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1. Resumen

Actualmente, la bacteria patdgena oportunista Klebsiella pneumoniae supone una amenaza en
el sector clinico. Esta ademds de provocar toda una serie de infecciones especialmente a
pacientes inmunodeprimidos pudiendo llegar a ocasionarles la muerte, ha originado cepas
multiresistentes a péptidos antimicrobianos que impiden su tratamiento.

Tanto las bacterias Gram negativas patdégenas como las no patdgenas, secretan de forma
espontanea vesiculas de la membrana externa (OMVs, del inglés Outer Membrane Vesicles)
durante su crecimiento. En el caso de las OMVs de bacterias patdgenas, causan citotoxicidad,
modulan la respuesta del sistema inmune del huésped, funcionan como vias secretoras de
moléculas de senalizacion entre células bacterianas y contribuyen a la formacién de biofilms.

Se sabe que unas de las proteinas mas abundantes en la membrana de Klebsiella son la OmpA
y OmpK. Ambas proteinas ayudan a la adhesién y a la invasion de las células eucariotas, es por
eso que su ausencia hace mas vulnerable a la bacteria.

Es por eso que el presente estudio se ha centrado en la accion de las OMVs procedentes de tres
cepas diferentes: wildtype y 52145AompA y 52145AompK36, a las que se les ha suprimido una
de estas proteinas; y su accién sobre la regulacion de la expresion de 6-defensina 1y 2,
péptidos antimicrobianos (APs) secretados por el sistema inmune innato contra cualquier
agente infeccioso.

Los resultados obtenidos muestran que la expresion de dichos APs, se encuentra directamente
regulada por la accién de las OMVs, aunque todavia se desconocen las bases del mecanismo
que utilizan.



2. Introduccion
2.1. Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae es una importante bacteria Gram negativa de la familia
Enterobacteriaceae, la cual se encuentra formada por una gran cantidad de especies
bacterianas. Klebsiella pneumoniae se caracteriza por ser una bacteria capsulada en forma de
bacilo. Es patdgena oportunista, causante de diversos tipos de infecciones desde urinarias a
neumonias adquiridas en hospitales, afectando especialmente a pacientes inmunodeprimidos,
los cuales presentan una mortalidad de entre el 25% y el 60% (Sahly et al., 1997).

La facilidad con la que se transmite esta bacteria en el ambiente hospitalario ha hecho que sea
la responsable de serios brotes epidémicos (Hervas et al., 1993). Esto, junto el incremento de
cepas multiresistentes a agentes antimicrobianos y por provocar una falta de respuesta inmune
temprana, provoca serios problemas en el entorno clinico y dificulta el tratamiento de estas
infecciones (Lee et al. 2012).

En la mayoria de estudios de los factores de virulencia de K. pneumoniae se han centrado en la
parte mas superficial de la bacteria, como las proteinas de membrana, el polisacarido capsular
(CPS) y el lipopolisacarido (LPS).

El mas caracterizado es el polisacarido capsular (CPS) (Cortés et al., 2002; Campos et al., 2004),
gue recubre la bacteria. También se han identificado otros como, LPS (Shankar-Sinha et al.,
2004; Lawlor et al. 2005), sideréforos (Nassif & Sansonetti, 1986) y adhesinas, aunque todavia
no se ha determinado ningun factor citotoxico especifico para células huésped (Lee et al.,
2012).

El CPS se encuentra formado por polisacaridos en forma de capas que recubren la célula
bacteriana constituyendo una matriz altamente hidratada. Muchas bacterias patégenas lo
presentan otorgandoles una mayor resistencia y evitando la fagocitosis (Llobet et al., 2008).

Las infecciones de K. pneumoniae se caracterizan por una pobre respuesta inmune temprana,
en parte debido a que el CPS ayuda a suprimir la respuesta inflamatoria del huésped (March et
al., 2011).

Las proteinas que aparecen en la membrana externa (OMPs, del inglés outer membrane
proteins) pueden ser lipoproteinas o proteinas integrales de membrana con forma de barril 6.
Estas son importantes a la hora de mantener la integridad de la membrana, transportar
moléculas, y la patogénesis (Lin et al., 2002). Entre ellas, OmpA y OmpK son las OMPs mas
abundantes en Klebsiella. Ambas proteinas se encuentran altamente conservada en la familia



Enterobacteriaceae y a lo largo de la evolucién (March et al., 2011). Estas proteinas ayudan a la
adhesion y a la invasidon de las células eucariotas (Prasadarao et al., 1996; Sukumaran et al.,
2003; March et al., 2011).

2.2. Bacterias Gram negativas

Las bacterias Gram negativas presentan dos bicapas lipidicas, la membrana interna (IM, del
inglés inner membrane) y la externa (OM, del inglés outer membrane), separadas por el
periplasma; donde se encuentra una capa de peptidoglicano (Bos et al., 2007).

Las membranas tienen diferente composicion proteica y lipidica. En la mayoria de bacterias
Gram negativas, la capa més externa de la membrana externa (OM) se encuentra formada
principalmente por lipopolisacaridos (LPS), mientras que la capa mas interna vy la bicapa de la
membrana interna (IM) se encuentrada formada por fosfolipidos (Kulp and Kuehn, 2010).

