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1. RESUMEN

Escherichia coli es una bacteria considerada como microbiota normal en el intestino
humano; sin embargo, algunas cepas son causantes de aproximadamente 630 millones de
casos de diarrea en el mundo y entre 5 a 6 millones de muertes al afio. Esto es debido a la
existencia de seis grupos patogénicos de la especie (conocidos como patotipos) que
pueden provocar diversos tipos de enfermedades en el tracto intestinal. El carvacrol es un
compuesto afecta la integridad de la membrana bacteriana al alterar su potencial y
permeabilidad. Esta estructura se encuentra divida en microdominios funcionales de
membrana, caracterizados por la presencia de la proteina MreB la cual crea regiones con
fluidez incrementada (RIFs), que estan involucradas en la distribucién de lipidos y
proteinas integrales de membrana. Una de estas proteinas integrales es el flagelo
bacteriano, componente clave en algunos tipos de movilidad como la de tipo swarming,
la cual permite la colonizacidn y persistencia en diferentes ambientes. El objetivo del
presente trabajo fue el desarrollo de mutantes con proteinas de fusion fluorescentes para
los genes mreB y fliC de E. coli, a fin de analizar alteraciones en la membrana y el flagelo
al estar en contacto con carvacrol. Se disefiaron secuencias de DNA de doble cadena
(gblocks) que se integraron en el genoma de E. coli MG1655 mediante recombinacion
homologa, generando una doble mutante con las proteinas de fusion (MreB-sfGFP,
Flagelina-BFP). Se evalu6 la concentracion minima bactericida de carvacrol para la
mutante encontrandose diferentes significativas (P < 0.05) entre la cepa silvestre contra la
doble mutante, obteniéndose una CMB mas elevada para esta ultima (0.43 + 0.03 mg/ml).
Asimismo, se evalud la funcionalidad del flagelo mediante ensayo de swarming,
encontrandose que las concentraciones subinhibitorias de carvacrol promovieron el
movimiento tipo swarming tanto en la cepa silvestre como la mutante. Mediante el
presente trabajo se generd de manera correcta una doble mutante con proteinas de fusion,
para su observacion por microscopia fluorescente; la cual fue funcional y presentd un

comportamiento similar a la silvestre, pudiendo asi ser de utilidad en ensayos futuros.



I. ABSTRACT

Escherichia coli is a bacterium considered as a normal microbiota in the human intestine;
however, some strains are responsible for approximately 630 million cases of diarrhea in
the world, and between 5 to 6 million deaths per year. This is due to the existence of six
pathogenic groups of the species (also known as patotypes) that can cause various types
of diseases in the intestinal tract. Carvacrol is a compound that affects the integrity of the
bacterial membrane by altering its potential and permeability. This structure is divided
into functional membrane microdomains, characterized by the presence of the MreB
protein which creates regions with increased fluidity (RIFs), which are involved in the
distribution of lipids and integral membrane proteins. One of these integral proteins is the
bacterial flagellum, a key component in some types of mobility such as swarming, which
allows colonization and persistence in different environments. The objective of this work
was the development of mutants with fluorescent fusion proteins for the mreB and fliC
genes of E. coli, in order to analyze alterations in the membrane and the flagellum when
carvacrol. Double-stranded DNA sequences (gblocks) that were integrated into the E. coli
MG1655 genome by homologous recombination were designed, generating a double
mutant with fusion proteins (MreB-sfGFP, Flagelin-BFP). The minimum carvacrol
bactericidal concentration for the mutant was evaluated by finding significant differences
(P <0.05) between the wild strain against the double mutant, obtaining a higher CMB for
the latter (0.43 = 0.03 mg / ml). Likewise, the functionality of the flagellum was evaluated
by swarming test, finding that subinhibitory concentrations of carvacrol promoted
swarming movement in both the wild and mutant strains. Through this work, a double
mutant with fusion proteins was correctly generated, for observation by fluorescent
microscopy; which was functional and presented a behavior similar to the wild, thus being

able to be useful in future trials.



2. INTRODUCCION

La membrana plasmatica es una estructura compleja, esencial para proteger al organismo
de su ambiente. Esta estructura esta conformada por una bicapa fosfolipidica la cual rodea
y contiene al citoplasma (Silhav et al. 2010). Ademas, es un sitio de anclaje de multiples
proteinas esenciales para la célula, y en donde la organizacion de sus lipidos y proteinas
afecta a todos los procesos celulares (Grecco et al. 2011).

Debido a las afinidades fisicoquimicas de las diversas especies lipidicas presentes en la
membrana, estas tienden a segregarse en microdominios membranales (Lingwood y
Simons. 2010). Uno de estos microdominios lo constituyen las regiones con fluidez
incrementada (RIFs por sus siglas en inglés), formadas por la interaccion de la proteina

MreB, con lipidos de la membrana citoplasmatica.

La proteina MreB estd implicada en el mantenimiento de la célula, la segregacién
cromosomica y los eventos de polarizacion celular en una variedad de especies bacilares
como Bacillus subtilis, Caulobacter crescentus y Escherichia coli (Bendezu et al. 2009).
Ademas, se cree que las RIFs estan implicadas en la translocacion de los constituyentes
de otra estructura de gran relevancia para dichas especies, el flagelo (Alvarez &
Georgellis, 2019)

El flagelo bacteriano es la estructura de movilidad procariota mas estudiada, constituido
por un filamento helicoidal con un motor en su base, el cual le permite girar a favor o en
contra de las manecillas del reloj (Jarrell y McBride, 2008). Las bacterias flageladas
presentan diversos tipos de movilidad, entre ellas la movilidad tipo swarming, que se

presenta cuando se propagan en la superficie de un medio sélido (Harshey 1994).

Se ha observado que diversas especies como Salmonella, Bordetella bronchiseptica, B.
pertussis y E. coli las cuales presentan este tipo de movilidad se favorecen durante las
fases iniciales de infeccién, principalmente en el proceso de colonizacion, por esta
capacidad de movimiento. Es por esto por lo que el entendimiento de los factores que
influyen en la formacion del flagelo es de interés para conseguir el establecimiento de
mecanismos de bloqueo de dichos procesos de movilidad, disminuyendo de esta manera

la capacidad virulenta de estas cepas.



Entre los microorganismos mencionados E. coli es el mas estudiado, debido a que se
encuentra presente en el intestino de la mayoria de los mamiferos, incluido el humano,
como saprofito. Sin embargo, existen algunas cepas patogénicas las cuales algunas pueden
producir toxinas causantes de enfermedades intestinales. Estas cepas se clasifican en
grupos conocidos como patotipos, e incluyen E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli
enteroinvasiva (EIEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enterohemorragica
(EHEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) y E. coli de adherencia difusa (DAEC; Croxen
et al. 2013), provocando diferentes patologias que en conjunto son conocidas como ETAS

(enfermedades transmitidas por alimentos).

Las ETASs han sido una importante preocupacion para la salud publica. A fin de reducir
los riesgos a la salud y las pérdidas econdmicas se ha incrementado el uso de productos
naturales como fuente de compuestos antimicrobianos, reduciendo el uso de aditivos
quimicos. Los aceites esenciales, provenientes de plantas medicinales y especias son una
fuente importante de compuestos antimicrobianos. Se ha reportado que el carvacrol, fenol
monoterpenoide presente en el orégano (Lippia graveolens), posee actividad
antimicrobiana contra cepas patogénicas de E. coli reduciendo la virulencia, movimiento
tipo swarming y formacion de biopelicula (Garcia-Heredia et al. 2016). Esto pudiera ser
de gran importancia para el control de estos microorganismos, ya que al bloquear el
movimiento tipo swarming, pudiera disminuirse la colonizacion, y como consecuencia

disminuir la virulencia de este patégeno.

En el presente estudio se busco analizar el efecto del carvacrol en la morfologia celular, a
fin de establecer la localizacion y los cambios que se presenten en las RIFS, en la

localizacion de las proteinas MreB y FIiC.



3. ANTECEDENTES

3.1 Escherichia coli

E. coli es un bacilo Gram negativo mdvil, pertenece a la familia de las enterobacterias,
anaerobio facultativo predominante en el colon humano (Chang et al. 2004). Es un
miembro importante de la microbiota intestinal de humanos y animales, colonizando el
intestino humano dentro de las primeras 40 horas de nacimiento mediante la adherencia
de esta bacteria a la mucosa que cubre el intestino grueso (Kaper et al. 2004), teniendo
papelesimportantes como la sintesis de vitamina K y la mayoria de las vitaminas B

solubles en agua (LeBlanc et al. 2013).

La amplia distribucion de cepas de E. coli incluye tanto cepas avirulentas como
patogénicas altamente especializadas (Kaper et al. 2004). Estas ultimas se caracterizan
por sus sintomas clinicos, mecanismos de patogenicidad, factores de virulencia o serotipos
(Nataro y Kaper, 1998; Kaper et al. 2004).

