por 10 min. Una vez terminada la reacción se comprobó 

la amplificación mediante un corrimiento electroforético a 80 V por 60 min, en gel 



31  

de agarosa al 1.5% teñido con bromuro de etídio (0.83 μg/mL), colocando en 

cada pozo 5 μL de producto de PCR y usando como regulador TAE 1X. 

8.5 Extracción del RNA total 

 

La extracción del RNA se llevó a cabo de la siguiente manera:Rompimiento 

celular: el cultivo de bacterias (10 mL) en fase logarítmica se centrifugó a 8000 

x g durante 10 min. El sobrenadante se desechó y la pastilla obtenida se 

resuspendió en 500 µL de solución de lisis (SDS 0.5%, Acetato de sodio 10 mM, 

EDTA 10 mM), la suspensión se colocó en microtubos de 2 mL. 

Las bacterias se rompieron con vórtex de la siguiente manera: 3 ciclos de 1 min 

a velocidad máxima seguido de 1 min en incubación en hielo. Al lisado celular se 

añadirán 500 µL de fenol ácido (Sigma) precalentado a 65 °C, los tubos se 

agitaron vigorosamente y se incubaron a 65 °C durante 5 min en el thermoblock 

(Eppendorf; Alemania). 

Después de la incubación, los tubos se centrifugaron a 16000 x g a 4 °C por 5 

min y el lisado celular se recuperó en tubos limpios. A cada tubo se les agregaron 

dos volúmenes de etanol absoluto frío, dejando precipitar el RNA a -20 °C toda la 

noche. 

Precipitación 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 eliminó teniendo cuidado de no 

llevarse la pastilla obtenida y se lavó con 1 mL de etanol al 70%, se centrifugó a 

16000 x g durante 5 min. El etanol se eliminó de la pastilla y se secó en “speedvac” 

por 10 min. Las pastillas se resuspendieron en 100 µL de agua DEPC para evitar 

degradación del RNA. 

 
8.6 Purificación del RNA 

 
A los tubos del paso anterior se les adicionaron 10 µL de regulador para DNasa 

y 1 µL de DNasa TURBO 10X (Ambion); posteriormente, se incubaron a 37 °C 

durante 30 min. 

Pasado el tiempo de incubación, a cada tubo se le adicionó 10 µL del agente de 

inactivación de la DNasa y se mezclaron suavemente; se incubaron a 
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temperatura ambiente durante 5 min y se centrifugaron a 8,000 x g durante 2 min. 

La fase acuosa que contenía al RNA se transfirió a un tubo estéril. 

Para comprobar la ausencia de DNA en las muestras de RNA, se tomaron 2 µL 

de cada RNA total extraído, para emplearlo en una PCR en tiempo real 

empleando iniciadores específicos para el gen del rRNA16S de K. pneumoniae 

(KPN16SF: 5’ CAGCCACACTGGAACTGAGA 3’ y KPN16R: 5’ 

GTTAGCGGTGCTTCTTCTG 3’); como control positivo de la PCR, se empleó el 

DNA genómico de la cepa silvestre. En forma simultánea se estableció la calidad 

del RNA, en este caso; 3 µL de cada muestra se analizaron mediante corrimiento 

electroforético a 80 V por 60 min en gel de agarosa al 2%, adicionado con 

hipoclorito de sodio al 1% y teñido con bromuro de etídio (0.83 μg/mL), se usó 

como regulador TAE 1X preparado con agua DEPC. Finalmente, las muestras 

de RNA se mantuvieron a -70 °C hasta su uso. 

 

8.7 Obtención de cDNA mediante la transcripción reversa (RT) del RNA total 

 
La transcripción reversa (RT) se realizó empleando el Kit “First Strand cDNA 

Synthesis” de Thermo Scientific®; USA. 

Se realizó la siguiente mezcla de reacción en microtubos estériles: 

• 1 µg de RNA total; el volumen necesario a partir de los extractos. 
• 1 µL de iniciadores hexámeros al azar (150 ng/µL). 
• El volumen necesario de agua libre de nucleasas contenida en el kit para 
llevar a un volumen final de 11 µL. 
Se mezcló suavemente y se incubó a 65 °C por 5 min con la finalidad de eliminar 

las estructuras secundarias del RNA. 

Posteriormente, la mezcla se colocó en hielo y se continuó con una segunda 

mezcla de reacción adicionando al tubo: 

• 4 µL de regulador RT 5X. 
• 1 µL de inhibidor de RNasa RiboLock (20 U/µL). 
• 2 µL de una mezcla de dNTP´s 10 mM. 
• 2 µL de Transcriptasa reversa M-MulV (100 U/µL). 

La mezcla final de reacción se mezcló suavemente y se incubó a 25 °C por 5 min. 

Posteriormente, se incubó a 42 °C durante 60 min. La enzima se inactivó 

calentando a 70 °C durante 5 min. La mezcla se colocó en hielo y finalmente se 

almacenó a 70 °C hasta su uso. 
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8.8 Amplificación de los genes mediante la PCR en tiempo real 
 
 

Después de obtener el cDNA correspondiente a cada muestra, se procedió a 

cuantificar la expresión de los genes en estudio, mediante PCR en tiempo 

real, para lo cual, se empleó el kit comercial “LightCycler® 480 SYBR Green I 

Master” de Roche (USA). Las reacciones para los ensayos de PCR en tiempo 

real se llevaron a cabo en placas de plástico de 96 pozos especiales para 

el equipo Lightcycler®480. 

La mezcla de reacción para cada pozo consistió de: 

• 1.5 µL de agua grado PCR contenida en el kit comercial. 
• 1.0 µL de la mezcla de los inciadores 20 µM. 

