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I. Resumen 

Klebsiella oxytoca es una bacteria Gram negativa que forma parte de la microbiota 

intestinal; sin embargo, en algunos pacientes que son tratados con antibióticos 

(principalmente penicilinas) esta bacteria prolifera y produce colitis hemorrágica 

asociada a antibióticos (CHAA). La CHAA es causada por la toxina tilivalina, la cual 

es un metabolito sintetizado por enzimas que están codificadas en dos operones 

dentro de una isla de patogenicidad, siendo aroX y npsA los primeros genes de cada 

operón. Por otro lado, la proteína Lrp es un regulador global de la transcripción de 

islas de patogenicidad y factores de virulencia en diversas bacterias. Para investigar 

si la proteína Lrp regula la expresión de los genes involucrados en la síntesis de la 

tilivalina, a partir de la cepa de Klebsiella oxytoca MIT 09-7231 (silvestre) se generó 

la deleción del gen lrp, el cual codifica para la proteína reguladora Lrp, y se obtuvo 

la cepa mutante lrp. Se determinaron las curvas de crecimiento de las cepas 

silvestre y mutante lrp en medio mínimo N sin y con leucina. La mutación en el gen 

lrp afectó el crecimiento bacteriano en las fases logarítmica y estacionaria en el 

medio sin leucina; sin embargo, en el medio con leucina, el crecimiento de la cepa 

mutante lrp solo estuvo afectado en la fase logarítmica. Se aisló ARN total de 

ambas cepas y se midió la transcripción de los genes aroX y npsA mediante RT-

PCR en tiempo real. Se obtuvo la proteína Lrp recombinante y se analizó su unión 

a la región reguladora intergénica de aroX y npsA mediante ensayos de retardo en 

la movilidad electroforética. Finalmente, se realizaron análisis in silico para 

identificar posibles promotores y sitios de unión de Lrp sobre la región reguladora 

intergénica de aroX y npsA. La expresión de ambos genes (aroX y npsA) disminuyó 

30 veces en la cepa ∆lrp con respecto a la cepa silvestre. La proteína recombinante 

Lrp se unió a la región intergénica de aroX y npsA. Se identificó un posible promotor 

para el gen aroX y otro para el gen npsA. Mediante docking molecular, se 

determinaron dos posibles sitios de unión para la proteína Lrp. En conjunto, estos 

resultados indican que el regulador Lrp activa la transcripción de los operones 

involucrados en la síntesis de tilivalina y que dicha regulación es de manera directa 

mediante la interacción de Lrp con la región intergénica de aroX y npsA a través de 

la unión a dos posibles sitios de reconocimiento de Lrp. 
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II. Abstract 

Klebsiella oxytoca is a Gram-negative bacterium that is part of the intestinal 

microbiota; however, in some patients who are treated with antibiotics (mainly 

penicillins), this bacterium proliferates and causes antibiotic-associated hemorrhagic 

colitis (AAHC). AAHC is caused by the toxin tilivalin, which is a metabolite 

synthesized by enzymes that are encoded in two operons within a pathogenicity 

island. On the other hand, the Lrp protein is a global regulator of the transcription of 

islands of pathogenicity and virulence factors in various bacteria. To investigate 

whether the Lrp protein regulates the expression of the genes involved in the 

synthesis of tilivalin, from the Klebsiella oxytoca strain MIT 09-7231 (wild), the 

deletion of the lrp gene will be used, which encoded for the regulatory protein Lrp, 

and the mutant strain ∆lrp was obtained. The growth curves of the wild-type and ∆lrp 

mutant strains were determined in minimal medium N without and with leucine. The 

mutation in the lrp gene affected bacterial growth in the logarithmic and stationary 

phases in the medium without leucine; however, in the medium containing leucine, 

the bacterial growth of the ∆lrp mutant strain was only affected in the logarithmic 

phase. Total RNA was isolated from both strains and the transcription of the aroX 

and npsA genes was measured by real-time RT-PCR. Recombinant Lrp protein was 

obtained and its binding to the intergenic regulatory region of aroX and npsA was 

analyzed by electrophoretic mobility retardation assays. Finally, an in silico analysis 

was performed to identify possible Lrp promoters and binding sites on the intergenic 

regulatory region of aroX and npsA. The expression of both genes (aroX and npsA) 

occurred 30 times in the ∆lrp strain compared to the wild-type strain. The 

recombinant protein Lrp bound to the intergenic region of aroX and npsA. A possible 

promoter for the aroX gene and another for the npsA gene were identified. By 

molecular docking, two potential binding sites for the Lrp protein were determined. 