Para determinar el grupo patogénico al que pertenecen, Kauffman desarrollé un esquema
de serotipificacion que varia continuamente y que actualmente tiene 176 antigenos
somaticos (0), 112 flagelares (H) y 60 capsulares (K). El antigeno “O” es el responsable
del serogrupo; la determinacion del antigeno somatico y flagelar (O:H) indica el serotipo,
el cual en ocasiones se asocia con un cuadro clinico en particular (Rodriguez-Angeles
2002). La serotipificacion de E. coli requiere de gran nimero de antisueros, por lo que se
prefiere identificar las cepas mediante sus factores de virulencia empleando ensayos in

vitro como, ensayos de adherencia en células Hep-2 y de toxigenicidad.

De forma general, estd bien establecido que tres cuadros clinicos pueden ser provocados
por las cepas patogénicas de E. coli: enfermedades entéricas/diarreas, infeccion del tracto
urinario y sepsis/meningitis (Nataro y kaper 1998). Con base en su mecanismo de
patogenicidad y cuadro clinico, las cepas de E. coli causantes de diarrea (DEC) se
clasifican en seis patotipos: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enteroinvasiva
(EIEC), E. coli enterotoxigenica (ETEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli
enteroagregativa (EAEC) y E. coli de adherencia difusa (DAEC).



3.1.1 Grupos patogenicos de E. coli e incidencia

E. coli enteropatogénica (EPEC) fue el primer patotipo de las E. coli diarreogénicas que
se descubrio; es causa importante de diarrea y muerte prematura en los nifios,
especialmente en los paises en desarrollo. En un estudio en el 2010 de pacientes con
diarrea hospitalizados en la India, EPEC fue responsable del 3.2% de la diarrea en nifios
menores de 5 afios (Nair et al. 2010). Un fenotipo distintivo de EPEC incluye aquel que
es capaz de producir lesiones de adherencia y esfacelamiento (A/E) en las cuales las
bacterias se adhieren firmemente a la membrana de la célula hospedadora provocando una
alteracion de la superficie celular, lo que conduce a la destruccion de las microvellosidades
(Ochoa y Contreras 2011).

E. coli enteroinvasiva (EIEC) se describié en 1944. Este patotipo provoca disenteria
bacilar, causando diarrea acuosa, con sangre y moco en adultos y nifios. Sin embargo, se
tienen menos reportes que otros agentes etiologicos en estudios de diarrea en todo el
mundo. EIEC es altamente invasiva, empleando proteinas de adhesién para unirse y entrar
en las células intestinales. Este grupo de bacterias no produce toxinas, pero dafia
gravemente la pared intestinal (Rico-Martinez, 1995), es descarboxilasa negativa, no
movil y lactosa negativa. En junio de 2014, se produjeron dos brotes de EIEC en
Nottingham, Reino Unido, en donde se identificaron 157 casos probables; 27 fueron
confirmados como EIEC 096:H19 (Newitt et al. 2016).

E. coli enterotoxigénica (ETEC) es una de las causas bacterianas mas comunes de
morbilidad y mortalidad asociadas con diarrea, particularmente entre bebés y nifios
pequerios en paises en desarrollo. En el 2013, se estimd un total de 42,000 muertes a nivel
mundial relacionadas con ETEC en nifios menores de cinco afios (Bourgeois et al. 2016).
Las cepas de ETEC estan compuestas por una gran cantidad de serotipos los cuales
producen una variedad de factores de colonizacion y enterotoxinas. Una vez dentro del
tracto gastrointestinal, ETEC se establece primero al adherirse al epitelio del intestino
delgado a través de uno o mas antigenos del factor de colonizacion o proteinas de
superficie, y una vez que ya esta establecido, ETEC expresa una 0 méas enterotoxinas,
provocando diarrea. Las enterotoxinas producidas por ETEC incluyen la enterotoxina
termolabil (LT) y la termoestable (ST),; (Sizemore et al. 2004).



En los Gltimos afios el patotipo enterohemorragico (EHEC) ha estado involucrado en
brotes causados por contaminacion en alimentos (CDC, 2017). El determinante de
virulencia en EHEC es la toxina Shiga, o verotoxina, que produce efectos citotoxicos
irreversibles en células Vero. EHEC puede producir dos diferentes toxinas Shiga (Stx 1y
Stx 2) y su sintesis esta relacionada con la presencia del bacteriofago STX, que esta
insertado en el genoma. Estas toxinas son las responsables de la diarrea con sangre y de
complicaciones graves como el sindrome urémico hemolitico (SUH, Karpman et al.
2001).

La gran mayoria de las infecciones por EHEC son causadas por cepas pertenecientes a
cinco serogrupos O, las mas importantes comprenden 0157, 026, 0103, 0111 y 0145
(Eichhorn et al. 2015). El serotipo O157:H7 es el principal causante de brotes alimenticios

en los Estados Unidos (Karmali et al. 2010) causando 73,000 casos anualmente.

Por otra parte, la primera asociacion significativa de E. coli enteroagregativa (EAEC)
como patdgeno se dio en el afio de 1987 en Chile (Nataro et al. 1987). Este patotipo se ha
asociado con diarrea endémica en nifios, diarrea persistente, diarrea en pacientes VIH
positivo, diarrea del viajero, brotes en agua/alimentos, asi como diarrea esporadica
(Harrington et al. 2006). En el 2008 tuvo lugar un brote de EAEC en Italia en un complejo
vacacional en una granja, donde los invitados experimentaron gastroenteritis después de
haber consumido queso no pasteurizado (Jensen et al. 2014). Su patogenicidad esta
determinada por su habilidad de colonizar el tracto intestinal empleando una fimbria de

adherencia, provocando diarrea acuosa (Kaur et al. 2010).

Los miembros de este patotipo se caracterizan por la auto-aglutinacion y la presencia de
un patréon caracteristico de adherencia conocido como “ladrillos apilados™ en células HEp-
2 (Nataro y Kaper 1998). Las cepas EAEC se adhieren a la mucosa intestinal formando
una biopelicula; y algunos factores tales como adhesinas y toxinas contribuyen a la
enfermedad, sin embargo, estos no son conservados en todas las EAEC, lo cual dificulta
una definicion fenotipica o el establecimiento de un modelo general de patogénesis
(Bielaszewska et al. 2011).

E. coli de adherencia difusa (DAEC) fue el ultimo patotipo del grupo de E. coli causante

de diarrea (DEC) en ser reconocido. Se caracteriza por un patron de adherencia difusa en
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las células epiteliales cultivadas HeLa o HEp-2. Aproximadamente el 75% del grupo de
DAEC lo constituye un grupo de cepas que albergan genes que codifican para las
adhesinas Afa/Dr las cuales son capaces de causar enfermedades diarreicas en individuos
(Mansan-Almeida et al. 2013). El grupo DAEC se puede aislar tanto de personas sanas
como en personas con cuadros diarreicos, siendo mas importante en nifios de 4 a 5 afios.
Los sintomas que se presentan incluyen diarrea sin sangre y sin leucocitos. En un estudio
en México DEC fueron los principales agentes bacterianos identificados entre nifios y

DAEC fue el grupo més prevalente (Patzi-Vargas et al. 2013).
3.1.2 Factores de virulencia

Los factores de virulencia bacteriana permiten a un huésped replicarse y diseminarse
dentro del hospedero al subvertir o evadir las defensas del huésped, mediante dos

mecanismos principales que ayudan a la bacteria a sobrevivir:

- Causando dafios al huésped que comprenden a las toxinas bacterianas, incluyendo

toxinas, hemolisinas y proteasas.

- Ayudando y promoviendo la colonizacion del huésped, comprendiendo

adhesinas, invasinas y factores antifagociticos.

Un grupo importante de factores de virulencia son las toxinas bacterianas. Estos se dividen

en dos grupos: endotoxinas y exotoxinas (Ramachandran, 2014).

El lipopolisacarido (LPS), o endotoxina, es un componente mayoritario de la membrana
externa de las bacterias Gram negativas por lo que no es liberado activamente de la célula,
causa fiebre, shock y otros sintomas generalizados. Este consta de 3 partes: polisacarido
especifico, core y lipido A. El lipido A es la endotoxina bacteriana, y es el responsable del

desencadenamiento de la respuesta inmunitaria (Biswas y Lopez-Collazo 2009).

Las exotoxinas son polipéptidos que son liberados por la célula, un ejemplo es el
determinante de virulencia en EHEC, la toxina Shiga, o verotoxina, que produce efectos
citotoxicos irreversibles en células Vero (Konowalchuk et al. 1977). EHEC puede
producir dos diferentes toxinas Shiga (Stx 1 y Stx 2) y su sintesis esta relacionada con la

presencia del bacteriofago STX, que esta insertado en el genoma (Karpman et al. 2001).