El periplasma se encuentra formado por una capa delgada y rigida de peptidoglicanos (PG);
unida a ambas membrana mediante proteinas de anclaje como lipoproteinas de Braun (Lpp) y
OmpA (Kulp and Kuehn, 2010), proteinas “housekeeping” y enzimas, y componentes residentes
y transitorios de vias secretoras. Estudios de analisis bioquimicos de vesiculas purificadas por
densidad de gradiente, demuestran que las OMVs nativas estan formadas Unicamente por
proteinas y lipidos de la membrana externa (OM) y el periplasma, y no contienen componentes
de la membrana interna (IM) ni del citoplasma (McBroom and Kuehn, 2005).

2.3. Formacion de vesiculas (OMVs)

Las bacterias Gram negativas, patdogenas y no patdégenas, secretan de forma espontanea
vesiculas de la membrana externa (OMVs, del inglés Outer Membrane Vesicles) durante su
crecimiento (Mayrand and Grenier 1989; Kadurugamuwa and Beveridge 1997; Li et al. 1998;
Beveridge 1999). Diferentes estudios sobre el papel de vesiculas procedentes de diferentes
bacterias, han llegado a establecer una funcién comun: estas son el medio por el cual las
bacterias interactuan con células procariotas y eucariotas en su medio (Kuehn and Kesty, 2005).
Aunque también se les atribuye numerosas funciones bioldgicas como la liberacion de toxinas,
la modulacién del sistema inmune, el transporte de moléculas de sefalizacion entre células
bacterianas y la formacion de biofilms (Ismail et al., 2003; Klieve et al., 2005; Kuehn & Kesty,
2005; Masburn-Warren & Whiteley, 2006; McBroom & Kuehn, 2007).

Las OMVs son producidas por evaginaciones de membrana en células en fase de crecimiento y
division, no son productos de la lisis celular ni de la muerte celular (Mug-Opstelten and Witholt,



1978; Zhou et al., 1998; Yaganza et al., 2004; McBroom and Kuehn, 2005), ya que presentan
nuevas proteinas sintetizadas y no contienen restos de lisis bacteriana (McBroom et al., 2006;
Mug-Opstelten and Witholt, 1978; Zhou et al., 1998).

Figura 1. Micrografia electrénica de transmision de OMVs siendo liberadas de la superficie de S. marcescens
(flechas) (Zusheng et al. 1998).

Estas se forman cuando una porcidon concreta de membrana externa y contenido peripldsmico
se evagina, y da lugar a vesiculas redondeadas (Beveridge, T. J. 1999; Mayrand and Grenier,
1989; McBroom and Kuehn, 2005), manteniendo la integridad de la célula bacteriana de la cual
se originan.

Estas vesiculas tienen unas dimensiones heterogéneas de 50 a 250 nm de didmetro
dependiendo de la cepa (Mashburn-Warren & Whiteley, 2006; Beveridge, 1999) y se
encuentran formadas por una bicapa lipidica procedente de la OM, por lo que presentan una
composicion similar a esta: una membrana externa de lipopolisacaridos (LPS) y una membrana
interna formada por fosfolipidos; también contienen proteinas de membrana externa (OMPs,
del inglés outer membrane proteins), y componentes del periplasma (Gankema et al., 1980;
Hoekstra et al., 1976; Horstman et al., 2000; Kadurugamuwa et al., 1995; McBroom et al.,
2005).
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Figura 2. Modelo de formacién de vesiculas (OMVs). Las vesiculas liberadas estan formadas por los lipidos y
proteinas de la membrana externa y contienen material del periplasma y factores de virulencia. Aunque algunos
aspectos del mecanismo siguen sin estar claros, se sabe que estas suelen aparecer donde los enlaces entre
lipoproteinas y la membrana externa tienen menor presencia o estan ausentes.

La formacion de vesiculas puede verse afectada por varios factores. Por una parte, una
disminucién en el nombre de enlaces entre la OM vy la PG, puede dar lugar a la aparicién de
posibles sitios en los que se podrdn liberar vesiculas de OM (Hoekstra et al. 1976). Dichas
uniones entre OM y PG, son establecidas durante el crecimiento de la envoltura celular e
indicaran como afecta la division celular puede influir en la cantidad de vesiculas que se
producirdn (Chatterjee Dasy 1967 ; Kadurugamuwa y Beveridge 1996 ; Bernadac et al. 1998).
Por otra parte, se llega a un maximo de produccidn en la etapa logaritmica del final de la fase
de crecimiento y se encuentran en mayor proporcion en lugares de division celular (Chatterjee
and Das 1967; Hoekstra et al. 1976; Gamazo and Moriyon 1987). La produccién también se ve
incrementada durante periodos de estrés bacteriano, como durante la colonizacién de tejidos
del huésped (Ellis and Kuehn, 2010).