• 5.0 µL de “LightCycler® 480 SYBR Green I Master” 10 X •2.5 µL de cDNA. 

Cada reacción se realizó por triplicado. 

Con la mezcla de reacción se llenó cada pozo de la placa, se selló con una lámina 

plástica adherente y se centrifugó a 800 x g por 2 min. 

Posteriormente se colocó en el equipo LightCycler® 480 (Roche) aplicando 

posteriormente el programa recomendado por el manual del usuario, el cual se 

describe a continuación: un ciclo a 95 °C durante 5 min, 45 ciclos en las siguientes 

condiciones: 95 °C durante 10 s, temperatura de alineamiento correspondiente a 

59 °C y temperatura de elongación correspondiente a 72 °C durante 10 s (en este 

punto se hace la medición de 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 medirá la fluorescencia en forma continua para construir la curva de 

disociación) y un ciclo final de enfriamiento a 40 °C durante 10 s. 

 
8.9 Determinación de la expresión genética relativa 

 
Se determinó la expresión de los genes mencionados en la tabla 1, en las cepas 

de K. pneumoniae wt, ∆fis, ∆himA, ∆hupB. El método descrito por Livack y 

Schmittgen (2001), se utilizó para determinar la expresión genética en unidades 

de expresión relativa mediante la aplicación de la fórmula matemática 2-∆∆CT. La 
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∆CT se determinó al restar el valor de CT (“crossing treshold”) del gen en estudio 

al valor de CT del gen normalizador ARNr 16S (rrsH). Todos los valores obtenidos 

se multiplicarán por el factor 1 x 106 con la finalidad de que el resultado final fuera 

mayor o igual a 1. 

 
8.10 Curvas de crecimiento 

 
Las curvas de crecimiento de la cepa silvestre, Δfis, ΔhimA y ΔhupB de K. 

pneumoniae se llevaron a cabo para determinar si existían diferencias en el 

crecimiento de las cepas mutantes con respecto a la cepa silvestre. Para esto, 

se incubaron en el medio TSB a 37 °C, en agitación constante de 150 rpm. La 

absorbancia de los cultivos se midió a 600 nm cada hora, durante 8 h. 

 
9 Resultados 

 

9.1 Generación de las cepas mutantes en los genes fis, himA, hupB 

 

La generación de las cepas mutantes se llevó cabo mediante la eliminación de 

la secuencia que codifican los genes fis, himA y hupB. A diferencia de FIS, las 

proteínas IHF y HU son heterodímeros, por lo que la secuencia codificante del 

gen fis se eliminó completamente. Para IHF y HU se eliminaron los genes himA y 

hupB, que corresponden a la subunidad α y β de las proteínas IHF y HU, 

respectivamente. Los genes eliminados fueron sustituidos por un casete de 

resistencia a kanamicina. Para esto se utilizó el método de interrupción en un solo 

paso usando productos de PCR descrito por Datsenko y Wanner en el 2000. La 

figura 7 muestra la amplificación del casete de resistencia al antibiótico 

kanamicina para los genes fis, himA y hupB, el cual se amplificó usando como 

templado el plásmido pKD4. Las amplificaciones tienen el mismo peso en pares 

de bases, correspondientes a un peso aproximado de 1600 pares de bases (pb); 

esto nos indica que el caset de resistencia a kanamicina se amplificó 

correctamente. 
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La figura 8 muestra el diseño de los iniciadores los cuales poseen una región P 

(P1 y P2) cuya finalidad es la síntesis del gen de resistencia a kanamicina a partir 

del plásmido pKD4. Unida a la región P, se encuentra la región H (H1 y H2) esta 

región es la encargada del reconocimiento homólogo entre el gen blanco y los 

extremos del casete de resistencia ya amplificada; lo que nos permite tener como 

resultado de amplificación un casete con el gen de resistencia a kanamicina 

flanqueado por secuencias homólogas al gen blanco. 

La figura 9 muestra la amplificacion del gen de resistencia al antibiótico 

kanamicina en las cepas mutantes. La inserción del gen de resistencia a 

kanamicina sustituyendo a los genes fis, himA y hupB, en las cepas mutantes, se 

corroboró por medio de PCR para lo cual se utilizaron iniciadores específicos que 

flanqueaban a cada uno de los genes. Se utilizó como control el DNA genómico 

de la cepa silvestre en donde se obtuvo un amplicón menor a 500 pb para los 

genes fis, himA y hupB. El amplicón resultante de las cepas mutantes tuvo un 

peso de 1600 pb, tamaño correspondiente al gen de resistencia a kanamicina. 

 
 

 

Figura 7. Electroforesis del gen de resistencia al antibiótico kanamicina amplificados con los 

iniciadores específicos para los genes fis, himA y hupB. Carril 1, marcador de peso molecular 1 

KB plus Invitrogen®. Carril 2, 3 y 4 genes de resistencia a kanamicina 
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Figura 8. Diseño esquemático de los iniciadores para amplificar el gen de resistencia a 

kanamicina en del plásmido pKD4 (H1P1-H2P2) y diseño esquemático de iniciadores empleados 

para caracterizar la inserción del gen de resistencia a kanamicina (CM 5´- CM 3’) en las mutantes 

 
 
 
 
 

 
 

 
Figura 9. Electroforesis de la PCR utilizada para confirmar la mutación en los genes fis, himA y 

hupB. Carril 1, gen fis; carril 3, gen himA; carril 6, gen hupB (DNA genómico de la cepa silvestre). 