En EAEC se han encontrado las toxinas plasmaticas Pet y EST-1, esta tltima es un péptido
conformado por 38 aminoacidos que provoca la acumulacion celular de GMPc (Sukumar
et al, 1995). Pet es una proteina del tipo serina proteasa autotransportadora, codificada en
el plasmido PAA, que presenta actividad de enterotoxina y citotdxica contra células
epiteliales intestinales en cultivo (Chart et al. 1997, Czeczulin et al. 1999). Existen otras
toxinas descritas como la proteina Pic, una mucinasa involucrada en la colonizacién
intestinal; la proteina dispersina, la cual se une al lipopolisacarido neutralizando la carga

negativa de la célula (Chaudhuri et al. 2010).

Los factores que ayudan y promueven la colonizacion del huésped incluyen la formacion
de biopeliculas, la movilidad (principalmente aquella impulsada por flagelos), y las
adhesinas, moléculas de superficie del patdgeno que contribuyen a la fijacion entre la
bacteria y la superficie del tejido del hospedero, especificamente a receptores

complementarios (estas son por lo general lectinas) (Boll et al. 2017).

La mayoria de las bacterias expresan mas de un tipo de adhesinas y pueden estar ubicadas
en la glucocélix, o en otras estructuras de la superficie microbiana; como por ejemplo el
pili, fimbrias y flagelos. EAEC presenta hemaglutinacién de eritrocitos humanos, debido
a la presencia de una fimbria o adhesina flexible, Ilamada fimbria |1 de adherencia

agregativa (AAF/1) codificada en el plasmido de virulencia pAA (Czeczulin et al. 1997).

Las biopeliculas estan formadas principalmente por colonias de bacterias incrustadas en
una matriz polimérica extracelular o glucocalix, las cuales son capaces de fijarse a
superficies bidticas y abioticas (Nazar 2007). Estas asociaciones bacterianas tienen
importancia debido a que confieren resistencia a los desinfectantes y antibidticos,

proveyendo de proteccion a la célula (Parsek y Singh 2003).

Por ultimo, el término movilidad bacteriana se refiere a la capacidad que tiene la bacteria
de desplazarse aleatoriamente de un lugar a otro; el principal medio de motilidad son los
flagelos. Estos son apéndices largos los cuales se encuentran fijos a la célula por uno de
sus extremos y libres por el otro. El flagelo bacteriano afecta la virulencia bacteriana de
diversas maneras, proporcionando movilidad hacia los objetivos del huésped,

promoviendo la formacion temprana de biopeliculas y por lo tanto, la supervivencia



bacteriana, secretando factores de virulencia y promoviendo la adherencia y la invasion
(Moens y Vanderleyden, 1996).

3.2 FUNCION Y COMPOSICION DEL FLAGELO

El flagelo es la estructura de movilidad procariota usada tanto en ambientes acuosos
(Jarrell y McBride 2008), como en sélidos (movilidad tipo swarming; Diepold y Armitage
2015).

La estructura del flagelo bacteriano consta de tres componentes principales, un filamento

helicoidal, un gancho y un cuerpo basal junto con los componentes del motor (Figura 1):

a) El filamento es un polimero de proteina flagelina (fliC), el cual termina en una
cubierta (fliD).

b) EI gancho tiene un didmetro mayor que el filamento y se encuentra cerca de la
superficie de la célula. Es el vinculo entre el cuerpo basal y el filamento. Su funcion
es transmitir el movimiento del cuerpo basal al filamento.

c) El cuerpo basal se encuentra embebido en la pared celular en las bacterias Gram
negativas, y consta de 4 anillos y una barra, estos anillos se encuentran ubicados en
diferentes regiones de la membrana. EI motor rotatorio consiste en un estator
(MotA y MotB) y una barra (flgB, flgF y fLgG, Copeland y Weibel, 2009).

La flagelina, codificada por el gen fliC, comprende cuatro dominios; dos dominios
centrales de filamentos (DO, D1) y dos dominios de regiones hipervariables (D2, D3;
Terashima et al. 2008). Las regiones terminales de las subunidades de flagelina estan
involucradas en la formacion del filamento, mientras que la region central hipervariable
que forma el dominio D3 estd expuesta en la superficie del filamento (Yonekura et al.
2003). Este dominio no estd en contacto con subunidades adyacentes y no tiene un rol
significativo en la construccion de la estructura del filamento (Muskotal et al. 2010), por
lo cual el dominio D3 es un blanco 6ptimo para la realizacién de estudios de ingenieria
genética ya que puede ser removido o modificado sin afectar la actividad de auto

ensamblaje.
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Figura 1- Componentes del flagelo bacteriano (Copeland y Weibel, 2009).

El flagelo posee balsas lipidicas, las cuales se caracterizan por estar enriquecidas de
lipidos especificos y, ademas, anclar proteinas particulares. Recientemente, se ha
demostrado que fliC de STEC (E. coli productoras de toxina Shiga) esta implicada en la

invasion celular a través de estas balsas lipidicas (Rogers et al. 2012).
3.3 BALSAS LIPIDICAS Y PROTEINA MreB

Las balsas lipidicas son microdominios de la membrana eucariética los cuales estan
enriquecidas en colesterol (32%) y esfingolipidos (14%), a niveles incrementados de hasta
50% comparandose con la membrana plasmatica (Anchisi et al. 2013, Spira et al. 2012).
Recientemente se demostro que las bacterias también pueden organizar muchas cascadas
de transduccion de sefiales y transporte de proteinas en microdominios funcionales de
membrana (FMM) constituidos por lipidos especificos; es decir, las membranas
bacterianas contienen balsas lipidicas similares a las encontradas en células eucariotas

(Lingwood y Simons 2010).
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Un aspecto crucial de las balsas lipidicas es la incorporacion o exclusion de proteinas,
basandose en su afinidad por estos dominios; siendo esta organizacion esencial para su
funcion (Kraft 2013), una de estas proteinas es la proteina MreB. En E. coli MreB es la
Unica proteina tipo actina conocida, posee motivos pertenecientes a la superfamilia de
actina; presentando una estructura terciaria similar a la actina eucariética (Van den Ent et
al. 2001). Diversos estudios demostraron su localizacion debajo de la membrana
citoplasmatica en filamentos cortos, los cuales se mueven alrededor de la circunferencia
de la célula, formando parte de la maquinaria de sintesis de la pared celular bacteriana
(Jones et al. 2001, Dominguez-Escobar et al. 2011), siendo en E. coli necesaria para

mantener su forma de baston (Wachi et al. 1987).

Se ha observado que el movimiento activo y dirigido de MreB tiende a estimular la
difusion de proteinas en la membrana celular (Strahl et al. 2014) creando regiones
especificas con fluidez incrementada (RIFs), las cuales estan involucradas en la
distribucion de lipidos y proteinas integrales de membrana; entre estas las proteinas que
conforman el flagelo de la bacteria. Se han reportado que la delecion del gen mreb y sus
homologos mbl y mreBH, provocan una disipacion de las RIFs, disminuyendo los sitios

de fluidez membranal (Salije et al. 2011).
3.4 ENSAMBLAJE DEL FLAGELO

El ensamblaje del flagelo se realiza del interior al exterior de la célula de una manera
altamente organizada. El cuerpo basal es el primer intermedio estructural construido
dentro de la bicapa lipidica. En este se encuentran las proteinas motoras, que son canales
iGnicos que recogen la energia para la rotacion flagelar. Una varilla atraviesa el cuerpo
basal y el peptidoglicano (y la membrana externa en el caso de bacterias Gram negativas)
hacia el exterior de la célula. Se agrega a la varilla a un gancho flexible, que cambia el
angulo de rotacion y sirve como base para el filamento. El filamento es la Gltima estructura
ensamblada y forma una hélice semirrigida (Chevance y Hughes 2008). Los genes que
codifican para los componentes flagelares se expresan aproximadamente en el mismo
orden en el que se ensamblan, y las proteinas reguladoras maestras se ubican encima de

toda la jerarquia para controlar la expresion génica flagelar (Macnab 1992).
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Dentro del cuerpo basal, un aparato de secrecion de tipo Il secreta subunidades de la
varilla en forma de eje que se extiende a traves del peptidoglicano y la membrana externa
(si estd presente). Posteriormente, se polimeriza un gancho curvo corto de
aproximadamente 200 subunidades de la proteina estructural de gancho. Finalmente, el
filamento helicoidal largo se polimeriza a partir de aproximadamente 20,000 unidades de

la proteina estructural llamada flagelina (Jones et al. 2001).
3.5 IMPORTANCIA DEL FLAGELO

En muchas especies patogenas, los flagelos son generalmente aceptados como factores de
virulencia importantes; se ha demostrado que la expresion, asi como la represion de la

flagelacion y la virulencia estan vinculadas (Moens y Vanderleyden, 1996).

La expresion de flagelos bacterianos es necesaria para una maxima adherencia,
colonizacion y posterior invasion. El gen fliC, que codifica para la flagelina, se encuentra
relacionado con la patogenicidad en diferentes serotipos de E. coli (Haiko y Wikstrom,
2003). Mahajan et al. (2008) reportaron que le eliminacion de fliC en EPEC provoco que
la célula no pudiera adherirse al tejido intestinal, causando la reduccion de su

patogenicidad.