Por un lado, las vesiculas en bacterias no patogenas, a veces tienen una funcién protectora; ya
que ayudan a reducir los niveles téxicos de compuestos como el tolueno y en la liberacién de
posibles fagos atacantes, facilitando la sobrevivencia bacteriana (Loeb 1974; Loeb and Kilner
1978; Kobayashi et al. 2000).



Las bacterias patdégenas Gram negativas a la hora de secretar factores de virulencia, productos
gue mejoraran su supervivencia y/o dafiaran a las células huéspedes, presentan un problema
por el hecho de poseer dos bicapas lipidicas separadas por el periplasma. Es por eso, que han
adquirido diversas estrategias, como la via de secrecion mediante OMVs, para conseguir que
los factores de virulencia activos lleguen al medio extracelular y a las células huésped (Kuehn
and Kesty, 2005).

Las OMVs liberadas por bacterias patdgenas contienen adhesinas, toxinas y compuestos
inmunomoduladores; y modulan directamente la union de la bacteria y su infeccion, causan
citotoxicidad, y modulan la respuesta inmune del huesped. Al participar en diversos aspectos
de la interaccion huesped-patdégeno, las vesiculas de membrana externa suponen potentes
factores de virulencia de las bacterias (Kuehn and Kesty, 2005).

Estas también se caracterizan por facilitar la formacion de un nicho de colonizacién en un
ambiente en el que compiten diferentes bacterias, como sucede en la colonizacién de un
huésped (Kuehn and Kesty, 2005).

Las vesiculas también tienen un papel importante como via secretora, ya que pueden
transportar proteinas hidrofébicas y proteinas solubles en el lumen de las vesiculas (Kesty &
Kuehn, 2004). Este hecho les permite transportar material beneficioso a otras bacterias,
contribuyendo asi en la diversidad genética y sobrevivencia bacteriana. Ademas de facilitar el
transporte de materia entre bacterias, estas también pueden mediar la coagregacién de las
bacterias, pudiendo dar lugar a la formacién de biofilms y la colonizacién (Grenier and
Mayrand, 1987; Whitchurch et al., 2002).

Su formacion es un proceso ubicuo, ya que aparecen en bacterias crecidas en diferentes medios
incluyendo cultivo liquido, cultivo sdlido y en biofilm (Beveridge, 1999).

2.4. Vesiculas durante la infeccidon y su interaccion con el huésped

Las vesiculas de mebrana son el medio natural mediante el cual se realiza el transporte
intercelular directo de factores de virulencia bacterianos en células y tejidos del huésped
(Kuehn and Kesty, 2005).

Se han identificado vesiculas procedentes de bacterias patdgenas extracelulares y intracelulares
en diferentes tipos de tejidos del huésped, cosa que indica un elevada capacidad de acceder a
los diferentes medios dentro del huésped. Los factores del medio en los que se encuentran los
patégenos en el interior del huésped, afectaran en la produccién de vesiculas y su contenido
(Kuehn and Kesty, 2005).



Los factores que se encuentran en la superficie de las vesiculas pueden regular la adhesion de
estas a células eucariotas, asi como la internalizacién del material del interior de la vesicula.
Estos factores de la superficie se encuentran regulados geneticamente durante la infeccion,
para que asi la bacteria pueda unirse a las células huésped y evitar la respuesta inmune. La
composicion de las vesiculas deben reflejar el estado de la membrana OM de la bacteria, asi
gue dependeran del lugar y las condiciones en las que estas sean cultivadas (Kuehn and Kesty,
2005).

La interaccion de la vesicula con la célula huésped puede ocurrir mediante la fusién de las
membranas o mediante una via de unidn mediada por receptor adhesina. Esta unidn
contribuird a la infeccidn ya que permitira que las vesiculas liberen todo su contenido toxico en
el interior de las células. Es por eso, que ademds de provocar citotoxicidad, dicho proceso
también incluye sefializacidn y respuestas inmunes celulares tanto innatas como adaptativas
(Ellis and Kuehn, 2010).

2.5. Respuesta inmune innata y péptidos antimicrobianos (APs)

Los péptidos antimicrobianos (APs, del inglés antimicrobial peptides) son una de las barreras
protectoras que establece el sistema inmune innato del huésped para actuar contra los agentes
infecciosos que pueden aparecer en zonas expuestas a microorganismos (Campos et al., 2004).

Los APs se caracterizan por tener un amplio espectro de actividad, siendo activos contra
bacterias Gram negativas y Gram positivas, hongos y algunos virus, por esta razén son
estudiados para el desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos (Hancock and Chapple, 1999;
Nicolas and Mor, 1995).

Unas de las subfamilias de péptidos antimicrobianos mas abundantes son las defensinas,
moléculas pequefias (3-6 kDa) altamente catidnicos, formadas por tres puentes disulfuro
constituidos por seis residuos de cisteina. Estas se clasifican en tres subtipos, a-, 8-, y 6-
defensina, segun la estructura espacial y la localizacion de los tres puentes disulfuro (Xie et al.,
2014).