Carril 2, 4, 5, 7 y 8 genes de resistencia a kanamicina (DNA genómico de la cepa mutante). Carril 

9, marcador de tamaño molecular 1 KB plus Invitrogen®. La electroforesis se realizó en un gel 

de agarosa al 1%. 
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9.2 Curvas de crecimiento de las tres cepas de K. pneumoniae silvestre y 
las mutantes Δfis, ΔhimA y ΔhupB 

 
La gráfica de la absorbancia de los cultivos de las cuatro cepas de K. pneumoniae 

con respecto al tiempo de crecimiento mostró que a partir de las 2 horas hay una 

diferencia significativa en el crecimiento de las cepas mutantes con respecto a la 

silvestre. La cepa mutante ΔhupB fue la más afectada durante las 8 horas, sin 

embargo, las 3 cepas mutantes alcanzaron la fase estacionaria con lecturas de 

absorbancia similares a la cepa silvestre (Figura 10). 

 
 

CINETICA DE CRECIMIENTO 

                                                          Tiempo (h) 

Figura 10. Curvas de crecimiento de las cepas de K. pneumoniae. Las cuatro cepas en estudio: 

silvestre y mutantes Δfis, ΔhimA y ΔhupB se cultivaron en medio TSB y se incubaron a 37 °C en 

agitación constante durante 8 h. La absorbancia se midió cada hora a una densidad óptica de 

600 nm. 
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9.3 Extracción de RNA de K. pneumoniae 

 
El RNA total de K. pneumoniae silvestre y mutantes Δfis, ΔhimA y ΔhupB se 

obtuvo a partir de cultivos en fase logarítmica de crecimiento en medio TSB. 

La cuantificación de la concentración de RNA se llevó a cabo en el equipo 

Nanodrop ND-1000. Se obtuvieron valores promedio entre 1375 y 704.3 µg/µL, 

mientras que los valores de pureza promedio fueron de 2.05 a 2.01 según el 

cociente de absorción A260/280 nm y de 2.15 a 2.02 según el cociente de 

absorción A260/230 nm (tabla 2). 

 
 

Cepas                  μg/ml                260/280                260/230 

Wt 1375 2.05 2.15 

Δfis 704.3 2.04 2.02 

ΔhimA 729.9 2.01 2.05 

ΔhupB 814.2 2.04 2.07 

 

Tabla 2. Cuantificación de RNA de la cepa silvestre y mutantes Δfis, ΔhimA y ΔhupB de K. 
pneumoniae. 

 

 
La calidad del RNA se comprobó mediante el análisis de 1 µg de muestra 

empleando un gel de agarosa al 2% en condiciones desnaturalizantes mediante 

la adición de hipoclorito de sodio al 1% a dicho gel. El RNA de las 4 cepas 

presentó una calidad adecuada, ya que después de la electroforesis se observó 

de manera clara las bandas correspondientes al rRNA 23S y al rRNA 16S (Figura 

11). 
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Figura 11. Electroforesis del RNA total de K. pneumoniae. El RNA fue obtenido a partir de cultivos 

en fase logarítmica en medio TSB. El RNA total obtenido de cada cepa se indica a continuación, 

Carril 1: cepa silvestre; carril 2: Δfis, carril 3: ΔhimA, carril 4: ΔhupB. La electroforesis se efectuó 

en gel de agarosa al 2% adicionado con hipoclorito de sodio al 1% (condiciones 

desnaturalizantes). 

 
 

9.4 Expresión de los genes involucrados en la síntesis de la cápsula de K. 
pneumoniae 

 
 

La expresión transcripcional de los genes galF, wzi y manC fue evaluada por 

medio de RT-PCR en la cepa silvestre y las mutantes Δfis, ΔhimA y ΔhupB de K. 

pneumoniae. Estos genes son los primeros de cada unidad transcripcional que 

controla la biosíntesis de la cápsula en K. pneumoniae. El gen galF mostró una 

disminución del 50% en la expresión genética en las cepas Δfis y ΔhimA con 

respecto a la cepa silvestre. El gen galF pertenece a la primera unidad 

trancripcional, codifica la UTP-glucosa-1fosfato-Uridiltransferasa y se encarga de 

la producción de subunidades de glucosa. De manera interesante no se 

observaron expresiones significativamente diferentes en los genes wzi y manC. 

Los cuales codifican para una proteína de membrana externa (wzi) y la GTP-

manosa- 1 fosfato guanililtranferasa (manC). Estos genes encargan del 

ensamblaje de los polisacáridos capsulares y la producción de subunidades de 

manosa respectivamente (Figura 12). 
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Figura 12. Expresión de genes involucrados en la síntesis de la cápsula de K. pneumoniae. 

Unidades de expresión genética relativa en la cepa silvestre wt y mutantes Δfis, ΔhimA y ΔhupB. 

Los experimentos se realizaron por triplicado con la desviación estándar correspondiente. 

****p<0.0001: diferencia estadísticamente significativa con respecto a la cepa silvestre (wt). 
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9.5 Expresión de los genes involucrados en la síntesis del lipopolisacárido 
de K. pneumoniae 

 
El análisis de la expresión genética del lipopolisacárido se realizó por medio de 

RT- PCR en la cepa silvestre y las mutantes Δfis, ΔhimA y ΔhupB de K. 

pneumoniae. Se evaluaron tres genes del lipopolisacárido: wzm (involucrado en 

la síntesis del antígeno O), msbA (involucrado en la síntesis del lípido A) y rfaD 

(involucrado en la síntesis del “core”) (Figura 2). Con respecto a la cepa silvestre, 

la expresión de los genes wzm y msbA aumentó 3 y 2 veces en la mutante en fis, 

respectivamente. 

Mientras que en las mutantes ΔhimA y ΔhupB, el gen wzm aumentó 2 veces su 

expresión. La expresión del gen rfaD no se alteró en ninguna de las mutantes 

(Figura 13). 