El flagelo puede actuar directamente como una adhesina, pero también puede afectar la
virulencia por otros medios. La movilidad hacia una célula huésped es un requisito previo
para la adhesién y la invasion, y los flagelos pueden desempefiar un papel esencial en la
colonizacion al facilitar la motilidad bacteriana. El flagelo también puede contribuir a la
virulencia mediante la regulacion de la expresion de otros factores de virulencia (Duan et
al. 2013).

En muchas especies bacterianas, el flagelo es un factor de virulencia reconocido, ya que
se ha observado que muchas cepas no flageladas son menos virulentas. En la EHEC
0113:H21 productora de Shiga-toxina, un mutante fliC colonizé el intestino de ratones
tratados con estreptomicina tan eficientemente como la cepa silvestre; sin embargo,
mostré una capacidad reducida para formar la asociacion intima tipica con el epitelio

colénico y mostrd ser menos virulenta que la cepa silvestre (Rogers et al. 2006).

13



La estructura y la implantacién de los flagelos parecen estar relacionadas con los entornos
especificos en los que viven las células. En algunos casos, las bacterias incluso adaptan
su patron de flagelacion en respuesta a las condiciones ambientales en que se encuentran.
La diferenciacion de células swarming es un ejemplo notable de este fendmeno (Moens y
Vanderleyden 1996).

3.5.1 Movilidad tipo swarming

Diversas bacterias flageladas presentan un tipo de movilidad conocida como swarming
(Harshey, 1994). Este tipo de movilidad requiere un medio s6lido o semisolido rico en
energia; en concentraciones de agar del 0.3% se ha forzado este tipo de movimiento
(Kearns 2010). Ademas, el movimiento tipo swarming requiere de la secrecion de agentes
lubricantes o una tension superficial reducida (Chen et al. 2007; Copeland y Weibel 2009).

Existen diversos fendbmenos relacionados con la movilidad tipo swarming que se pueden
observar, el swarm lag se presenta en las células crecidas en medio liquido posteriormente
inoculadas en medio solido, permaneciendo inmoviles por un tiempo en el punto de
inoculacidn; este fendbmeno sucede antes de la expansion del swarming (Kearns y Losick
2003, Wang et al. 2004). Esta latencia puede representar un periodo de adaptacion para
las células en el cual se vuelven eficientes fisioldgicamente para la movilidad swarming
(Kearns y Losick 2003).

La capacidad de la E. coli patdgena para causar infecciones se ve reforzada por la
movilidad tipo swarming, ya que permite la colonizacion y la persistencia en diferentes

ambientes (Garcia-Heredia et al. 2016).
3.6 CONTROL DE PATOGENOS: ANTIMICROBIANOS NATURALES

Debido a todo lo anterior, el prevenir o minimizar la contaminacion en alimentos por
microorganismos es una de las mejores opciones a fin de reducir riesgos a la salud.
Actualmente la inactivacién térmica, asi como conservadores quimicos, estan entre los

métodos principales para el control bacteriano (Garcia-Heredia et al. 2016).

El uso de productos naturales como compuestos antibacterianos parece ser una alternativa
para controlar la presencia de microorganismos patdgenos y extender la vida de anaquel
de alimentos procesados (Dorman y Deans, 2000). De entre los productos naturales se
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encuentran los aceites esenciales provenientes de especias y plantas medicinales las cuales

han demostrado presentar actividad antimicrobiana (Klein et al. 2013).

Los aceites esenciales son productos naturales concentrados sintetizados por plantas
aromaticas como metabolitos secundarios. Son liquidos volatiles, solubles en lipidos y
solventes organicos con una densidad menor a la del agua. Estos aceites presentan una
mezcla variada de compuestos, pero principalmente terpenoides (especialmente
monoterpenos C10) y sesquiterpenos (C15), aunque también presentan diterpenos (C20),
ademas de una variedad de compuestos con nitrégeno y sulfuro, y cumarinas (Bakkali et
al. 2008). Poseen una amplia gama de metabolitos secundarios los cuales pueden inhibir
o reducir el crecimiento de bacterias, levaduras y mohos. Sus principales blancos son la
membrana y el citoplasma, y pueden llegar a alterar completamente la morfologia de las
células (De Martino et al. 2009).

Compuestos activos tales como el timol, eugenol y en particular el carvacrol, han
demostrado provocar una alteracion en la membrana celular, inhibicién de la actividad
ATPasa y la liberacion de ATP intracelular y otros constituyentes de diversos
microorganismos como E. coli, E. coli O157:H7, Listeria monocytogenes, Lactobacillus
sakei, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enteritidis, y Staphylococcus aureus (Cetin-
Karaca H. 2011).

3.6.1 Carvacrol

El carvacrol es un fenol monoterpenoide presente principalmente en los aceites esenciales
de orégano (Lippia graveolens). Se caracteriza por su efecto en las células microbianas,
provocando dafio funcional y estructural a las membranas (Sikkema et al. 1995), lo cual

trae como consecuencia el incremento en la permeabilidad.

Este compuesto es uno de los pocos componentes de los aceites esenciales que tiene un
efecto desintegrador sobre la membrana externa de las bacterias Gram negativas (La Storia
et al. 2011). Causa la liberacion de LPS (Dorman y Deans, 2000), y también actla sobre
la membrana citoplasmica para alterar el transporte de iones. Su actividad parece estar

relacionada con la presencia de un grupo hidroxilo que puede funcionar como un portador
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transmembranal de cationes monovalentes al transportar H* al citoplasma de la célula y
K™ hacia el exterior (Ben et al. 2006).

El modo de accion del carvacrol parece ser el incremento de la fluidez y la permeabilidad
de las membranas. Cuando las células microbianas estan expuestas a carvacrol, pueden
cambiar su composicion de acidos grasos de membrana (Ultee et al. 2010). Este es un
mecanismo bien conocido que permite a las células mantener una estructura y funcion de

membrana Gptimas.

La alteracion de la composicion de los acidos grasos en respuesta a carvacrol podria
afectar no solo la fluidez de la membrana sino también a su permeabilidad (Di Pasqua et
al. 2007). El efecto de carvacrol sobre la permeabilidad de la membrana se confirmé al
monitorear la salida de H*, K*, carboxifluoresceina, ATP y presencia de acido nucleico
(Xu et al. 2008). También se ha reportado que el carvacrol afecta las enzimas
periplasmicas y las proteinas de membrana, pero también puede tener blancos

intracelulares (Horvath et al. 2007).

Este compuesto inhibio la sintesis de otra proteina microbiana, la flagelina, dando lugar a
células sin flagelos que posteriormente exhibieron una motilidad disminuida. Sin
embargo, incluso las células con flagelos mostraron una disminucién de la motilidad que
dependia de la cantidad de carvacrol, lo que indico que el compuesto también disminuyo
la fuerza motriz de protones necesaria para impulsar el movimiento flagelar (Gabel y Berg
2003).

Du et al. (2008) evaluaron la actividad antimicrobiana del carvacrol contra cepas de E.
coli O157:H7 al afadirse en la preparacion de peliculas antimicrobianas elaboradas a
partir de manzana, observando efectos inhibitorios del crecimiento bacteriano a la
concentracion de 1.0%. De manera similar, Garcia-Heredia et al. (2016) evaluaron el
efecto de concentraciones menores a las minimas bactericidas de extractos naturales, uno
de estos el carvacrol sobre E. coli O157:H7, EHEC 042 y O157:H7 observando que se
veia afectada la movilidad tipo swarming, formacion de biopelicula y virulencia.
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4. JUSTIFICACION

E. coli es una bacteria considerada como parte de la microbiota normal en el intestino
humano; sin embargo, algunas de sus cepas, que pertenecen a seis grupos patogénicos de
la especie las cuales pueden provocar diversos tipos de enfermedades en el tracto
intestinal, son causantes de aproximadamente 630 millones de casos de diarrea en el

mundo anualmente.

Las cepas patogénicas de E. coli poseen algunas estructuras que participan en los primeros
pasos de la invasion intestinal, colonizacion y la persistencia en diferentes ambientes
aumentando la virulencia de algunos patotipos. Se ha observado que la proteina MreB
crea filamentos asociados a membrana, los cuales coordinan la sintesis de la pared celular,
creando regiones membranales con fluidez incrementada (RIFs), y la interferencia con
estos dominios lipidicos afectan la homeostasis lipidica global y la localizacion de las
proteinas de membrana. Dichas regiones estan involucradas en la translocacion de los
constituyentes del flagelo, modificando entonces el swarming, y afectando la capacidad

de adhesion a la célula huésped.