Las defensinas actuan mediante la formacion de un poro en la membrana bacteriana. Los APs al
poseer una carga positiva se pueden unir a los componentes de la membrana bacteriana, como
lipopolisacaridos, fosfolipidos y acidos teicoicos, cargados negativamente. Una vez unidos,
forman un poro transmembrana, descomponiendo la integridad celular y causando la lisis
bacteriana (Yamaguchi and Ouchi, 2012; Wang, 2014). Recientemente, también se cree que las
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defensinas pueden producir la muerte bacteriana inhibiendo la sintesis de la pared bacteriana,
al interaccionar con ciertos precursores como el lipido Il (Varney, et al., 2013).

Los APs, a pesar de poseer diferentes tamafios y estructuras, se caracterizan por tener una
carga catidnica (positiva) y una estructura anfipatica, resultante del plegamiento tridimensional
(Hancock and Chapple, 1999; Nicolas and Mor, 1995).

Existen numerosas evidencias que muestran que la interaccidon electroestatica entre los
péptidos antimicrobianos cargados positivamente y la membrana bacteriana cargada de forma
negativa es esencial para la muerte bacteriana, aunque cada vez es mas evidente que la
estructura hidrofoba de los péptidos también es importante en la interaccidn con la superficie
bacteriana (Hancock and Chapple, 1999; Vaara, 1992).

De esta manera, la resistencia bacteriana a APs, se ve ligada al desarrollo de estructuras
peculiares para intentar prevenir la interaccion de estos con la superficie bacteriana (Peschel,
2002), como puede ser el caso de el CPS de Klebsiella pneumoniae (Llobet et al., 2008).

En estudios anteriores se observd que la ausencia de la proteina OmpA en la membrana, hace
mas vulnerable a la bacteria a la accidén de los APs. El mecanismo mediante el cual interviene la
OmpA en la regulacion de la resistencia todavia es desconocido (Llobet et al. 2009).

3. Objetivos e Hipétesis

Estudios realizados demuestran que las vesiculas tienen un papel importante en la infeccion del
huésped estableciendo un nicho de colonizacion, transportando factores de virulencia e
influyendo en la respuesta inmune de este. Estudios anteriores demuestran que K.
pneumoniae libera OMVs y que estas afectan a la respuesta inmune innata.

El objetivo del presente estudio es comrobar la secrecién de OMVs en las tres cepas (wildtype

52145, 52145AompA y 52145AompK36) y estudiar el papel que juegan en la resistencia frente
a péptidos antimicrobianos.

11



4. Material y métodos

4.1. Cultivo bacteriano

Se utilizaron tres cepas diferentes de Klebsiella pneumoniae: wildtype 52145; 52145AompA, un
mutante que no expresa la proteina OmpA en su membrana; y 52145AompK36, un mutante
gue no expresa la proteina OmpK en su membrana.

Las tres cepas se cultivaron en 100 ml de medio liquido LB (Luria-Bertani) a 372C en agitacion
continua a 180 rpm durante 16 horas.

4.2. Extraccion de OMVs

Se recogié todo el contenido del cultivo bacteriano de cada cepa en 2 tubos de 50 ml y se
procedid a toda una serie de centrifugaciones, ya que de esta manera se pudieron separar las
células bacterianas que precipitaron en el fondo y las vesiculas que se mantuvieron suspendidas
en el medio.

En primer lugar se centrifugaron las muestras a 6000g 20 min a 42C. El sobrenadante resultante
se filtro a través de un filtro de 0.2 um, de esta manera las células bacterianas no podran pasar
a través del filtro y quedaran solo las vesiculas, y se volvid a centrifugar a 6000g 20 min a 4°C. El
sobrenadante se volvid a filtrar y se realizdé un control sembrando las muestras en placas de LB,
para comprobar si hay crecimiento bacteriano y que el filtrado se hizo correctamente.

Una vez comprobado el filtrado, se procedid a la centrifugacion de la muestra mediante una
ultracentrifuga a 100000g 3h a 42°C.

A continuacidén, se marco la inclinacién de los tubos para saber la localizacidn de las vesiculas en
forma de pellet y se elimind todo el sobrenadante mediante aspiracidon. Se afadié 100 pl de
PBS a cada tubo y se procedié a medir la concentracion de proteina de cada muestra colocando
1 ul en el NanoDrop 2000c Spectrophotometer (Thermo-Scientific) a OD=280 nm. Segun la
concentracidon de proteina de cada muestra se ajustaron las muestras afiadiendo PBS, para que
todas tuvieran la misma concentracion.

Por ultimo, se vortearon los tubos y se pasdé su contenido a Eppendorf®, los cuales se
conservaron a -20 2C.
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4.3. Identificacidn de proteinas presentes en las OMVs

Se mezclaron 40 ul de muestra y 40 pl de tampdn de carga con SDS (SDS gel loading buffer) que
ayudard a visualizar y estabilizar las proteinas, en tubos Eppendorf®, y se procedidé a la
desnaturalizacion a 1009C durante 10 minutos. Las muestras se analizaron mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) con una
proporcidon de acrilamida:bisacrilamida del 10%. Las proteinas presentes en el gel se tifieron
con solucién azul de Coomassie (0,25% azul bromofenol, 50% metanol y 10% acido acético)
durante 2 horas y después se lavaron aproximadamente durante 4 horas con solucién
destefiidora (10% metanol, 10% acido acético).