 
 

Figura 13. Expresión de genes involucrados en la síntesis del lipopolisacárido de K. pneumoniae. 

Unidades de expresión genética relativa en la cepa silvestre (wt) y mutantes Δfis, ΔhimA y ΔhupB. 

Los experimentos fueron realizados por triplicado con la desviación estándar correspondiente. 

****p<0.0001: diferencia estadísticamente significativa con respecto a la cepa silvestre (wt). 
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9.6 Expresión de los genes involucrados en la síntesis de las fimbrias de K. 
pneumoniae 

 
La expresión genética de las fimbrias tipo I, III y ECP se analizó por medio de la 

cuantificación de los genes mrkA, fimA y ecpA, los cuales codifican para las 

pilinas mayoritarias de las fimbrias tipo I, III y ECP, respectivamente. La expresión 

del gen fimbrial mrkA aumentó significativamente siete veces en la mutante Δfis 

con respecto a la cepa silvestre; en contraste, la expresión del gen ecpA 

disminuyó dos veces en la mutante ΔhupB. Interesantemente la expresión del gen 

fimA no se vio afectada en ninguna de las mutantes (Figura 14). 

 
 

 

Figura 14. Expresión relativa de los genes fimbriales de K. pneumoniae. Unidades de expresión 

genética relativa en la cepa silvestre (wt) y mutantes Δfis, ΔhimA y ΔhupB. Los experimentos 

fueron realizados por triplicado con la desviación estándar correspondiente. ****p<0.0001: 

diferencia estadísticamente significativa con respecto a la cepa silvestre (wt). 
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9.7 Expresión de los genes involucrados en la síntesis de las proteínas de 
la membrana externa de K. pneumoniae 

 
La expresión genética relativa de las proteínas de membrana externa se 

determinó por medio de RT-PCR en la cepa silvestre y las mutantes Δfis, ΔhimA 

y ΔhupB de 

K. pneumoniae. Se evaluó la expresión de los genes ompK35, ompK36 y ompA. 

El gen ompK35 disminuyó su expresión siete veces en la mutante Δfis con 

respecto a la cepa silvestre. Las expresiones de los genes restantes no fueron 

significativamente afectadas en ninguna de las mutantes, (Figura 15). 

 
 

 

Figura 15. Expresión de genes involucrados en la síntesis de las proteínas de membrana externa 

de K. pneumoniae. Unidades de expresión genética relativa en la cepa silvestre (wt) y mutantes 

Δfis, ΔhimA y ΔhupB. Los experimentos se realizaron por triplicado con la desviación estándar 

correspondiente. ****p<0.0001: diferencia estadísticamente significativa con respecto a la cepa 

silvestre (wt). 
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9.8 Expresión de los genes involucrados en la síntesis de los sideróforos 
de K. pneumoniae 

 
La expresión genética relativa de genes relacionados con la captación de hierro 

se realizó por medio de RT-PCR en la cepa silvestre y las mutantes Δfis, ΔhimA 

y ΔhupB de K. pneumoniae. Se evaluarón dos genes: fes (codifica al sideróforo 

enterobactina) y fhuA (codifica al sideroforo ferricromo). En la mutante ΔhimA, 

los genes fes y fhuA mostraron un incremento significativo de 3 y 15 veces, 

respectivamente, con respecto a la cepa silvestre. Por otro lado, en la mutante 

Δfis se sobreexpresó el gen fhuA cinco veces. De manera interesante, el gen fes 

fue subexpresado dos veces en la cepa ΔhupB, (Figura 16). 

 
 

Figura 16. Expresión de genes involucrados en la síntesis de los sideróforos de K. pneumoniae. 

Unidades de expresión genética relativa en la cepa silvestre (wt) y mutantes Δfis, ΔhimA y ΔhupB. 

Los experimentos se realizaron por triplicado con la desviación estándar correspondiente. 

**p<0.01, 

**** y p<0.0001: diferencia estadísticamente significativa con respecto a la cepa silvestre (wt). 
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10 Discusión 

 

Las proteínas FIS, IHF y HU son reguladores globales de la expresión de diversos 

genes incluyendo factores de virulencia de varios enteropatógenos (Dilon et al., 

2010). Este estudio describe por primera vez el papel de las proteínas FIS, IHF y 

HU en la expresión de factores de virulencia de K. pneumoniae. 

La ausencia de FIS, IHF y HU provocó un ligero defecto en el crecimiento de K. 

pneumoniae en medio TSB a 37 °C, observándose una diferencia significativa a 

partir de las 2 horas; este ligero retraso en el crecimiento se observó para las tres 

cepas mutantes. En contraste, se ha reportado que la mutante en la subunidad β 

de la proteína HU mejora el crecimiento en Salmonella Typhimurium donde el 

crecimiento de la mutante en el gen hupB mostró un mayor crecimiento con 

respecto a la cepa silvestre cuando se cultivó en caldo LB en condiciones 

aeróbicas a 37 °C (Mangan et al., 2011). El efecto en el crecimiento provocado por 

la ausencia de la subunidad β de la proteína HU puede variar según la bacteria 

que se estudie, ya que la mutante en hupB de E. coli resulta en un crecimiento 

igual al de la cepa silvestre (Bi et al., 2009). De manera similar, el crecimiento de 

la cepa mutante en hupB de Vibrio parahaemolyticus no mostró un crecimiento 

significativamente diferente al de la cepa silvestre, lo que significaría que cada 

dímero de la proteína HU puede compensar la falta del otro durante el crecimiento 

de V. parahaemolyticus como lo sugieren Phan y colaboradores en 2015. 