Taken together, these results indicate that the regulator Lrp activates the 

transcription of the operons involved in tilivalin synthesis and that said regulation is 

directly through the interaction of Lrp with the intergenic region of aroX and npsA by 

binding to two putative sites of Lrp recognition. 
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III. Introducción 

Klebsiella oxytoca es un bacilo Gram negativo, no móvil, perteneciente a la familia 

Enterobacteriaceae. Es ubicua del ambiente y puede ser cultivada a partir de piel, 

membranas mucosas, orofaringe e intestino de humanos y animales sanos. De 

hecho, K. oxytoca se aísla del intestino de personas sanas con una frecuencia del 

2 al 10%. Al igual que K. pneumoniae, K. oxytoca es un patógeno oportunista que 

se aísla con alta frecuencia de infecciones asociadas a la atención a la salud y se 

considera el segundo patógeno más importante dentro del género Klebsiella 

(Herzog et al., 2014; Herridge et al., 2020). 

Un gran número de microorganismos colonizan la mucosa intestinal formando un 

complejo ecosistema. La importancia de esta diversa microbiota para la adecuada 

función y salud intestinal se vuelve evidente una vez que el balance de este 

ecosistema es perturbado, lo cual puede ocurrir por un crecimiento predominante 

de una sola especie después de la administración prolongada de antibióticos 

(Savino et al., 2009).  

En los últimos años, se ha reconocido a K. oxytoca como el agente causal de la 

colitis hemorrágica asociada a antibióticos (CHAA) cuya sintomatología principal 

incluye diarrea hemorrágica y dolor abdominal, tal patología es originada por cepas 

de K. oxytoca que secretan la citotoxina tilivalina (TV) hacia el intestino del huésped 

(Schneditz et al., 2014; Hering et al., 2019; Unterhauser et al., 2019). 

La CHAA está estrechamente asociada con el aumento en el crecimiento 

enterobacteriano del patobionte K. oxytoca, el cual es estimulado por antibióticos 

(principalmente las penicilinas). Después del tratamiento con penicilinas, se 

desencadena la disbiosis acompañada de la aparición repentina de sangre, diarrea 

y calambres abdominales. K. oxytoca no es afectada con dichos antibióticos debido 

a que expresa constitutivamente genes que le confieren resistencia a las penicilinas 

(Schneditz et al., 2014). 
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En 2014 se identificó el grupo de genes que constituyen la vía biosintética de la TV. 

Además, se demostró que la TV induce apoptosis en células Hep-2 y que este grupo 

de genes era necesario para ocasionar la CHAA en modelos murinos. A diferencia 

de otras toxinas, la TV no es una proteína si no un metabolito pentacíclico de la 

familia de las pirrolobenzodiacepinas (Schneditz et al., 2014).  

El grupo de genes que codifican para la síntesis de la TV son parte de dos operones 

organizados dentro de una isla de patogenicidad. El operón aroX codifica para cinco 

genes denominados: aroX, dhbX, icmX, adsX y hmoX. El operón NRPS codifica 

para tres genes denominados: npsA, thdA y npsB (Schneditz et al., 2014; Dornisch 

et al., 2017; Tse et al., 2017). 

La proteína Lrp (Leucine-responsive regulatory protein, por sus siglas en inglés), es 

un regulador transcripcional global que se encuentra altamente conservado en las 

enterobacterias; sin embargo, se encuentra presente también en otras familias 

bacterianas, incluyendo otras bacterias Gram negativas, bacterias Gram positivas y 

Arqueas. Lrp puede actuar como activador o como represor de la expresión genética 

en respuesta al ambiente nutricional mediante la unión de moléculas efectoras 

(principalmente aminoácidos). Lrp es partícipe de diversas funciones celulares 

dentro de las cuales se incluyen: el metabolismo de aminoácidos, la resistencia al 

estrés, el transporte de nutrientes, la resistencia a antibióticos y la virulencia (Haney 

et al., 1992; Willins et al., 1991; Baek et al., 2009; Freddolino et al., 2021). 

Estructuralmente, Lrp posee, en su extremo amino, un motivo HTH (Helix-Turn-

Helix, por sus siglas en inglés) con el cual se une al ADN para regular la 

transcripción. Y posee, en su extremo carboxilo, un motivo denominado RAM 

(Regulator of Amino acid Metabolism, por sus siglas en inglés). El motivo RAM de 

un monómero se une con otro por interacciones hidrofóbicas formando un 

homodímero el cual se une al ADN. Cada dímero de Lrp se puede unir con tres 

dímeros más formando un octámero simétrico. Además, en el motivo RAM se une 

la leucina y se ha propuesto que dicha unión favorece la estabilidad del octámero, 

incrementando su afinidad para unirse al ADN (Chen et al., 2001; Chen et al., 2002; 

de los Ríos et al., 2007; Cho et al., 2008). 
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IV. Antecedentes 

4.1  El género Klebsiella. 

El género Klebsiella (Figura 1) fue descrito por primera vez en 1881 por Von Frisch, 

quien observó éste bacilo en muestras de pacientes con rinoescleroma. El género 

fue nombrado por Trevisan en 1885, en honor al físico y patólogo Edwin Klebs. Las 

especies que conforman a este género se caracterizan por ser bacilos Gram 

negativos, anaerobios facultativos, inmóviles, capsulados, oxidasa negativos, que 

producen la enzima lisina descarboxilasa.  Taxonómicamente, pertenecen al reino 

Bacteria, filum Proteobacteria, clase Gammaproteobacteria, al orden 

Enterobacterales y a la familia Enterobacteriaceae (Janda y Abbot, 2021). Estas 

bacterias son ubicuas en el medio ambiente y son microorganismos saprofitos que 

pueden formar parte de la microbiota del sistema respiratorio e intestinal. 