Se realizaron dos mezclas con acrilamida 10% que constituiran el gel (Running y Stacking). En
primer lugar se prepararon 10 ml de Running afiadiendo: 4 ml de agua destilada, 3.3 ml del mix
de acrilamida 30%, 2.5 ml de Tris 1.5M (pH 8.8), 100 ul de SDS 10%, 100 ul de Persulfato de
Amonio (APS) 10% vy 4 ul de TEMED, estos dos ultimos permitiran que el gel solidifique. Se
homogeneizé inmediatamente y se cargd en el molde de cristal con la ayuda de una pipeta
Pasteur y se dejé que solidificara. A continuacion se prepararon 5 ml de Stacking afiadiendo: 3.4
ml de agua destilada, 830 pl de mix de acrilamida 30%, 630 ul de Tris 0.5M (pH 6.8), 50 ul de
SDS 10%, 50 ul de Persulfato de Amonio (APS) 10% y 5 ul de TEMED. Se homogeneizd
inmediatamente y se aplicd sobre el Running, colocando un peine de 1.5 mm para que se
formen los pocillos.

Una vez se solidificd, se colocd el molde en un soporte y se colocd en la cubeta cubierto de
buffer, se retird el peine y se cargaron las muestras y el marcador de proteinas de bajo peso
molecular (de 15 a 175 kDa) mediante una jeringa Hamilton. Cuando las muestras estuvieron
cargadas, se conectd a una fuente de energia y se dejo correr el gel a 80V hasta que las
muestras se introducieron en el pocillo, después se subio a 140V.

Al someter las muestras a electroforesis mediante un gel de acrilamida (SDS-PAGE), las
proteinas serdn separadas y migraran en el gel en funcién de su tamafio, siendo las de menor
tamafio las que tengan una mayor migracion.

Una vez las proteinas migraron, se separo el gel del molde de cristal y se retiraron los pocillos. A
continuacién se depositd el gel en una placa y se dejé en Comassie blue en agitacion 2h
aproximadamente, y después se le afiadio la solucion destefiidora. De esta manera, podremos
visualizar y diferenciar las diferentes bandas de proteinas y compararlas con el marcador.
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4.4, Estimulacion celular mediante OMVs

Se utilizaron dos lineas celulares, macréfagos alveolares de raton MH-S (CRL-2019; ATCC) vy
células de epitelio alveolar basal humanas A549, como modelo in vitro de estimulacion
mediante vesiculas de Klebsiella pneumoniae. Ambas lineas celulares se cultivaron en frascos de
75 cm?® (BioLite, Thermo Scientific) a 372C con una atmésfera saturada de humedad al 95% y
CO,al 5%. Tanto los MH-S y las A549 se cultivaron en medio completo (C-RPMI 1640).

Para el subcultivo de las dos lineas celulares se siguid el mismo procedimiento, se descarto el
medio de cultivo por decantacién y las células adheridas en el frasco, se lavaron dos veces con
PBS atemperado (372C). A continuacion se les afiadié 2 ml de Tripsina (Biowest) y se incubaron
unos 5 minutos a 372C para despegar las células del frasco. Acto seguido, se afiadio 10 ml de
medio para detener la digestion y recoger las células. Después se procedio a centrifugar todo el
contenido recogido del frasco a 1800 rpm durante 5 minutos, en tubos de 10 ml. Se descarté el
sobrenadante, y a las células precipitadas se les afiadid unos mililitros de medio y se
resuspendieron. A continuacién, se procedié a su recuento mediante la utilizacion de una
camara Neubeuer, en la cual colocamos 10 pl de la resuspensién de las células. Una vez
contadas se pasaran a placas de 6 pocillos, para ello se procedid a la realizacién de la dilucion
correspondiente para que el dia del experimento tuvieramos los cultivos confluentes (2x10°),
teniendo en cuenta que hay el doble cada 24h. Se dejaron preparadas dos placas de cada tipo
celular.

En el caso de las células A549, se realizd el experimento dos dias después de realizar el pase.
Mientras que en el caso de las células MH-S, se realizé al dia siguiente.

En primer lugar, se aspird el medio de los pocillos inclinando la placa para no aspirar las células.
A continuacion se afiadieron 2 ml de suero sin antibidtico atemperado (372C) a cada pocillo.
Después se procedio a la estimulacién de las células, afiadiendo 40 pl de la disolucion de OMVs
extraidas de las diferentes cepas en el pocillo correspondiente. Se realizé un control negativo,
afiadiendo 40 ul de PBS a las células en el pocillo indicado. Se dejaron incubar las placas de las
dos lineas celulares segun el tratamiento establecido y se procedio arealizar el lisado celular.
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4.5. Lisis celular

4.5.1. Células epiteliales A549

En el caso de las células A549, se prepararon 2 placas de 6 pocillos. En una de las placas se
estimulé la primera columna (vertical) de dos pocillos con OMV de wildtype 52145 (Wildtype),
la segunda con OMV de 52145AompA (AompA) vy la tercera con PBS, actuando como control
negativo. Mientras que la otra placa se estimulé la primera columna de dos pocillos con OMV
de wildtype, la segunda con OMV de 52145AompK36 (AompK) y la tercera con PBS.
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Figura 3. Distribucion utilizada en los tratamientos de la estimulacion de las células epiteliales A549: (Wt)
Wildtype; (AompA) 52145AompA; (AompK) 52145AompK36 y PBS.