El ligero retraso en el crecimiento observado en la mutante Δfis de K. 

pneumoniae es parecido al efecto producido en otras bacterias en ausencia de la 

proteína FIS. Esto genera un efecto negativo en el crecimiento sobre todo en la 

fase de crecimiento exponencial. En V. cholerae la mutante en fis creció casi de 

forma idéntica a la cepa silvestre, pero tuvo una fase de retraso ligeramente larga 

durante la etapa de crecimiento inicial (McLeod et al., 2006). La eliminación de fis 

en Haemophilus ducreyi de tipo silvestre dio como resultado un defecto de 

crecimiento significativo que fue evidente durante el crecimiento exponencial 

(Labandeira-Rey et al., 2013). Las mutantes nulas en fis de E. coli y S. enterica 

serotipo Typhimurium son viables, pero muestran fenotipos pleiotrópicos. Se ha 

reportado que las tasas 
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de crecimiento de las mutantes Δfis en ambientes ricos en nutrientes pueden ser 

de un 20% a 30% más lentas en comparación con las cepas silvestres (Nilsson 

y Emilsson, 1994; Nilsson et al.,1990; Osuna et al., 1995). El defecto en el 

crecimiento que muestran estas bacterias mutantes en fis puede deberse a que 

FIS participa en un proceso conocido como regulación dependiente de la fase de 

crecimiento. En este proceso los niveles de FIS alcanzan su punto máximo 

durante el crecimiento exponencial temprano con más de 50 000 moléculas por 

célula y luego disminuyen hasta que se vuelven muy bajos durante la fase 

estacionaria (Ball et al., 1992). Además, FIS es importante para el inicio de la 

replicación en condiciones de crecimiento rápido (Flåtten y Skarstad, 2013). En 

la fase de crecimiento exponencial FIS estimula la expresión de RNAt y RNAr 

para ayudar a satisfacer la demanda de síntesis de proteínas en condiciones de 

crecimiento rápido. Cabe destacar que FIS también tiene un papel importante en 

la expresión de compuestos del catabolismo de carbono, compuestos del 

metabolismo central y metabolismo energético (Bradley, 2007). 

Uno de los efectos causados por la ausencia del gen fis es la tendencia a formar 

minicelulas (Spaeny-Dekking et al., 1995). Esta característica puede ser un 

defecto moderado en la división celular, aunque la asincronía del ciclo celular 

asociada con mutantes FIS también puede contribuir a este fenotipo (Boubrik y 

Rouviere-Yaniv, 1995). Los reportes de mutantes nulas en FIS que crecen en 

medios ricos requieren de esta proteína, pero no las que crecen en medios pobres 

en nutrientes. Es interesante que FIS también colabora con CRP-cAMP para 

regular la transcripción de crp. Se sabe que CRP es uno de los reguladores 

globales que cntrola un mayor número de blancos (Gonzalez-Gil et al., 1998). 

Los genes que FIS regula de manera negativa son activados por CRP-cAMP 

(Gonzalez-Gil et al., 1996; Xu y Johnson, 1995), por consiguiente, se puede 

pensar que estos dos reguladores generalmente tienen papeles opuestos en la 

célula. En condiciones óptimas de crecimiento los niveles de FIS son altos y los 

niveles de CRP-cAMP son relativamente bajos, mientras que en condiciones de 

crecimiento pobres pasa lo contrario. El comportamiento de FIS y CRP-cAMP es 

un ejemplo de como FIS es parte de a una compleja red de regulación en la 

expresión de diversos genes. 
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En esta red de regulación donde participa FIS es importante en la fase de 

crecimiento, así como el entorno en el que se encuentra la bacteria (Johnson et 

al., 2015). 

Los reportes de bacterias deficientes de IHF indican que estas son viables, pero 

tienen fenotipos sutiles. El crecimiento bacteriano en Salmonella Typhimurium 

no es drásticamente afectado en ausencia de IHF, teniendo un crecimiento similar 

de las cepas mutantes con respecto a la cepa silvestre, cuando se cultivan en 

medio LB a 37°C (Mangan et al., 2006). En V. cholerae, la mutante en himA tuvo 

una fase de retraso larga y no alcanzó una densidad de saturación tan alta como 

la cepa de tipo silvestre. En E. coli se han descrito resultados similares en 

mutantes himA (McLeod et al., 2006). En Pseudomonas putida la ausencia de 

IHF no afectó el crecimiento durante la fase exponencial. Asimismo, las 

expresiones de genes relacionados con el metabolismo central de esta mutante 

tampoco mostraron una diferencia significativa con respecto a la cepa silvestre. 

En este trabajo se observó una pequeña disminución en el crecimiento de la cepa 

ΔhimA de K. pneumoniae. Este ligero defecto puede deberse a la redundancia 

en actividades de otras proteínas nucleoides por lo que la ausencia de la proteína 

IHFa no tiene un efecto drástico. También es importante destacar que los 

reguladores globales en diferentes especies pueden estar adaptados para 

controlar diferentes funciones (Cases y Lorenzo 2001, Milanesio et al., 2011). 

Las proteínas FIS, IHF y HU regulan de manera diferencial la expresión de genes 

que participan en la expresión de factores de virulencia como cápsula, 

sideróforos, proteínas de la membrana externa, fimbrias y lipopolisacárido. En la 

mayoría de los casos, la ausencia de las proteínas nucleoides FIS, IHF y HU 

tuvieron un ligero efecto en la expresión transcripcional de los genes que 

participan en: la síntesis de la cápsula (galF, wzi y manC), el lipopolisacárido 

(wzm, msbA y rfaD), las proteínas de la membrana externa (ompK35, ompK36 y 

ompA), las pilinas mayoritarias de las fimbrias tipo 1, 3 y ECP (fimA, mrkA y ecpA) 

y los sideróforos ferricromo y enterobactina (fes y fhuA). 