Actualmente, se reconocen 13 especies del género Klebsiella: K. aerogenes, K. 

granulomatis, K. mobilis, K. ornithinolytica, K. oxytoca, K. ozaenae, K. planticola, K. 

pneumoniae, K. rhinoscleromatis, K. singaporensis, K. terrigena, K. trevisanii y K. 

variicola (Boye y Hansen, 2003; Gutierrez et al., 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Microscopía electrónica de barrido de Klebsiella pneumonie. Tomado de Hasemi., et 
al, 2018. 
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El género Klebsiella ha tomado gran importancia como patógeno de humanos y se 

ha visto implicado en el incremento de morbilidad de los pacientes. Las infecciones 

con bacterias de este género prolongan la estadía de los pacientes en los 

hospitales. Las especies de Klebsiella generalmente son causa de 

bronconeumonía, infección en el tracto urinario y septicemia (Singh et al., 2016). 

Las especies del género Klebsiella que se aíslan con mayor frecuencia de 

infecciones en humanos son: K. pneumonie, K. oxytoca, K. rhinoscleromatis y K. 

ozaenae. K. pneumonie y K. oxytoca son los dos agentes principales causantes de 

infecciones nosocomiales en humanos y son de importancia clínica por su elevada 

resistencia a diversos antibióticos (Chakraborty et al., 2016). 

4.2  Klebsiella oxytoca 

K. oxytoca se puede detectar en alrededor de un 2 al 10% en el intestino de 

individuos sanos, razón por la cual es considerado un miembro comensal de la 

microbiota intestinal (Beaugerie et al., 2003; Högenauer et al., 2006; Zollner-

Schwetz et al., 2008).  

Las cepas de K. oxytoca involucran la producción de beta-lactamasas y 

carbapenemasas que le confieren a la bacteria resistencia a los antibióticos 

betalactámicos y carbapenémicos, originando consecuentemente problemas 

terapéuticos (Decre et al. 2004; Lowe et al. 2012; Schulz-Stubner y Kniehl 2011; 

Zarate et al. 2008). También se ha reportado que tiene resistencia a otros 

antibióticos utilizados comúnmente como las fluoroquinolonas y las tetraciclinas 

(Milatovic et al. 2000; Brisse et al., 2009). 

Dentro de los factores de virulencia de K. oxytoca (Figura 2) se encuentran dos 

fimbrias: pilus tipo 1 y el pilus tipo 3, estos son los responsables de la adherencia a 

las células del hospedero y la formación de biopelícula (Darby et al., 2014; Bennett 

et al., 2015). Los sideróforos (del griego sideros phoros "portadores o acarreadores 

de hierro") son moléculas que actúan como agentes quelantes específicos de hierro. 

A diferencia de otros nutrientes necesarios para el crecimiento bacteriano, el hierro 

no se encuentra altamente disponible en los organismos hospederos por lo que los 
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sideróforos le proporcionan a la bacteria este nutriente, el cual es indispensable 

para su replicación y su capacidad para producir una infección tanto local como 

sistémica (Briat et al., 1999; Dellagi et al, 2005; Yang et al., 2022). 

K. oxytoca también posee el lipopolisacárido, el cual está conformado por tres 

dominios cuyas posiciones del exterior al interior son: el antígeno O, el núcleo y el 

lípido A. El antígeno O le proporciona resistencia frente al efecto bactericida del 

suero, el núcleo le confiere propiedad antifagocítica y el lípido A presenta actividad 

endotóxica, la cual activa a los macrófagos e induce una respuesta inflamatoria con 

un efecto pirogénico (Yang et al., 2022). 

Las especies del género Klebsiella generalmente desarrollan cápsulas gruesas, las 

cuales son esenciales para su virulencia debido a que las protegen de la fagocitosis 

por macrófagos y neutrófilos, así como de los factores bactericidas que se 

encuentran en la sangre (efecto sérico), siendo estos últimos, primordialmente, 

proteínas del complemento, las cuales una vez que se produce su cascada de 

activación se acumulan y atacan la membrana del microorganismo. La cápsula es 

considerada el principal factor de virulencia para las bacterias del género Klebsiella 

(Mizuta et al., 1983; Darby et al., 2014).   