Las placas estimuladas se dejaron 30 minutos en la incubadora a 372C y con una atmdsfera
saturada de humedad al 95% y CO, al 5%.

Transcurrido el tiempo, se procedio a lisis celular mediante la utilizacion de la Mastermix (RA1
+ mercaptoetanol) del protocolo de ARN de NucleoSpin®. Por cada pocillo mezclamos 350 ul de
RA1 y 3.5 pl de mercaptoetanol en un tubo de 10 ml, afiadiendo cantidad para dos pocillos
extras para asegurar que la cantidad sea suficiente.

Una vez preparada la Mastermix, se eliminé el medio de cada pocillo por aspiracidén y se lavaron
dos veces con 2 ml de PBS atemperado y se volvié a aspirar. A continuacion se afiadioé 350 ul de
la Mastermix a cada pocillo, apareciendo una consistencia viscosa, y con la ayuda de una pipeta
recogiendo y soltando el contenido del pocillo se provocé la lisis de las células. Se recogio el
contenido de cada pocillo y se guardd en Eppendorf® etiquetados en el congelador a -20°C.
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4.5.2. Macréfagos MH-S

En el caso de los macrdofagos MH-S, se prepararon 2 placas de 6 pocillos. En cada una se
estimularon los macréfagos durante tres tiempos diferentes: 15 minutos, 30 minutos y 60
minutos. En una de las placas, la fila superior de tres pocillos se estimuldé con Wildtype vy la
inferior con AompA. Mientras que en la otra placa se estimulé la fila superior con PBS y la
inferior con AompK. Cada tratamiento se observé en los tres tiempos establecidos, la primera
columna de cada placa se incub6 15 min, la segunda durante 30 min y la tercera durante 60
min.

15 min 30 min 60 min 15 min 30 min 60 min

Figura 4. Distribucidn utilizada en los tratamientos de la estimulacidon de macréfagos MH-S : (Wt) Wildtype;
(AompA) 52145AompA; (AompK) 52145AompK36 y PBS.
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Transcurrido el tiempo, se procedid a realizar la lisis celular mediante la Mastermix del
protocolo de ARN de NucleoSpin® ya descrito anteriormente, y se recupero el contenido de los
pocillos en Eppendorf®. Una vez realizada la lisis, las placas se conservan en hielo en todo
momento para evitar la degradacion de las muestras. Una vez acabado el proceso, las muestras
se conservaron a -802C hasta su procesamiento.
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4.6. Purificacion del ARN celular.

Después de lisar las células, se procedid a realizar toda una serie de filtraciones para conseguir
extraer y purificar el ARN. En primer lugar se redujo la viscosidad del lisado mediante la
filtracion, colocando los NucleoSpin® Filter (violetas) en Eppendorf® nuevos y aplicando sobre
estos todo el volumen de las muestras, se centrifugaron 1 minuto a 11000 g. Se descartaron los
filtros violetas, se afiadieron a las muestras 350 pl de EtOH 70% y se pipetearon las muestras
para homogeneizarlas. A continuacion se aplicaron todas las muestras sobre el NucleoSpin®
RNA Column (azul claro) colocados sobre tubos de 2 ml, proporcionados por el kit, y se
centrifugaron 30 segundos a 11000 g. Descartando el flujo, se colocaron las columnas en tubos
de 2 ml nuevos y se aplicd 350 ul de MDB (Membrane Desalting Buffer), que permitira la
eliminacion de las sales, y se centrifugaron 1 minuto a 11000 g. Se descarto el fujo y se procedio
a la digestion del ADN aplicando sobre la columna 95 pl de la mezcla de DNAsa y el DNAsa
Buffer y se dejaron a temperatura ambiente durante 15 min. Para realizar dicha mezcla se
aplicaron 10 pl de DNasa reconstituida atemperada y 90 ul de DNAsa Buffer por cada muestra.
Se anadié 200 ul de RAW?2 Buffer a la columna, este inactiva la DNAsa, y se centrifugaron las
muestras 30 segundos a 11000 g. Se descarto el flujo, y se colocaron las columnas sobre nuevos
tubos de 2ml, se afiadieron 600 pl de Buffer RA3 y se centrifugaron 30 segundos a 11000 g. Se
descarto el flujo y las columnas se volvieron a colocaron en nuevos tubos de 2 ml y se realizo
otro lavado con 250 ul de Buffer RA3, centrifugando las muestras 2 min a 11000 g. Por ultimo,
se colocaron las columnas sobre tubos libres de nucleasas de 1.5 ml suministrados en el kit, y se
eluyd el ARN de cada muestra con 40 ul de agua libre de ARNasa suministrada en el kit y se
centrifugaron 1 min a 11000 g. Una vez extraido el ARN, las muestras se conservaron en hielo
en todo momento para evitar su degradacion.