Las proteínas asociadas al nucleoide pueden tener funciones redundantes; por 

este motivo, algunas veces la ausencia de una sola de estas proteínas no suele 
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producir un efecto importante en la expresión de genes que codifican para 

factores de virulencia (Yasuzawa et al., 1992). En este estudio, la ausencia del 

gen himA provocó una expresión diferencial notoria en los genes galF y fhuA, los 

cuales participan en la expresión de la cápsula y el sideróforo enterobactina, 

respectivamente. La cápsula es considerada el principal factor de virulencia de 

K. pneumoniae. Esto se debe a que las cepas hipervirulentas de dicha bacteria 

poseen grandes cantidades del polisacárido capsular (Lin et al., 2004). En este 

estudio se demostró que la ausencia de himA genera una subexpresión del gen 

galF, es decir, IHF está funcionando como un activador de la transcripción de 

este gen. En E. coli kps IHF es parte de la red de regulación de un conjunto de 

promotores (PR1-1, PR1-2 y PR1-3). Estos promotores participan en la 

regulación de la expresión de la cápsula donde IHF es un activador de PR1-1 (Jia 

et al., 2017). En contraste, los genes fes y fhuA presentan una sobreexpresión de 

cinco y 15 veces, respectivamente; por tanto, en este caso IHF actúa como un 

represor de la expresión de estos genes. Se ha demostrado que mutaciones en 

himA pueden ocasionar una menor expresión de sideróforos en Vibrio fischeri 

(Foxall et al., 2015). En E. coli, la mutante himA genera un aumento en la 

transcripción de genes relacionados con la adquisición de hierro (Arfin et al., 

2001). Los pocos genes que se ven afectados en ausencia de IHF y las ligeras 

variaciones en la expresión de genes que codifican para factores de virulencia de 

K. pneumoniae concuerdan con reportes en otras bacterias. En E. coli y 

Salmonella enterica serotipo Typhimurium las mutantes deficientes en la 

subunidad alfa de IHF muestran ligeros cambios en las expresiones de diversos 

genes. La mayoría de los genes que están afectados por esta proteína solo 

muestran diferencias de dos a cinco veces con respecto a la cepa silvestre, sin 

embargo, hay ciertos sistemas en los que la ausencia de IHF genera cambios 

más significativos como los sistemas de recombinación de sitios específicos. En 

E. coli los operones activados por NifA, NarL y TdcR muestran reducciones en la 

actividad en ausencia de IHF. Las proteínas inducidas por estos reguladores 

sintetizan amoníaco a partir de fuentes alternativas de nitrógeno y solo se 

expresan en condiciones anaeróbicas (Johnson et al., 2005). Esto sugiere que 
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IHF podría ser esencial para responder a condiciones de anaerobiosis y 

nitrógeno limitado (Johnson et al., 2005). 

Es posible que IHF sea necesario en algunos promotores para proporcionar una 

estructura de orden superior adecuada para interacciones óptimas de DNA- 

proteína. Por ejemplo, la función de IHF como regulador global se ha reportado 

para sistemas específicos como el sistema SOS (Mechulam et al., 1987). 

También se ha reportado la habilidad de IHF para doblar el DNA donde se 

encuentra el promotor e influir en la función de proteínas como OmpF (Johnson 

et al., 2005). Adicionalmente, la falta de fenotipos fuertes en mutantes IHF podría 

explicarse por la capacidad de otros miembros de esta clase de modificadores 

para sustituir funcionalmente a IHF, por ejemplo, se ha reportado que HU puede 

reemplazar a IHF en varios sistemas (Friedman, 1988). 

La mutante hupB provocó una disminución de la expresión en los genes ecpA y 

fes que codifican para la pilina mayoritaria del pilus tipo ECP y el sideróforo 

ferricromo, respectivamente; por lo tanto, HU regula de manera positiva la 

expresión de estos genes. La disminución en la expresión de fes concuerda con 

información reportada en Porphyromonas gingivalis, en donde las expresiones de 

genes involucrados en la captación de hierro muestran una disminución en 

ausencia de hupB (Priyadarshini et al., 2013). La disminución de la expresión de 

ecpA y fes causada por la ausencia de hupB solo fue de dos veces; por lo tanto, 

estos genes podrían estar regulados por HU de manera muy discreta. Los 

escasos cambios en las expresiones de genes que codifican para factores de 

virulencia de K. pneumoniae observados en la ausencia de hupB puede deberse 

a que la subunidad hupA aún está presente. Se ha reportado que en E. coli son 

funcionales los dímeros HUββ, HUαα y el heterodímero de la proteína HU y que 

su abundancia relativa varía en cada etapa de crecimiento. Esta variación en la 

abundancia de las diferentes conformaciones oligomericas de HU durante el 

crecimiento también se ha reportado en Legionella pneumophila (Azam et 

al.,1999). El heterodímero es la forma dominante proteína HU en la mayoría de 

las etapas de crecimiento, excepto en la etapa más temprana de la fase 

exponencial cuando predomina la forma HUαα. El homodímero HUββ es 

detectable principalmente en la fase estacionaria 
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tardía (Claret y Rouviere-Yaniv, 1997). Esto apunta a que las diferentes 

conformaciones de la proteína HU tiene roles distintos en la arquitectura 

nucleoide y la expresión génica durante la fase exponencial y la estasis (Remesh 

et al., 2020). En Salmonella enterica serotipoTyphimurium se ha demostrado con 

trabajos de transcriptómica que la mutante en hupB no fue relevante en la 

expresión de genes relacionados con la virulencia y el metabolismo de esta 

bacteria, sino que, la subunidad HUβ regula de manera positiva miembros del 

regulon RpoS que es propio de la fase estacionaria, apoyando la idea que la 

abundancia de las diferentes conformaciones de HU varía según la fase de 

crecimiento (Mangan et al., 2011). Además, existe la posibilidad de que las 

formas homodiméricas de HU tengan funciones redundantes en la regulación de 

la expresión genética, sobre todo para el homodímero HUαα (Prieto et al., 2011). 