 

 

 

Figura 2. Factores de virulencia de Klebsiella oxytoca. Entre los principales factores de virulencia 
de K. oxytoca se encuentran las fimbrias, los sideróforos, el lipopolisacárido y la cápsula. Modificado 
de Podschun y Ullman, 1998. 
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Para diferenciar a K. oxytoca de las demás especies dentro del género Klebsiella 

se emplea la prueba bioquímica de indol. K. oxytoca produce la enzima triptofanasa, 

la cual hidroliza al triptófano, originando piruvato e indol. El reactivo de Kovacs (p-

dimetilaminobenzaldehído) reacciona con el indol produciendo un cambio de color 

de amarillo a rojo (prueba de indol positiva) (Koneman y Allen, 2008). 

El primer reporte de la producción de una citotoxina por K. oxytoca fue en 1989 por 

Minami y colaboradores en Japón, quienes aislaron a esta bacteria de pacientes 

con colitis hemorrágica asociada a la administración de amoxicilina y encontraron 

que dicha toxina presentaba un efecto citotóxico in vitro sobre células HeLa, Hep-2, 

CHO y Vero. 

Se ha demostrado que las cepas de K. oxytoca productoras de citotoxina son 

patobiontes intestinales causantes de la CHAA. Bajo condiciones de disbiosis 

intestinal, K. oxytoca productora de citotoxina desencadena su potencial patógeno. 

Dentro de las personas vulnerables a contraer una infección por este patógeno se 

encuentran recién nacidos, niños y personas con deficiencias inmunes (Högenauer 

et al., 2006). 

4.3  Informes sobre la prevalencia de K. oxytoca productora de 

citotoxina 

El primer informe sobre la prevalencia de la colonización fecal con K. oxytoca 

productora de citotoxina fue realizado en 2009 en Nueva Escocia, Canadá. Se aisló 

a este microorganismo en 42 de 429 pacientes (9.8%) con colitis hemorrágica, 10 

de los 42 aislamientos (23.8%) fueron citotóxicos (Smith et al., 2009). 

Luego, de 2009 a 2011, en Hong Kong, China, se realizaron investigaciones en 

pacientes hospitalizados con diarrea y colitis hemorrágica. Estos pacientes fueron 

tratados con antibióticos. De un total de 3,537 muestras de heces, 104 (2.9%) fueron 

positivas para K. oxytoca. Finalmente, se detectaron cepas productoras de 

citotoxina de K. oxytoca en 34 de las 104 muestras (32.7%) (Cheng et al., 2012). 
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De mayo de 2011 a diciembre de 2012, se realizó un estudio en Austria, en el cual 

se evaluaron pacientes pediátricos desde recién nacidos hasta los 19 años de edad 

que presentaban deposiciones con sangre, los cuales se estudiaron 

prospectivamente en cinco hospitales infantiles. Los pacientes se agruparon en 

diversos grupos: lactantes (<1 año), niños pre-escolares (1–5 años), niños escolares 

(6–13 años) y adolescentes (14–19 años). De 221 pacientes con hematoquecia, 17 

(7.7%) tuvieron el cultivo de heces positivo para K. oxytoca. De los 17 aislados de 

K. oxytoca, en 11 se detectó actividad citotóxica (64.7%) (Stampfer et al., 2017). 

4.4  Colitis hemorrágica asociada a antibióticos (CHAA) 

Aunque K. oxytoca es considerada como una bacteria comensal que forma parte de 

la microbiota intestinal en ciertos casos puede actuar como un patógeno oportunista, 

actualmente existen dos tipos de cepas: las que producen la citotoxina TV y las que 

no la producen. Se ha demostrado que las primeras ocasionan la CHAA (Herzog et 

al., 2014). 

En 2006 se reportó por primera vez que K. oxytoca es el agente causal de la CHAA. 

En tal estudio, se analizaron 22 pacientes con colitis asociada a antibióticos, los 

cuales presentaron coprocultivo negativo a Clostrifium difficile, el cual es el principal 

agente causal de la colitis asociada a antibióticos. De 22 pacientes que estaban 

recibiendo penicilinas para el tratamiento de alguna otra enfermedad en seis se 

aisló, de los coprocultivos, a K. oxytoca. De las seis cepas aisladas, cinco fueron 

citotóxicas sobre células epiteliales HEp-2, cuando dichas células se inocularon con 

los sobrenadantes bacterianos (Högenauer et al., 2006). 