Una vez extraido el ARN de las dos lineas celulares se procedié a medir la concentracion de ARN
de cada muestra colocando 1 pl en el NanoDrop Spectrophotometer (Thermo-Scientific) a
OD=260 nm, OD=280 nm, ratio 260/280 que mide la pureza del ARN (aprox. 2= puro) y ratio
260/230 que mide la pureza de los acidos nucleicos (1.8-2.2= puro, si es mas bajo indica la
presencia de contaminantes). Se escogié como blanco 1 ul de agua libre de ARNasa.

4.7. RT-PCR
Se cuantific6 el mMRNA mediante PCR cuantitativa en tiempo real. Para obtener el cDNA que
sirve de molde para la PCR cuantitativa se retrotranscribieron 2 yug de RNA usando primers,

Oligo(dT)18 primer (Ref. S0132, Thermo Scientific) y la “M-MLV Reverse transcriptase” (Sigma-
Aldrich) siguiendo las instrucciones del fabricante.
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Figura 5. Esquema representativo de las bases de la técnica de RT-PCR cuantitativa.

La PCR cuantitativa se realiz6 mediante iQ5 real-time PCRinstrument (BioRad®) con la Master
Mix “KappaSYBR Fast gPCR Kit” (Kapa Biosystems) y cebadores para 6-Defensina 1 y B-
Defensina 2. Las reacciones de RT-gPCR se llevaron a cabo en un volumen final de 25 ul
utilizando 100 ng del cDNA. El protocolo que se siguidé para realizar la amplificacién fue: 3
minutos a 952C para activar la polimerasa y 45 ciclos de 15 segundos a 952C y 30 segundos a
602C.

A continuacion, se realizé una curva de fusidon para comprobar la especificidad de los cebadores
y los productos de PCR se cargaron en un gel de agarosa al 1.5-2% para comprobar que el
tamafio del amplimero era el correcto. El aumento relativo de un mRNA determinado se calculd
en base a su ciclo umbral (Ct, del inglés cycle threshold) con respecto al Ct del mRNA de un gen

housekeeping. El ciclo umbral es aquel en el que el lector empieza a detectar un incremento
significativo de la fluorescencia respecto a la sefal base, y es inversamente proporcional a la
cantidad de cDNA presente en la muestra.

4.8. Analisis estadistico

Los datos obtenidos se representaron de forma grafica utilizando el t-test y la prueba U de
Mann-Whitney utilizando el GraghPad Software. Indicando los datos significativos (p>0.001).
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5. Resultados

5.1. Gel de acrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE)

Figura 6. Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) con una
concentracién de acrilamida del 10% seguida de una tincidon con Comassie blue de las proteinas OMP de las
vesiculas procedentes de las tres cepas (Wt) Wildtype; (AompA) 52145AompA; (AompK) 52145AompK36. M,
marcador de bajo peso molecular. La flecha negra marca la proteina OmpK vy la flecha blanca la OmpA.

Se aislaron las OMVs de los cultivos bacterianos mediante una serie de centrifugaciones y
filtrados, y se procedié a realizar una electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) con una concentraciéon de acrilamida de 10% y se tifieron las
proteinas para poder visualizar y diferenciar las OMP de las OMVs de las diferentes cepas
estudiadas: 52145 Wildtype; (AompA) 52145AompA; (AompK) 52145AompK36.

Podemos observar que las muestras Wt | y Wtll presentan dos bandas que corresponden a la
OmpA Yy ala OmpK; mientras que por un lado las muestras AompA | y AompA Il presentan sélo
la proteina OmpKy por otro lado, las muestras AompK | y AompK Il sélo presentan la OmpA.
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5.2. Cuantificacion ARN celular

SampleID | UserID Date Time ng/ul A260 A280  260/280 260/230 Constant CursorPos. Cursorabs. 340raw
wtl Default  03/03/2015  17:54 50,13 1,253 0,608 2,06 17 40 230 0,736 -0,003
wtll Default  03/03/2015  17:56 49,25 1,231 0,567 2,17 1,13 40 230 1,088 -0,027

OmpK | Default  03/03/2015  17:57 3892 0,973 0,447 2,18 0,7 40 230 1,388 -0,027
OmpK Il Default  03/03/2015  17:59 46,73 1,168 0,547 2,14 1,9 40 230 0,586 -0,002
PBSI Default  03/03/2015  18:00 39,48 0,987 0,439 2,25 0,95 40 230 1,036 -0,017
PBSII Default  03/03/2015  18:01 57,33 1,433 0,668 2,15 1,73 40 230 0,83 0,043
wtl Default  03/03/2015  18:02 41,16 1,029 0,452 2,28 0,42 40 230 2,469 -0,026
wtll Default  03/03/2015  18:03 54,16 1,354 0,662 2,05 1,07 40 230 1,26 -0,011
OmpAl Default  03/03/2015  18:04 49,52 1,238 0,606 2,04 09 40 230 1,373 -0,009
OmpAll Default  03/03/2015  18:05 60,58 1,515 0,722 21 131 40 230 1,156 -0,02
PBSI Default  03/03/2015  18:06 41,03 1,026 0,47 2,18 1,79 40 230 0,574 -0,024
PBSII Default  03/03/2015 1807 52,96 1,324 0,622 2,13 0,24 40 230 5,484 -0,008

Figura 7 . Concentraciones (ng/ul) y absorvancias de ARN celular obtenidas mediante el NanoDrop. (wt) wildtype;
(K) AompK; (A) AompA y PBS (Control).