Las mutaciones dobles en la proteína HU generan efectos más notables en el 

crecimiento y virulencia lo que respalda la idea de funciones redundantes para 

los dímeros de HU (Mangan et al., 2011; Oberto., 2009). En este trabajo solo se 

analizó la expresión de genes involucrados en la virulencia de K. pneumoniae 

durante la fase exponencial, por lo tanto, los efectos de hupB podrían no ser tan 

relevantes sí su comportamiento concuerda con el de E. coli y Salmonella 

entérica serotipo Typhimurium. 

La ausencia de la proteína FIS generó una expresión diferencial en una mayor 

cantidad de genes involucrados en la expresión de diferentes factores de 

virulencia. La expresión del gen galF que está involucrado en la expresión de la 

cápsula disminuyó su expresión casi tres veces. Se ha reportado que la proteína 

FIS, en Pasteurella multocida, tiene una remarcada relevancia en la expresión 

de genes que codifican para componentes de la cápsula. Esto se debe a que en 

la ausencia de fis se observa una pérdida de la cápsula (Steen et al., 2010). Para 

el gen mrkA, el cual codifica para la pilina mayoritaria de la fimbria tipo 3, se 

observó un aumento de siete veces en ausencia de fis con respecto a la cepa 

silvestre, por lo que en este caso FIS está funcionando como un represor de la 

expresión de este gen. Esta función de FIS como un represor se ha reportado en 

la expresión del curli en E. coli enteropatógena (EPEC) (Saldaña et al., 2009). De 

manera contraria, en 
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E. coli enteroagregativa FIS favorece la expresión de fimbrias de adherencia 

 agregativa (Sheikh et al., 2008). La ausencia de FIS también dio como resultado 

que el gen wzm, que está involucrado en la expresión del antígeno O del 

lipopolisacárido, se sobreexpresara tres veces. En E. coli se han observado 

resultados similares; en este caso, FIS reprime la expresión de genes 

relacionados con la expresión del lipopolisacárido y la organización de la fimbria 

de una manera indirecta (Gawade et al., 2019). En el gen fhuA, que codifica para 

el sideróforo ferricromo, la ausencia de FIS ocasionó un aumento de cinco veces 

en su expresión, lo cual puede deberse entre otras cosas a que FIS puede 

funcionar como un activador indirecto de fur, siendo Fur un represor de la 

expresión de los sideróforos (Gawade et al., 2019; Troxell y Hassan, 2013). El 

papel de FIS como activador también se observó en el gen ompK35 que codifica 

para una porina de membrana externa. En este caso, la ausencia de FIS generó 

una disminución de la expresión de siete veces en comparación con la cepa 

silvestre. En E. coli se ha demostrado que FIS regula positivamente y de manera 

directa la expresión de la porina OmpF, ya que FIS puede unirse a la región 

promotora de ompF y la ausencia de FIS genera una menor expresión de esta 

porina (Crozat et al., 2011). 

La proteína FIS es un regulador de la expresión de genes implicados en la 

patogenicidad bacteriana. La expresión de FIS depende de la fase de crecimiento 

y el ambiente. En este sentido, la entrada de un patógeno a un huésped puede 

significar un aumento de nutrientes, lo que conduce al aumento de los niveles de 

FIS en sincronía con los efectos reguladores positivos de la misma proteína sobre 

genes cuyos productos están implicados en las primeras etapas de la infección. 

Es importante resaltar que algunos de los efectos globales de FIS sobre la 

expresión genética son indirectos, produciendose mediante el control de 

reguladores específicos que a su vez regulan una cantidad considerable de 

genes. Por ejemplo, FIS regula negativamente la transcripción de genes cytR, 

deoC y glpR (Gonzalez- Gil et al., 1996) y aumenta la transcripción de los 

activadores de genes de virulencia hilA, invF, ler, aggR y virF (Falconi et al., 2001; 

Goldberg et al., 2001; Sheikh et al., 2001; Wilson et al., 2001). 



52  

 
 
 
 

Figura 15. Representación esquemática de los genes regulados por las proteínas FIS, IHFa y 

HUb. La proteína FIS tiene un efecto positivoen la expresion de los genes galF y ompK35. De 

manera contraria FIS tiene un efecto negativo en la expresion de los genes wzm, mrkA y fhuA. 

La mutante en himA regula de manera positiva el gen galF y de manera negativa el gen fes y 

fhuA. Mientras que la mutante hupB regula positivamente la expresión de los genes ecpA y fes. 

Es posible que que el efecto en la expresión de estos genes sea indirecto y/o que haya mas 

factores que estén interviniendo. 
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La ausencia de la proteína FIS ocasiona una menor expresión del gen galF el 

cual participa en la expresión de la cápsula, específicamente en la producción de 

subunidades de glucosa, pudiéndo afectarse el grosor de la cápsula. En 

contraste, un aumento en la expresión de los genes wzm y mrkA, que codifican 

para componentes de la fimbria tipo 3 y el antígeno O, respectivamente, podría 

generar una mayor formación de biopelículas, debido a que la fimbria tipo 3 es 

especialmente importante en este proceso (Flemming y Wingender, 2010; Ares 

et al., 2016). El incremento en la formación de biopelículas, tienen el potencial de 

aumentar la persistencia e infecciones crónicas por parte de K. pneumoniae, por 

su capacidad de formarse en superficies bióticas y abióticas. Gracias a las 

biopelículas, las bacterias obtienen una mayor tolerancia a los antibióticos y 

productos químicos desinfectantes, además de resistir la fagocitosis y otros 

componentes del sistema de defensa del huésped (Paczosa y Mecsas, 2016). 