Algunos patotipos de E. coli, presentan elevada resistencia a antibidticos, especialmente
aquellos relacionados a p-lactamasa por lo que el uso de antimicrobianos naturales es una
alternativa para lograr el control efectivo de estos microorganismos. El carvacrol es un
fenol monoterpenoide presente en el orégano el cual ha demostrado tener actividad
antimicrobiana contra E. coli. Por lo que en el presente trabajo se busco establecer como
el carvacrol afecta las regiones de fluidez incrementada y por consiguiente la
estructuracion de los flagelos y las proteinas MreB. Los resultados obtenidos en este
trabajo van a permitir establecer la localizacion y los cambios que se presenten en las
RIFs, tratando de asociarlo a posibles modificaciones en la virulencia en los patotipos de

E. coli.
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5. HIPOTESIS

El carvacrol altera la formacion de filamentos de la proteina MreB vy la translocacién de

la flagelina a las RIFs en E. coli.
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6. OBJETIVOS

Establecer el papel del carvacrol para provocar cambios en la membrana de E. coli:
modificando la estructuracion de filamentos de MreB y la funcién de flagelos en la

membrana.
6.1 Objetivos especificos

1) Generar una doble mutante de las proteinas MreB y flagelina de E. coli con proteinas

fluorescentes sfGFP y BFP respectivamente.

2) Establecer las concentraciones minimas bactericidas de carvacrol en la cepa silvestre

y la mutante.

3) Evaluar el papel del carvacrol en el movimiento tipo swarming en la cepa silvestre y la

mutante.
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7. MATERIALES Y METODOS
7.1 AREA DE TRABAJO

El presente trabajo se realizd en el Laboratorio de Bioquimica y Genética de
Microorganismos del Departamento de Microbiologia e Inmunologia de la Facultad de

Ciencias Biologicas en la Universidad Autonoma de Nuevo Leon.
7.2 CEPAS

Se empled la cepa K12 MG1655 de E. coli la cual presenta integrados en su genoma los
genes necesarios para la recombinacion homologa (beta, exo, gama). La cepa SIJ_488 fue
proporcionada por el Dr. Alex Nielsen de la Universidad Técnica de Dinamarca (plasmido
Addgene # 68246) y se conservé en caldo infusion cerebro corazén con 20% glicerol a -
80 °C.

7.3 COMPUESTOS NATURALES

Se empled carvacrol (C10H140), adquirido comercialmente con pureza del 99%

(producto # W224511, Sigma-Aldrich, México), clasificado como fenol monoterpenoide.
7.4 TRANSFORMACION DE CEPAS Y RECOMBINACION HOMOLOGA

Para determinar la localizacion y el efecto del carvacrol en las proteinas MreB y flagelina
se disefid una doble mutante la cual deberia contener la proteina verde fluorescente en su
variante “superfolded” (sfGFP) unida a la proteina MreB y la variante de color azul (BFP)
unida a flagelina; con la finalidad de localizar estas proteinas en la célula por medio de
microscopia de fluorescencia. Mediante la recombinacion homodloga se realizd la
insercidn de las proteinas de fusion (MreB-sfGFP y Flagelina-BFP) al genoma bacteriano.
El proceso se llevo a cabo en dos pasos, obteniéndose primero la mutante MreB-GFP y a
partir de este cultivo se realizd una segunda transformacién a fin de obtener una doble
mutante MreB-sfGFP/fliC-BFP.

7.4.1 Disefio de fragmentos

Se disefiaron fragmentos de ADN de doble cadena (gblocks) las cuales se emplearon en

el proceso de recombinacion homologa. Los fragmentos estdn compuestos por la
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secuencia de la proteina fluorescente de interés flanqueada en su regioén 3" y 5 por 60
nucleodtidos de homologia con el gen que se deseaba fusionar. Se emplearon las secuencias
nucleotidicas de los genes fliC y mreB de E. coli presentes en la base de datos del Centro
Nacional para la Informacion Biotecnoldgica (NCBI por sus siglas en inglés, Altschul et
al. 1990). Para el disefio in silico de los fragmentos se utilizé el paquete informatico Serial
Cloner v2.6.1. El sitio especifico donde se realizo la fusion para cada gen se menciona a

continuacion:

-MreB: region interna del gen, entre los dominios H6 y H7

-FliC: region interna del gen, remplazando el dominio hipervariable D3.
7.4.2 Recombinacion homologa y transformacion

Para los ensayos se activo la cepa en tubos con 5 ml de cado Luria Bertani (LB) y se
incubd a 37°C por 24 h (Garcia-Heredia, 2016).

A partir de este cultivo se inoculé un matraz con 200 ml de caldo LB suplementado con
7.5 ml de L-arabinosa 1 M, Asoo de 0.4; incubandose a 250 rpm y 37°C durante 2 h. A
partir de este cultivo se prepararon células calciocompetentes y se transformaron mediante
choque térmico a 42°C por 90 s, de acuerdo al protocolo descrito por Sambrook et al.
(2001). Después del choque térmico, las células se recuperaron en medio SOC durante 1
h a 250 rpm y 37°C, posterior a lo cual se sembraron 10 pl en placas Petri con agar LB,

dejandose incubar durante 24 horas.

Se seleccionaron colonias aisladas y se crecieron en caldo LB por 24 h a 37°C, una vez
transcurrido el tiempo se centrifugaron y se lavaron 3 veces con solucién salina; el
precipitado se recuperd con amortiguador TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0) y
se lisé por calor colocandose en bafio de agua a 100°C durante 20 min. Las alicuotas se
centrifugaron a 14,0000 rpm durante 5 min y se recolecto el sobrenadante, el cual se

transfirio a tubos nuevos y se almacend a -20°C para su uso posterior.
7.4.3 Identificacién de mutantes

Se realizd PCR punto final empleando como templado el sobrenadante obtenido

previamente. Se disefiaron para el presente estudio dos pares diferentes de
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oligonucleotidos para la identificacion; un juego de oligonucle6tidos se disefio para
amplificar la proteina fluorescente (sSFGFP o BFP) mientras que un segundo juego de
oligonucleotidos se les denomind “de posicion” y se emplearon con la finalidad de
amplificar solamente cuando la proteina fluorescente se encontrara insertada en la
posicidn deseada. Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador Veriti 96 well
thermal cycler (Appl Biosytems, Thermo Fisher Scientific). La secuencia de los
oligonucleétidos, el tamafio del amplicon y la temperatura de alineamiento se establecen

en la tabla 1.

Tabla 1: Oligonucledtidos disefiados en este estudio para la identificacion de las mutantes.

Nombre del Secuencia Tamafio Temperatura
oligonucleodtido (3’-5”) del de
amplicon alineamiento
sfGFP GCCATGCCCGAAGGTTATGT 263 pb 55°C
CCATCTTCAACGTTGTGGCG

De posicion TCCTGCGTATCTTGCCACAG 564 pb 55°C
Mreb-sfGFP CCATCTTCAACGTTGTGGCG

BFP ACCCAGCAGATGGAGGTTTG 229 pb 53°C
AGTCCTGCGTATCTTGCCAC

De posicion AATCCAGGTTGGCGCAAATG 592 pb 54°C

FliC-BFP TCCTGCGTATCTTGCCACAG

7.5 MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

Se corroboré el correcto funcionamiento de las proteinas reporteras mediante microscopia
de fluorescencia. Se seleccionaron colonias aisladas de las mutantes y se prepararon para
su observacion en microscopio de fluorescencia (Axio Imager Z2 100x). La variante
sfGFP tuvo un rango excitacion-emision de 485-510 nm. Mientras que para la variante
BFP fue de 383-445 nm

Se prepararon alicuotas de los cultivos de las mutantes obtenidas y se preservaron en

glicerol a -80°C
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7.6 CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA (CMB)
7.6.1 Preparacion de soluciones de carvacrol

Se prepararon soluciones a diferentes concentraciones; se suspendieron las cantidades
requeridas de carvacrol en agua destilada y se esterilizo por filtracion (filtro de nitrato de
celulosa poro 0.45 um, Sartorious Stedmin, Francia). Estas se conservaron en frasco

ambar a 4°C por no més de 5 dias.
7.6.2 Ajuste del in6culo

Para los ensayos de CMB y curvas de crecimiento, las cepas se reactivaron a partir de una
alicuota de reserva a -80°C, inoculandose en caldo infusion cerebro corazén (ICC), para
posteriormente cultivarse en placas de ICC, e incubarse a 37°C por 24 h. A partir de estas
placas se tomd una asada la cual se transfirié a 5 ml de caldo Mueller Hinton (MH) (Difco,
Becton-Dickinson, USA.) y se incubd durante la noche a 37 °C. Las cepas fueron ajustadas
a 1x10” UFC/mI (Asoo de 0.05).