Posteriormente, en ese mismo estudio, a los pacientes se les realizó una 

colonoscopia, observándose edema y hemorragia de la mucosa del colon sin 

hallazgos de pseudomembranas, confirmando que la patología no era originada por 

C. difficile. A continuación, seis grupos de ratas fueron tratadas con una solución de 

amoxicilina para eliminar su microbiota intestinal y cinco días después, estas fueron 

inoculadas con las cepas de K. oxytoca citotóxicas. Al comparar las biopsias del 

colon de las ratas con las biopsias del colon de humanos se encontraron datos de 
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daño histológico muy similares tales como hemorragia, inflamación de la mucosa e 

infiltrado de neutrófilos hacia la lámina propia. En este estudio, se concluyó que se 

debe considerar a K. oxytoca productora de citotoxina como el agente causal de la 

CHAA ya que se cumplieron en su totalidad los postulados de Koch (Högenauer et 

al., 2006). 

La patogenia de la CHAA se ha asociado con cambios disbióticos en el intestino. La 

disbiosis es un desequilibrio de la microbiota intestinal que puede ser ocasionada 

por la administración de antibióticos de amplio espectro en pacientes hospitalizados, 

esto genera un cambio en la microbiota generando un incremento en los organismos 

patobiontes sobre los simbiontes y comensales causando un daño celular y 

potenciando una diseminación sistémica e inducción de un choque séptico 

(Hajishengallis y Lamont, 2016). 

En el caso de la CHAA cualquier terapia con penicilinas puede desencadenar la 

disbiosis ocasionando los síntomas de diarrea hemorrágica y dolores abdominales 

por el patobionte K. oxytoca quien expresa de manera constitutiva genes que le 

otorgan resistencia a estos antibióticos (Figura 3) (Schneditz et al., 2014; 

Hajishengallis y Lamont, 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Patogénesis de Klebsiella oxytoca productora de citotoxina. La micriobiota está 

conformada por microorganismos comensales, simbiontes y patobiones, predominando los 

simbiontes. Después del uso prolongado con antibióticos, ocurre un desequilibrio lo que ocasiona 

una disbiosis que consta de la disminución de microorganismos comensales y simbiontes y el 

incremento de patobiones. La disbiosis intestinal genera un proceso inflamatorio. Específicamente, 

en el caso de K. oxytoca se produce una colítis hemorrágica. Modificado de Hajishengallis y Lamont, 

2016. 
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4.5  La toxina tilivalina (TV) 

La TV, un péptido no ribosomal, fue la primer pirrolobenzodiazepina ligada a una 

enfermedad en el intestino humano. Ya que el organismo productor de esta toxina 

es K. oxytoca y este forma parte de la microbiota intestinal es importante entender 

la biosíntesis y la regulación de la actividad de la TV. 

La TV posee un núcleo de pirrolobenzodiazepina y un sustituyente indol en su 

estructura, razón por la cual se considera miembro de las pirrolobenzodiazepinas 

(PBD) (Figura 4) (Thurston, 1999). Algunas actinobacterias como 

Streptosporangium sibiricum, Streptomyces refuineus subsp. thermotolerans y 

Streptomyces achromogenes producen sibiromicina, antramicina y tomaymicina, 

respectivamente, las cuales también son PBD homólogas a la tilivalina (Cipolla et 

al., 2009). 

 

 
 
 
 
 
 
Figura 4. Estructura química de la tilivalina. La TV (5-H-6-indol-9-hidroxi-pirrolobenzodiacepina) 
posee un núcleo de pirrolobenzodiazepina (A) y un sustituyente indol en la posición seis de dicho 
núcleo de pirrolobenzodiazepina (B). Tomado de Dornisch et al., 2017. 

 

Aunque el mecanismo de la patogénesis por el cual K. oxytoca ocasiona la CHAA 

no se encuentra complemente elucidado, se ha identificado que la toxina TV causa 

apoptosis, al observarse un incremento significativo de las caspasas 3 y 7 en los 

enterocitos tratados con TV in vitro. Además, afecta la conformación de la proteína 

claudina 1, la cual es importante en la formación de las uniones estrechas, al 

afectarse su conformación por la TV se genera inestabilidad y separación en la 

barrera apical de los enterocitos. Asimismo, la TV se asocia con la tubilina nuclear 

de los enterocitos y ejerce un efecto estabilizador sobre los microtúbulos impidiendo 

la formación del huso mitótico, por lo que detiene la mitosis (impide el paso de G2 

a M del ciclo celular) (Schneditz et al., 2014; Hering et al., 2019; Unterhauser et al., 

2019). 
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La biosíntesis de la TV fue propuesta por Dornisch y colaboradores (2017). Los 

sustratos iniciales para la biosíntesis de la TV son el fosfoenolpiruvato y la eritrosa-

4-fosfato; a partir de estos, se sintetiza el corismato mediante las enzimas AroX y 

AroB y otras enzimas de la vía del shikimato. Posteriormente, se sintetiza el Amino-

desoxiisocorismato (ADIC) por la enzima AdsX (Figura 5).  