Por otro lado, el aumento en la expresión de mrkA y wzm podría implicar una 

respuesta más rápida por parte de células del sistema inmunológico, porque que 

estos componentes son blancos para el reconocimiento por parte de células 

como macrófagos y neutrófilos (Paczosa y Mecsas, 2016). En el caso de las 

proteínas de membrana externa, la disminución en la expresión de ompK35 

también puede ocasionar una mayor resistencia a antibióticos. Este efecto se ha 

observado en ausencia de porinas, sin embargo, específicamente la deleción de 

ompK35 es capaz de aumentar la resistencia a antibióticos solo en condiciones 

de baja osmolaridad. Además, la porina OmpK35 es importante para la captación 

de nutrientes; no obstante, se ha demostrado que la deleción de ompK35 en K. 

pneumoniae no efecta su metabolismo (Tsai et al., 2011). Los sideróforos 

permiten la proliferación bacteriana y un aumento de las unidades formadoras de 

colonias bacterianas, probablemente porque el hierro es importante para diversos 

procesos incluidos la replicación del DNA y el metabolismo del oxígeno y es 

utilizado como cofactor de muchas reacciones celulares (Gkouvatsos et al., 

2011). Por estos motivos, el incremento en la expresión del ferricromo tiene el 

potencial de incrementar la proliferación, pero, en este trabajo no se observó un 

crecimiento mayor que el de la cepa silvestre. El aumento en la expresión de fes 

no es suficiente 
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para generar este efecto. Es importante señalar que los sideróforos también 

favorecen la formación de biopelículas. In vitro, los sideróforos agotan el hierro 

de las células epiteliales, inducen la secreción de citocinas y activan la proteína 

factor de transcripción maestro inducible por hipoxia factor-1α (HIF-1α), la cual es 

una proteína que controla la permeabilidad vascular y la expresión de los genes 

inflamatorios (Holden et al., 2016). Los huéspedes utilizan varios sistemas 

importantes de transporte de hierro como transferrina cargada con hierro, 

lactoferrina y hemo, pero, las afinidades de los sideróforos bacterianos por el 

hierro son generalmente mucho más altas que las de las proteínas y moléculas 

del huésped, lo cual permite que los patógenos compitan por la adquisición de 

hierro. En respuesta a la amenaza del sideróforo, las células inmunitarias de los 

mamíferos (por ejemplo, macrófagos, neutrófilos) secretan lipocalina, 

siderocalina y lipocalina asociada a la gelatinasa de neutrófilos (NGAL), 

interceptando la captación bacteriana de sideróforos cargados de hierro (Holden 

et al., 2018). En resumen, la ausencia de FIS podría aumentar la persistencia e 

infección crónica además de un aumento en la reacción inflamatoria de igual 

manera podría permitir un reconocimiento más eficiente por parte de células del 

sistema inmunológico antes de que K. pneumoniae pueda encontrar condiciones 

favorables para proliferar y diseminarse. 

En conclusión, este trabajo mostró que las proteínas asociadas al nucleoide FIS, 

IHF y HU, participan en una compleja red de regulación en K. pneumoniae, 

controlando la expresión de factores de virulencia de este patógeno oportunista. 

 
11 Conclusiones 

 

• La proteína nucleoide FIS reguló un mayor número de genes, que codifican 

a factores de virulencia en K. pneumoniae, en comparación con IHF o HU. 

• La ausencia de los genes fis, himA y hupB afectó ligeramente el crecimiento 

de K. pneumoniae. 
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• La deleción del gen fis ocasionó una disminución en la expresión de los genes 

galF (involucrado en la expresión de la cápsula) y ompK35 (que codifica para la 

proteína de membrana externa OmpK35). 

• La mutación en el gen fis produjo un aumento de la expresión de los genes 

fhuA (involucrado en la expresión de la enterobactina), mrkA (que codifica la 

pilina del pili tipo 3), así como de wzm y msbA que codifican componentes del 

lipopolisacárido. 

• En la mutante ΔhimA la expresión del gen galF disminuyó. 

• Las expresiones de los genes fes y fhuA (relacionados con la captación de 

hierro) y wzm (que codifica para el antígeno O del lipopolisacárido) aumentaron 

en la mutante ΔhimA. 

• La ausencia del gen hupB causó una disminución en la expresion del gen 

ecpA (que codifican la pilina del pili tipo ECP) y fes (que codifica al sideróforo 

ferricromo). 

• La deleción del gen hupB produjo una mayor expresión del gen wzm. 

 
 

12 Perspectivas 

 

• Realizar la complementación de la mutante Δfis para restaurar el fenotipo 

silvestre en cuanto al crecimiento y la expresión de los genes galF, wzm, mrkA, 

ompK35 y fhuA. 

 

• Investigar si la proteína FIS regula de manera directa la expresión de los 

genes galF, wzm, mrkA, ompK35 y fhuA por medio de ensayos de cambio en la 

movilidad electroforética (EMSA). 

 

• Analizar los efectos en la virulencia de K. pneumoniae en ausencia de FIS por 

medio de ensayos de formación de biopelículas, adherencia a células epiteliales 

y fagocitosis mediada por macrófagos. 
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