7.6.3 Ensayo CMB

La CMB se determiné utilizando el método estandar de microdilucion descrito por Luber
et al. (2002) y modificado por Garcia-Heredia et al. (2013). Brevemente, las placas de
microtitulacion estériles (poliestireno de 96 pozos, con fondo en U, Corning Costar) se
Ilenaron con 100 pl de caldo 2X MH mas 100 pl de diversas concentraciones de carvacrol.
Se incluy6 un control negativo sin extracto, pero solo adicionando agua destilada. Cada
pozo se inoculd con 20 pl de una suspension bacteriana ajustada a 1x 108 UFC/ml y se
incub6 a 37°C durante 24 h. Posteriormente se sembrd por la técnica de goteo en placa
(10 pl) en agar MH, y las placas incubaron a 37°C durante 24 h para determinar el
crecimiento. La CMB se definié como la concentracion méas baja que impidié cualquier
crecimiento visible en las placas de agar MH y no produjo ningun cambio de color en los

pocillos.
7.6.4 Curvas de crecimiento

El crecimiento de la doble mutante, asi como de la cepa silvestre se evalud a tres

concentraciones subletales de carvacrol (0.025, 0.05 y 0.1 mg/ml), teniendo en cuenta la
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concentracion minima bactericida (CMB). La velocidad de crecimiento se evalud
inoculando la cepa crecida durante la noche en caldo MH, con las diferentes
concentraciones subletales de los antimicrobianos, seguido de incubacion a 37°C y 150
rpm. La toma de muestra se realiz6 a la hora 0 y cada 2 horas durante 12 h. En cada caso

se determind la poblacién bacteriana por el método de cuenta en placa en agar MH.
7.7 ACTIVIDAD DEL CARVACROL EN LA FUNCIONALIDAD DEL FLAGELO

En estos ensayos se empled la cepa silvestre y mutante, a fin de observar el efecto del

carvacrol en la movilidad tipo swarming.

Se empled agar LB suave (0.35% agar) en placas a las cuales se les agregaron las
concentraciones de carvacrol usadas en el ensayo de CMB (0.025, 0.05 y 0.1 mg/ml ).
Para este ensayo se usaron alicuotas de cultivo de 5 ul (1 x 108 UFC/ml), los cuales se
inocularon en el centro de la placa incubandose 24 h a 37°C (Garcia-Heredia et al. 2016).
Se determind el nivel de movilidad swarming mediante la medicién de la distancia de
migracion del centro de la placa. Los resultados se compararon con el control, el cual no

contuvo carvacrol. El ensayo se realiz6 por triplicado.
7.8 ANALISIS ESTADISTICO

El disefio experimental fue realizado completamente al azar; se llevé a cabo un analisis de
varianza (ANOVA, a = 0.05) para estimar diferencias significativas entre los tratamientos
y el control. Posteriormente se aplicd una prueba de Dunnet para realizar la comparacion
de las medias entre tratamientos y control. Se utiliz6 el software Minitab 18 Statistical
Software (2018, State College, PA: Minitab, Inc).

24



8. RESULTADOS
8.1 DISENO DE SECUENCIAS

El disefio de los fragmentos de ADN de doble cadena (gblocks) a emplear en la
recombinacién homéloga se llevd a cabo de acuerdo a reportes previos en la literatura.
Encontrando que para el caso de MreB el sitio recomendable para una modificacion
genética se encontrd entre las hélices 6 y 7 de la proteina. Con base en esto se disefié un
gblock con un total de 834 pb. Para el caso de la flagelina se opt6 por la eliminacién del
sitio D3, la cual es una region hipervariable y no forma parte importante en el plegamiento
de los filamentos de flagelina. EI gblock obtenido fue de 840 pb. En ambas construcciones
se flanquearon las proteinas fluorescentes por 60 pb correspondientes a las regiones de

homologia con el gen de interés. En la Figura 2 se observa una representacion gréafica del

A)
[5: Blunt] |[625 684 HR| [685...1398 sfgfp| [1399...1458 hr]
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disefio de los gblocks.

Figura 2. Disefio de gblocks empleados en la recombinacion homéloga A) gblock MreB-sfGFP (color
verde), B) gblock FIiC-BFP (color azul). En ambas se muestran las regiones de homologia con la proteina
correspondiente (color azul claro).

8.2 GENERACION DE DOBLE MUTANTE

Una vez que se llevé a cabo la primera transformacion correspondiente a la proteina de
fusion MreB-sfGFP, se seleccionaron 50 colonias aleatoriamente, de las cuales 14 coloias
mostraron la insercion de la proteina sSfGFP ya que poseian un producto de PCR de 263

pb (Figura 3, carril 4) en el que se utilizaron oligonucle6tidos que se unian dentro de la
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secuencia de la proteina fluorescente. Sin embargo, era necesaria la confirmacion de que

la insercion del gen hubiera ocurrido en el sentido correcto.

Al realizar una segunda PCR con el segundo par de oligonucleotidos disefiados a fin de
analizar la insercion del gen (en la conformacion posicion Mreb-sfGFP), solamente 3
mostraron una correcta insercion dando lugar a una banda de 564 pb (Figura 3, carril 9).
De estos tres aislados, uno fue seleccionado para realizar la segunda transformacion.
Luego de la segunda transformacién se seleccionaron 50 colonias de las cuales 18
mostraron la presencia de la proteina BFP obteniéndose una banda de 229 pb (Figura 3,
carril 2). Se seleccionaron 2 colonias que fueron positivas a una segunda reaccion de PCR

para confirmar la posicion de la insercion en la proteina de fusion FliC-BFP, obteniéndose

una banda de 592 pb, comprobando asi la correcta integracién (Figura 3, carril 7).

Figura 3 Electroforesis en gel de agarosa (1%) de los fragmentos de interés en E. coli MG1655 doble mutante (C5)
1. Control negativo bfp 2.bfp (229 pb) 3.Control negativo sfgfp 4. sfgfp (263 pb) 5-.Marcador de peso molecular
25-500 pb (HyperLadder™ 25bp, Bioline)6. Control negativo flic-bfp 7. fliC-bfp (592 pb) 8. Control negativo
mreB-sfgfp 9. mreb-sfgfp (564 pb) 10. Marcador de peso molecular 500-5000 pb (HyperLadder™ 500bp, Bioline).

8.3 MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

La presencia de la doble mutacion se corroboré mediante microscopia de fluorescencia

en la cual se pudieron observar a 510 nm de emision los destellos verdes
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correspondientes a la presencia de la proteina sfGFP (Figura 4). Gracias a la evaluacion
a 445 nm de emision se pudo observar la fluorescencia de color azul perteneciente a la

proteina BFP.

EX485nm Em510nm Ex 383nm Em 445nm

C5
Mutante

Mg16555
(wild type)

100x

Figura 4 Microscopia de fluorescencia de los cultivos de E. coli MG1655 doble mutante, realizada con el
equipo Axio Imager Z2, con un objetivo 100x de la cepa mutada con las secuencias MreB-sfGFP (A) y
Flagelina-BFP (B). La cepa silvestreMg16555 se muestra como control de ambas mutaciones (C) y (D).

8.4 CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA (CMB)

Se determino la CMB del carvacrol para la doble mutante obtenida, asi como para la cepa
silvestre mediante el método de dilucion en microplaca. Los resultados se muestran en la
tabla 2. Se encontraron diferencias significativas (P < 0.05) entre la cepa silvestre contra
la doble mutante, obteniéndose una CMB mas elevada para esta Gltima. Los resultados de

la tabla 2 corresponden al promedio de tres mediciones realizadas por triplicado.
Tabla 2: Concentracion minima bactericida (CMB) del carvacrol para la cepa mutante y la cepa silvestre.

CMB carvacrol (mg/ml)
Cepa Silvestre - 0.32+0.02
Doble Mutante | 043+0.03*

Las diferencias significativas entre los valores del CMB del control (cepa silvestre) y del tratamiento
se encuentran marcadas con un asterisco (*)
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8.5 CURVAS DE CRECIMIENTO

La evaluacion del crecimiento del microorganismo se realizé por medio de curvas de
crecimiento, con tres concentraciones subinhibitorias de carvacrol (0.025, 0.05, 0.1
mg/ml), con la finalidad de confirmar que estas concentraciones no afectaran el
crecimiento de la cepa silvestre y/o de la mutante. El anlisis de varianza demostré que
no existia diferencia significativa (P < 0.05) entre los tratamientos en los cuales se
realizaron las observaciones. Posteriormente se aplicé una prueba de Dunnet para realizar
una comparacion de cada una de las medias con el grupo control no obteniendo diferencias

significativas (P > 0.05) entre tratamientos.
8.6 MOVILIDAD TIPO SWARMING

En general los resultados obtenidos muestran que la doble mutante presenté movilidad
tipo swarming similar (P > 0.05) a la cepa silvestre, por lo cual este tipo de movilidad no
se vio afectada en la mutante al presentar una proteina de fusion en el flagelo (Flagelina-
BFP). En ambos casos al aplicarse concentraciones sub inhibitorias (0.025, 0.05, 0.1
mg/ml) se observo un incremento (P < 0.05) en este tipo de movilidad (tabla 3). Los

resultados de la tabla 3 corresponden al promedio de los ensayos por triplicado.