 

Figura 5. Reacciones iniciales para la biosíntesis de la tilivalina de K. oxytoca. Síntesis del 
amino-desoxiisocorismato (ADIC). Modificado de Dornisch et al., 2017. 

En una etapa intermedia, se forma el ácido 3-hidroxi-antranílico (3HAA) por dos 

vías: en la primera vía, el ADIC se convierte en ácido dihidro-hidroxiantranílico 

(DHHA) por medio de la enzima IcmX, posteriormente la enzima DhbX oxida el 

DHHA a 3HAA. La segunda vía se basa en la biosíntesis de ácido antranílico (AA) 

a partir de ADIC por un mecanismo desconocido y posteriormente por acción de la 

enzima HmoX se obtiene el 3HAA (Figura 6).  

 

Figura 6. Reacciones intermedias para la biosíntesis de la tilivalina de K. oxytoca. Formación 
del ácido 3-hidroxi-antranílico (3HAA). Modificado de Dornisch et al., 2017. 
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Finalmente, a través del 3HAA (sustrato del complejo enzimático NpsA/ThdA) y la 

L-prolina (sustrato de NpsB) se forma la tilimicina (Figura 7). Esto sucede mediante 

la unión y activación del 3HAA y la L-prolina mediante las sintasas de péptidos no 

ribosomales NpsA, ThdA y NpsB. La tilimicina se convierte en tilivalina después de 

un ataque nucleofílico del indol libre, el cual proviene de la escisión enzimática del 

L-triptófano por la enzima TnaA (triptofanasa) (Dornisch et al., 2017). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Reacciones finales para la biosíntesis de la tilivalina de K. oxytoca. Generación de 
tilimicina y posterior ataque nucleofílico del indol para dar lugar a la tilivalina. Modificado de Dornisch 
et al., 2017. 

4.6 Islas de patogenicidad 

La virulencia y patogénesis de una bacteria patógena es un tema clásico en la 

bacteriología. Diversos estudios han demostrado que la infección y la patogénesis 

de las bacterias involucra muchos factores como la motilidad, tolerancia a 

condiciones de estrés, colonización, formación de biopelícula, invasión, 

supervivencia intracelular y resistencia a antibióticos, todos estos procesos son 

determinados por un gran complejo de factores de virulencia y reguladores 

transcripcionales. En bacterias patógenas, los genes de virulencia pueden estar en 

el genoma o en agrupaciones genéticas llamadas islas de patogenicidad. Las islas 

de patogenicidad son elementos genéticos adquiridos por transferencia horizontal 

durante la evolución (Zhao et al., 2018). 
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        4.6.1 Isla de patogenicidad asociada a la tilivalina 

Los genes involucrados en la biosíntesis de la TV forman parte de una isla de 

patogenicidad (Figura 8), en la cual se encuentran un grupo de genes localizados 

en dos operones que codifican para enzimas involucradas en dicha síntesis: el 

operón aroX (aroX, dhbX, icmX, adsX y hmoX) y el operón NRPS (npsA, thdA y 

npsB) (Schneditz et al., 2014). 

 

 

Figura 8. Organización genética de la isla de patogenicidad asociada a la TV de K. oxytoca. La 
isla tiene un tamaño de 22.6 Kb, se compone de 16 genes y está flanqueada por dos secuencias 
que codifican para tRNA de asparagina. Tiene dos operones involucrados en la biosíntesis de la TV: 
el operón aroX (morado) y el operón NRPS (amarillo), un operón bicistrónico cuyos genes codifican 
para una permeasa y una escinucleasa (verde), genes que codifican para reguladores 
transcripcionales (azul) y finalmente genes no relacionados con la tilivalina (rosa). Modificado de 
Schneditz et al., 2014. 

La TV es sintetizada por un grupo de enzimas que están codificadas en dos 

operones. El primer operón se denomina “operón aroX” y está involucrado en la 

síntesis del precursor químico de la TV. Está conformado por los genes aroX, dhbX, 

icmX, adsX y hmoX. El segundo operón se denomina operón NRPS y está 

involucrado en la etapa final de la síntesis de la TV. Está conformado por los genes 

npsA, thdA y npsB. Existe un tercer operón formado por los genes mfsX y uvrX, los 

cuales codifican para una permeasa de membrana interna y para una escinucleasa, 

respectivamente. Dentro de la isla de patogenicidad se encuentran cuatro genes 

que codifican para posibles reguladores transcripcionales los cuales son: 

• nac: codifica para un regulador transcripcional de la familia LysR implicado 

en la asimilación de nitrógeno. 

• cbi: codifica para un regulador transcripcional de la familia LysR implicado en 

la utilización de alcano sulfonato. 
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• gcvA: codifica para un regulador transcripcional de la familia LysR implicado 

en el metabolismo de la glicina. 

• marR: de la familia con el mismo nombre MarR y codifica para una proteína 

reguladora involucrada con la múltiple resistencia a antibióticos. 