Los datos recogidos muestran que se ha extraido una cantidad muy baja de ARN, no superando
los 60,58 ng/ul por muestra. Aunque el ratio 260/280 de las absorvancias de las muestras a 260
nm y 280 nm, al ser superiores a 2 nos indican que el ARN podria considerarse como puro.
Mientras que el ratio 260/230 de las absorvancias de las muestras a 260 nm y 230 nm, nos
muestran que en estas hay contaminantes al ser menores que 1.8- 2.2.

Debido a los bajos niveles de ARN extraidos, a causa de la degradacion de la muestra a la hora
de no trabajar en hielo en todo momento, y junto a la poca estabilidad de la muestra, no se
pudo proceder a realizar la RT-PCR con dichas muestras. De esta manera, se tuvieron que tener
en cuenta estudios previos realizados por el grupo de investigacidn, sobre las OMVs de cepa
wildtype de Klebsiella penumoniae y su influencia en la regulacién de los APs, sin tener en
cuenta las otras dos cepas mutantes.
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5.3. Modulacidn sistema inmune y secrecion de APs
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Figura 8. Expresion de B-Defensina 1 y B-Defensina 2 en células epiteliales A549 (a) y en macréfagos MH-S (b)
después de haberles suministrado OMVs de Klebsiella pneumoniae. Las columnas negras representan el control,
las células a las que se les suministré PBS, mientras que la columna blanca representan a las que se les suministrd
OMVs.

Se estudié como influyen las OMVs de la cepa wildtype en la regulacion de la expresion de las
B-defensinas mediante la cuantificacion del ARN de las células (epiteliales A549 y macréfagos
MH-S) que contienen genes de B8-Defensina 1 y B8-Defensina 2, estimuladas con OMVs y PBS
como control.

Se puede observar en la Figura 8, que las células A549 y los macréfagos MH-S tratados con
OMVs, presentan una menor expresion de 8-defensinas que las control.
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6. Discusion

6.1. OMVs y las diferentes cepas estudiadas

Segun los resultados obtenidos se observa una coincidencia entre la composicion de la
membrana bacteriana de las tres cepas y la composicion de las OMVs, ya que presentan las
mismas OMPs, proteinas mas abundantes de la membrana bacteriana. Esto verifica el hecho de
qgue las OMVs reflejan la composicion de la membrana externa de las bacterias (Gankema et al.,
1980; Hoekstra et al., 1976; Horstman et al., 2000; Kadurugamuwa et al., 1995; McBroom et al.,
2005).

6.2. Modulacion secrecion de 8-defensinas por la accion de las OMVs

Los resultados muestran una disminucién de la expresion de 8-defensina 1 y 8-defensina 2 con
la influencia de las OMVs, aunque se desconoce el mecanismo mediante el cual estas
intervienen en la regulacién de la expresién de APs del sistema inmune innato.

Se podria considerar cdmo un posibilidad de estudio que estas OMVs al actuar como vias
secretoras, transportaran proteinas solubles en su interior, productos de la bacteria de la cual
proceden permitiendo su transporte a otras bacterias (Kesty & Kuehn, 2004). Estos productos
transportados podrian interferir en las cascadas que regulan la inflamacion. Blogueando algun
receptor o inhibiendo alguna reaccion, evitando que esta se produzca.

Otro posible aspecto a estudiar, es si el efecto observado no se debe en si a las posibles
proteinas que pueden transportar en su interior sino a la propia naturaleza de las OMVs. Y que
sea por tanto la propia vesicula la que induce una determinada respuesta al adherirse y/o
entrar en contacto con las células del huésped.

En todo caso, y sea cual sea el mecanismo de accién, parece claro que las OMVs de Klebsiella
pneumoniae inducen una disminucion en la transcripcion de los genes para la 8-defensina 1y 8-
defensina 2. Este hecho permiten que las consideremos como potencialmente nuevos factores
de virulencia de la bacteria. Hecho que debera ser contrastado con estudios mas completos en
el futuro.
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7. Conclusion

1. Se observd que las OMVs presentaban las OMPs que manifestaban las bacterias iniciales en
su membrana externa bacteriana.

2. Se observo un efecto directo de las OMVs en la expresion de las 8-Defensina 1y 2.

3. La expresion de las B-Defensina 1y 2 se vid disminuida por la accion de las OMVs a través de
mecanismos aun desconocidos.

4. Se cree de gran interés el seguimiento de estos estudios, con el andlisis del contenido de las
OMVs, para asegurar si éste es la razén por la que interfieren en la expresién de 8-Defensina.
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