Tabla 3: Efecto de las concentraciones sub-inhibitorias de carvacrol en el didmetro de crecimiento de las

colonias swarming de E. coli K12 MG1655 cepa silvestre y mutante

Concentracion (mg/ml) Silvestre Doble mutante
0.0 0.38+0.02 0.31+0.02
0.025 0.61 +0.04 0.57+0.03
0.05 0.82*+ 0.08 0.64*+0.07
0.01 0.73+0.07 0.6+ 0.06

Las diferencias significativas entre el control (cepa silvestre) y el tratamiento (cepa mutante) para cada
una de las concentraciones se encuentran marcadas con un asterisco (*).
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9. DISCUSION

La resistencia bacteriana a los antibidticos constituye una grave preocupacion en el
tratamiento enfermedades infecciosas. Este fendmeno de resistencia aumenta la gravedad
de la enfermedad, y se ha vuelto necesario buscar alternativas nuevas y méas baratas con
menos efectos secundarios. Los extractos de plantas crudos y sus derivados, como los
aceites esenciales (EO), han sido utilizados por los humanos con fines medicinales y cada

vez se investiga mas sobre sus caracteristicas (Valgas et al. 2007).

Los aceites esenciales son productos naturales concentrados con olores fuertes que son
producidos por plantas aromaticas como metabolitos secundarios. Estos aceites estan
presentes como mezclas variables principalmente de terpenoides, especialmente
monoterpenos (C10) y sesquiterpenos (C15), aunque también pueden estar presentes
diterpenos (C20). Estos aceites contienen una amplia serie de metabolitos secundarios que
pueden inhibir o retrasar el crecimiento de bacterias, levaduras y mohos (Mambe et al.
2019).

El carvacrol es un monoterpenoide fendlico que se encuentra principalmente en los aceites
esenciales del orégano. Junto con compuestos como el timol, el carvacrol es uno de los
componentes mas investigados. Se ha encontrado que el carvacrol interrumpe y
desorganiza la arquitectura molecular de la membrana plasmatica e induce el intercambio
de protones, reduciendo el gradiente de pH a través de la membrana citoplasmatica
(Mohammedi, 2017). Se sabe que concentraciones subinhibitorias de antimicrobianos
producen efectos antibacterianos significativos; la virulencia bacteriana puede aumentar
o disminuir por los cambios en la capacidad de las bacterias para adherirse a las células
epiteliales o por alteraciones en la susceptibilidad bacteriana a las defensas inmunes del
huésped (Zhanel et al. 1992), por lo cual resulta de sumo interés comprender cuales
cambios se presentan en la membrana cuando se expone a concentraciones subinhibitorias
de carvacrol, especialmente a nivel de la organizacion de las regiones de fluidez
incrementadas caracterizadas por la presencia de la proteina MreB ya que estas son una
parte esencial en la formacion de los dominios en la membrana llamados regiones de
fluidez incrementada que estan directamente ligados con la organizacion y funcion de

otras proteinas integrales de membrana, tal como son los componentes del flagelo.
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Se ha visto que el carvacrol a concentraciones sub inhibitorias puede provocar el aumento
en la movilidad tipo swarming en dos patotipos de E. coli (Garcia-Heredia et al. 2016),
por lo cual, es importante comprender como estas alteraciones en la membrana pueden
contribuir al aumento de la virulencia en microorganismos patégenos. Por lo tanto, se
planted la creacion de proteinas de fusion en un gen reportero a fin de que se pudiese
observar el comportamiento de la proteina MreB y la presencia de regiones de fluidez
incrementada, asi como el ensamblaje del flagelo. Los genes reporteros son secuencias de
acido nucleico que codifican para proteinas que pueden ser facilmente analizadas,
representando herramientas muy eficientes para monitorear la expresion génica. Los genes
reporteros también pueden "informar" sobre diferentes propiedades y eventos, como la
fuerza de los promotores, el destino intracelular de un producto génico, el resultado del
trafico de proteinas y la eficiencia de las sefiales de inicio de la traduccién (Herschman,
2004). El gen reportero se clona corriente abajo de una region reguladora (por ejemplo,
promotor/potenciador) que generalmente es responsable de la expresion controlada de un
gen especifico. A su vez es comun la fusion de estos genes con otros que codifican para
proteinas de interés, lo que facilita la medicion de los niveles de expresion de dichos genes
(Sundaresan & Gambhir, 2002).

Las proteinas verdes fluorescentes (GFP) estan atrayendo actualmente un enorme interés
como el primer método general para crear fluorescencia visible por medios bioldgicos
puramente moleculares. Hasta ahora, se han utilizado como informadores de la expresién
génica, trazadores del linaje celular y como etiquetas de fusion para controlar la
localizacion de proteinas dentro de las células vivas, creando proteinas de fusion que
permitan investigar la redistribucién de la proteina de interés en respuesta a sefiales
externas (Miuller-Taubenberger & Anderson, 2007). Una de las metodologias para la
creacion de estas proteinas de fusion es mediante la técnica denominada

"recombineering”.

El termino en inglés "recombineering” es una combinacién de las palabras recombinacion
e ingenieria, y es el nombre que se le ha dado al método in vivo de ingenieria genética
empleado principalmente en E. coli, el cual emplea homologias cortas (aprox. 50 pb) (Yu

et al. 2000). Este método se basa en la recombinacion homologa, la cual permite la
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insercién, delecion o alteracion de cualquier secuencia de forma precisa y no es
dependiente de la localizacion de sitios para el corte con enzimas de restriccion. EI ADN
linear ya sea de doble cadena (usualmente productos de PCR) o bien oligonucleétidos
sintéticos de cadena sencilla son introducidos en la bacteria mediante técnicas como
electroporacion o choque térmico y proporcionan los sustratos homologos (es decir,
construcciones de direccionamiento) para dirigir y crear los cambios genéticos. Este
método es catalizado por las funciones de recombinacion homdloga presente en los
bacteridfagos tales como los sistemas del colifago A red y el sistema RecET del profago

Rac 4 (Zhang et al. 2000).

El sistema del bacteriofago A red incluye los genes de recombinacion de fagos gam, bet'y
exo. La funcion del gen gam es evitar que una nucleasa de E. coli, RecBCD, degrade
fragmentos de ADN lineales, permitiendo asi la preservacion del ADN lineal
transformado in vivo. El producto del gen bet, Beta, es una proteina de unién a ADN de
cadena sencilla (sSADN) que promueve el alineamiento de dos moléculas de ADN
complementarias, y el producto del gen exo, Exo, tiene una actividad de exonucleasa de
ANs de 5' a 3'; trabajando juntas, estas dos ultimas proteinas insertan ADN lineal en el
objetivo deseado, creando recombinantes genéticos. En el caso del ADN de doble cadena,
se cree que Exo degrada ambos extremos de 5' exponiendo ADN de cadena sencilla
(ssADN) que esta unido por Beta (Kowalczykowski et al. 1994).

La creacion de sustratos de direccionamiento lineal de doble cadena o cadena sencilla
apropiados y especificos es crucial para el éxito del experimento. A fin de realizar las
proteinas de fusion, fue en primer lugar necesario identificar aquellas zonas del gen en
donde la insercién de la proteina fluorescente no alterase el plegamiento y por ende la
funcion de la proteina de interés, por lo cual se consultaron en la literatura reportes de
transformaciones en las cuales se modificarian las proteinas Mreb y Flagelina; asi como

de las proteinas reporteras fluorescentes a emplear.

En primer lugar, para el caso de la proteina MreB se opté por colocar la proteina
fluorescente entre las hélices 6y 7 de la proteina. Se descarto la colocacion en los extremos
debido a estudios previos en los cuales encontraron que la obtencion de una version

fluorescente de la proteina MreB en E. coli mediante la adicion de la proteina fluorescente
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mcherry RFP en los extremos C-terminal y N-terminal resulté infructuosa, dando como
resultado alteraciones la forma de la bacteria (Bendezu et al., 2009). Sin embargo,
lograron la construccion de una proteina de fusion funcional (MreB-RFPW) insertando
mCherryRFP entre las hélices 6 y 7 de la proteina, concluyendo que E. coli es capaz de
tolerar, pero de manera afectada la presencia de un dominio extra entre las hélices 6y 7,
ya que previamente se logré la creacion de una cepa mutante de Bacillus subtilis que

expresaba la proteina MreB-gfp funcional (Strahl et al. 2014).

El reportero usado en este disefio fue la version modificada de la proteina verde
fluorescente (SfGFP) de la medusa Aequorea victoria que es una proteina reportera
ampliamente utilizada en la investigacion bioquimica (Tsien, 1998). GFP se compone de
238 aminoacidos, una secuencia clave de Ser — Tyr — Gly en los aminoacidos 65-67
funciona como el fluoroforo, en donde estos aminodcidos se someten a oxidacion
espontanea para formar un cromoforo ciclado que es responsable de la fluorescencia. GFP
tiene una arquitectura de barril B y el cromoforo reside en el centro del barril. El
plegamiento correcto del barril f de GFP parece ser un requisito previo para la formacion
del cromoforo fluorescente. La superfolder GFP (sfGFP) se desarroll6 mediante evolucién
dirigida a fin de desarrollar un plegado robusto que contiene 11 mutaciones puntuales con
respecto a la proteina de tipo silvestre (Pédelacq et al., 2006), lo cual justificé la eleccion

de esta variante para ser usada en el presente disefio.