Los genes erfK y gst codifican para una L-D transpeptidasa y para una glutatión S-

transferasa, respectivamente (Dornisch et al., 2017). 

4.7 Proteína Lrp 

La proteína Lrp o “Proteína reguladora de respuesta a leucina” (Leucine-responsive 

regulatory protein, por sus siglas en inglés) es crucial en la regulación del 

metabolismo, virulencia y motilidad en respuesta a condiciones ambientales. Se ha 

demostrado que Lrp activa o reprime aproximadamente 10% de los genes en 

Escherichia coli, influyendo en una variedad de procesos celulares, tales como: 

síntesis, degradación y transporte de aminoácidos, expresión de porinas y 

formación del pilus, entre otros (Haney et al., 1992: Willins et al., 1991). 

Lrp es una proteína de 18kDa formada por un motivo de unión a ADN hélice-giro-

hélice o HTH (Hélix-Turn-Hélix, por sus siglas en inglés) y un motivo regulador del 

metabolismo de aminoácidos o RAM (Regulator of Amino acid Metabolism, por sus 

siglas en inglés) (Figura 9a). El motivo RAM de un monómero se une con otro por 

interacciones hidrofóbicas formando un homodímero el cual se une al ADN (Figura 

9b). Cada dímero de Lrp se puede unir con tres dímeros más formando un octámero 

simétrico (Figura 9c). In vivo los estados octamérico y hexadecamérico existen en 

equilibrio (De los Ríos y Perona, 2007). La unión de leucina al motivo RAM favorece 

la formación de los octámeros (Chen et al., 2002). En estudios previos se ha 

analizado la unión de Lrp a distintos promotores para demostrar su capacidad de 

regular la transcripción y se ha reportado que la afinidad de unión al ADN 

incrementa, en la mayoría de los casos, al adicionar leucina (Ho et al., 2017; 

McFarland et al., 2007); sin embargo, en otro estudio se reportó que la presencia de 

la leucina puede potenciar, inhibir o no tener efecto sobre Lrp (Cho et al., 2008). 
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Figura 9. Proteína Lrp de Escherichia coli. a) Monómero de Lrp. El motivo HTH se localiza en el 
dominio N-terminal y se observa en color rojo, el péptido conector en verde y el dominio C-terminal 
en azul, en el cual se localiza el motivo RAM. b) Dímero de Lrp. Un monómero se representa en azul 
y el otro monómero se representa en rojo. c) Octámero de Lrp. Los monómeros A, B, C, D, E, F, G 
y H se muestran en amarillo, morado, rosa, verde, azul, rojo, naranja y gris, respectivamente. 
Tomado de De los Ríos y Perona, 2007. 
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Basados en los niveles de Lrp y el porcentaje encontrado libre, se estima que de 

400 a 500 octámeros se encuentren unidos al ADN y son capaces de modular la 

transcripción en medios ricos y mínimos en nutrientes (Kroner et al., 2018).  

La proteína Lrp controla la transcripción de genes que codifican para proteínas 

involucradas en la virulencia bacteriana, pudiendo actuar como activador o represor 

de la expresión genética. En S. enterica serotipo Typhimurium se reportó que Lrp 

actúa como activador para el gen fimZ, el cual codifica para un regulador de la 

fimbria tipo 1 (Baek et al., 2011). En C. difficile, Lrp actúa como activador de los 

genes tcdA y tcdB, los cuales codifican para las toxinas de dicho microorganismo 

(Chen et al., 2019). 

En E. coli K-12, se reportó que Lrp actúa como represor del gen fliC, el cual codifica 

para la flagelina, proteína principal del flagelo (Kroner et al., 2019). Recientemente, 

se demostró que en S. enterica serotipo Typhi, Lrp actúa como represor indirecto 

de los genes ompC y ompF los cuales codifican para dos porinas importantes de 

dicha bacteria (Rebollar-Flores et al., 2020). 

Hasta el momento, solo hay evidencia de un estudio relacionado con la regulación 

de la transcripción de los genes involucrados en la biosíntesis de la toxina TV de K. 

oxytoca. En dicho estudio, se demostró que la proteína reguladora de AMP cíclico 

(CRP) activa directamente la transcripción de los operones aroX y NRPS. Por lo 

tanto, al mutar el gen que codifica para CRP disminuyó la citotoxicidad de K. oxytoca 

sobre células HeLa debido a una disminución en la producción de la toxina TV 

(Rodríguez-Valverde et al., 2021). 

Ya que solo existe un reporte relacionado con la regulación de la expresión de los 

genes involucrados en la biosíntesis de la toxina TV de K. oxytoca, en este trabajo 

se analizó el efecto regulador de la proteína Lrp, otro regulador transcripcional 

global, en la expresión de los genes aroX y npsA, los cuales son el primer gen de 

los dos operones involucrados en la síntesis de la toxina TV en K. oxytoca.  
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K. oxytoca es una bacteria que en los últimos años ha adquirido relevancia clínica 

debido a que se han reportado cepas productoras de una citotoxina llamada 

tilivalina, la cual produce una colitis hemorrágica asociada a antibióticos.  