En segundo lugar, para la flagelina la cual se encuentra codificada por el gen FliC, de
acuerdo a estudios realizados previamente por Szabo et al. (2011) quienes llevaron a cabo
el primer intento en la creacion de una proteina de fusion de flagelina empleando la enzima
xilanasa y obteniendo la mutante FIiC (XynA). Se encontr6 que, si bien esta quimera era
enzimaticamente activa, su habilidad de polimerizacién se encontraba de alguna forma
paralizada. Estudios a profundidad sugirieron que el segmento N-terminal el cual contenia
un tag de histidina His6 interferia con la adecuada formacion de los filamentos centrales

interiores.

Un analisis de secuencias aminoacidicas de la flagelina de Salmonella typhimurium
realizado por Beatson et al. (2006) revel6 que esta consta de 493 aminoéacidos los cuales

presentan un alto nivel de homologia en la regién terminal de la flagelina la cual contiene
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~180 residuos en el extremo N terminal y 100 en el extremo C- terminal mientras que,
por el contrario, los segmentos centrales son altamente variables (Beatson et al., 2006).
Por lo cual, solo las regiones terminales de las subunidades de flagelina se encuentran
conservadas y estan implicadas en la formacion del filamento, mientras que la parte central
es hipervariable y forma el dominio D3 que se encuentra expuesto en la superficie del
filamento (Yonekura et al., 2003). Al no estar en contacto con subunidades adyacentes y
no tener un papel significativo en la construccién de la estructura de filamento, es un
blanco Optimo para ensayos de ingenieria genética ya que puede ser modificado o
removido completamente sin alterar el ensamblaje del flagelo. Para este disefio un
alineamiento multiple confirmé que las regiones conservadas de la flagelina de
Salmonella se encontraban igualmente conservadas en E. coli, por lo cual se remplaz6
completamente el dominio D3 por la secuencia de la proteina fluorescente en su version
azul (BFP) ya que esta presentaba un rango de emision distinta a la variante verde,
permitiendo observar la presencia de ambas proteinas en la generacion de una doble

mutante.

En base a las condiciones previamente mencionadas se disefiaron los fragmentos de ADN
de doble cadena (gblocks), de por lo menos 60 pb con homologia con la regién a realizar
el inserto a fin de introducir el material genético mediante recombinacion homologa,
tomando en cuenta lo ya reportado por Sharan et al. (2009). La obtencion de la doble
mutante se logré mediante la transformacion de células calciocompetentes aplicando un
choque térmico de 42°C. La cepa de E. coli K12 MG1655 empleada presento integrados
cromosomicamente los genes del fago A (exo,beta,gamma) necesarios para la
recombinacién homologa expresados mediante induccién por arabinosa. E. coli K-12 es
una bacteria modelo utilizada como huésped para una serie de aplicaciones de biologia y
biotecnologia sintéticas. La integracion del ADN sintético en el cromosoma de E. coli
mitiga muchos problemas asociados con el mantenimiento del ADN en plasmidos o
cromosomas artificiales bacterianos. La integracion cromosomica evita complicaciones
derivadas de problemas como la segregacion de plasmidos o la carga metabolica asociada
al mantenimiento de plasmido (Juhas & Ajioka, 2016). Por otra parte, las modificaciones
en los genes flic y mreb se realizaron en el genoma por lo cual la expresion de las proteinas

de fusidn se encontrd regulada por el promotor nativo, evitando con esto la insercion de
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plasmidos, y el manteniendo la produccién de las proteinas de fusion lo mas similar

posible a la cepa silvestre.

Con la finalidad de evaluar el crecimiento en concentraciones subinhibitorias de carvacrol
se determino la CMB del carvacrol para la cepa silvestre y la mutante obteniéndose valores
de 0.32 £0.02 y 0.43+ 0.03 mg/ml respectivamente. Si bien los valores obtenidos fueron
superiores a lo previamente reportado por Garcia-Heredia et al. (2016, EHEC O157:H7
0.08 mg/ml, EAEC 0104:H4 0.08 mg/ml, EAEC 042 0.1 mg/ml) cabe destacar que estos
resultados pertenecen a diferentes cepas pertenecientes a patotipos de E. coli, lo que
concordo con lo reportado por Cosentino et al. (1999) obteniendo una CMB para carvacrol
de 0.225 mg/ml en E. coli O157:H7; estos resultados parecen indicar que las cepas
patogenas tienden a presentar CMBs mas bajas; Valéria et al. (2016 ) trabajando con
cepas no patdgenas de E. coli obtuvieron una CMB de 4.8 mg/ml por el aceite esencial de
orégano, al igual que Suza et al. (2016) quienes encontraron que valores de hasta 30 mg/ml
de carvacrol fueron eficaces para inhibir el crecimiento de E. coli inoculado en la canal de

reses.

El movimiento sobre las superficies puede permitir que las bacterias migren, se adhieran
y se dispersen de los sitios de infeccion. Los ensayos de movilidad tipo swarming para la
cepa mutante y la silvestre en ausencia de carvacrol mostraron un patron de movimiento
muy similar a la cepa silvestre a pesar de la proteina de fusion presente en la flagelina de
la doble mutante; proteina de suma importancia en la constriccion del flagelo bacteriano;
por lo cual el modelo de doble mutante con gen reportero fluorescente result6 de utilidad
al no observarse un comportamiento anormal que pudiese indicar problemas en el
ensamblaje y polimerizacion de la flagelina; con lo cual es un modelo adecuado para
ensayos en los que se requiera estudiar este patron de movimiento especialmente si se
busca correlacionar con cepas patdégenas en donde se ha visto que el movimiento

swarming es un proceso de adaptacién complejo en respuesta a un ambiente viscoso que
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resulta en un cambio sustancial en la expresion del gen de virulencia y la resistencia a los
antibioticos (Overhage et al. 2008). Cabe mencionar que al adicionar concentraciones sub
inhibitorias de carvacrol se observd que se presentaba un incremento en la movilidad
swarming para ambos casos, lo cual concuerda con lo reportado por Garcia-Heredia et al.
(2016) en donde; el carvacrol presente en concentraciones sub inhibitorias promovié el
movimiento swarming en EHEC O157:H7 y EAEC 042. Esto puede ser debido a que las
células en estado swarmer son altamente activas metabolicamente, por lo que podrian

mostrar un fenotipo resistente.
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10. CONCLUSIONES

1. Se realiz6 el disefio y la transformacion de la cepa no patogena de E. coli k12 MG1655,
la cual presentd los genes para la recombinacion homdloga integrados, mediante la
induccidn de estos genes con arabinosa, la integracion de los gblocks disefiados, y la

obtencion de una doble mutante MreB — sfgfp y fliC-bfp funcional.

2. Se identificd como positiva la doble mutante mediante ensayos de PCR en los cuales se
logré la amplificacion del gen fluorescente; asi como mediante ensayos de microscopia

en los cuales fue posible la visualizacién in vivo de las proteinas.

3. Las concentraciones minimas inhibitorias obtenidas por el carvacrol fueron de 0.32
+0.02 mg/ml para la cepa silvestre y 0.43 + 0.03 mg/ml para la doble mutante,
encontrandose diferencia significativa; en ambos casos las CMBs obtenidas fueron
superiores a lo reportado para patotipos de E. coli, pero similares a lo reportado en cepas

silvestres.

4. Los andlisis estadisticos demostraron que el movimiento tipo swarming presenta un
incremento significativo en concentraciones subinhibitorias de carvacrol, tanto en la cepa

silvestre como en la mutante.
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11. PERSPECTIVAS

Las perspectivas que se pueden desprender a partir del proyecto de esta tesis giran en torno
al planteamiento de los experimentos de los resultados obtenidos, ademas del disefio de

los oligonucledtidos para la generacion de las proteinas fluorescentes.

Primeramente, los experimentos para realizar la evaluacion de la CMB y sus cambios,
desde la preparacion de las soluciones hasta los resultados de manera especifica en cada
una de las concentraciones utilizadas, servirdn de referencia para realizar experimentos

con otras cepas de Escherichia coli de interés por su patogenicidad.

Asi mismo el proceso del disefio de los oligonucleétidos llevado a cabo en esta tesis podra
ser replicado para su realizacion en otras especies de enterobacterias cercanas a E coli,
que presenten homologia en la secuencia y funcion de los genes evaluados en este
proyecto.

Los experimentos se podran extender incluso a otras familias fuera de las enterobacterias
que presentan una virulencia potenciada por el movimiento tipo swarming. Esto se podra
conseguir estableciendo un enfoque en el que se busque el blogueo de este mecanismo de

movilidad con el fin de reducir su patogenicidad.
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