La proteína reguladora Lrp controla la transcripción de genes que codifican para 

factores de virulencia e islas de patogenicidad en otras bacterias; sin embargo, no 

ha sido reportado el papel regulador de Lrp en la expresión de los genes implicados 

en la producción de TV. Por lo tanto, este estudio contribuirá a entender los 

mecanismos moleculares para investigaciones aplicadas dirigidas hacia el diseño 

de fármacos o vacunas para la prevención y el tratamiento de la CHAA. 
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V. Justificación 

K. oxytoca es una bacteria que en los últimos años ha adquirido relevancia clínica 

debido a que se han reportado cepas productoras de una citotoxina llamada 

tilivalina, la cual produce una colitis hemorrágica asociada a antibióticos.  

 

La proteína reguladora Lrp controla la transcripción de genes que codifican para 

factores de virulencia e islas de patogenicidad en otras bacterias; sin embargo, no 

ha sido reportado el papel regulador de Lrp en la expresión de los genes implicados 

en la producción de TV. Por lo tanto, este estudio contribuirá a entender los 

mecanismos moleculares para investigaciones aplicadas dirigidas hacia el diseño 

de fármacos o vacunas para la prevención y el tratamiento de la CHAA. 

VI. Hipótesis 

Si la proteína Lrp regula la transcripción de los genes involucrados en la síntesis de 

la toxina tilivalina de K. oxytoca, entonces al mutar el gen lrp se producirá una 

modificación en la expresión de dichos genes. 
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VII. Objetivo general 

Determinar el papel de la proteína Lrp en la regulación de los genes involucrados 

en la síntesis de la toxina tilivalina de K. oxytoca. 

VIII. Objetivos específicos 

I. Generar la cepa mutante en el gen lrp de K. oxytoca. 

II. Cuantificar la expresión de los genes involucrados en la síntesis de la toxina 

tilivalina en las cepas silvestre y mutante en el gen lrp de K. oxytoca. 

III. Obtener la proteína Lrp recombinante y realizar ensayos para determinar si 

dicha proteína se une sobre la región reguladora de los genes aroX y npsA. 

IV. Determinar in silico los posibles sitios de unión de Lrp sobre la región 

reguladora de los genes aroX y npsA. 

V. Identificar in silico los probables promotores de los genes aroX y npsA. 
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IX. Materiales y Métodos 

9.1  Material biológico 

Se utilizó la cepa toxigénica de K. oxytoca MIT 09-7231 la cual fue aislada de un 

tumor intestinal de un ratón BALB/c (Darby et al., 2014). La cepa fue donada por el 

Dr. James Fox de la División de Medicina Comparativa del Instituto Tecnológico de 

Massachusetts, Estados Unidos de América y se encuentra secuenciada y anotada 

en el repositorio NCBI con la identificación de Biomuestra SAMN00254032 y 

contiene completa la isla de patogenicidad asociada a la tilivalina. En México, dicha 

cepa, se caracterizó por medio de pruebas bioquímicas en el equipo Vitek-2 

(bioMérieux) y molecularmente por medio de la amplificación por PCR del gen pehX, 

el cual es específico de la especie oxytoca dentro del género Klebsiella 

(Kovtunovych et al., 2003). La cepa es resistente a penicilinas y sensible a 

quinolonas, aminoglucósidos, tetraciclinas, fenicoles, sulfas y macrólidos de 

acuerdo con los resultados obtenidos después de realizar un antibiograma en el 

equipo Vitek-2 (bioMérieux).  

9.2  Medios de cultivo 

Los cultivos bacterianos se realizaron en medio Luria-Bertani LB (Bioxon), el cual 

contiene triptona (1.0%), extracto de levadura (0.5%) y cloruro de sodio (1.0%), y 

también en medio mínimo N (MM-N) (Pérez y Groisman, 2007), el cual contiene KCl 

(5 mM), (NH4)2SO4 (7.5 mM), K2SO4 (0.5 mM), KH2PO4 (1 mM), TRIS-HCl (100 mM), 

glicerol (0.5%), casaminoácidos (0.1%) y MgCl2 (10mM). Una vez preparados, los 

medios de cultivo se esterilizaron en autoclave a 121oC a 15 lb/in2 de presión por 

15 min. 

9.3  Antibióticos 

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

Éstos se añadieron al medio estéril a partir de una solución concentrada conservada 

a -20°C con base en las instrucciones de Sambrock y colaboradores (1989). La 

concentración final de los antibióticos utilizados fue: ampicilina 200 µg/mL, 

kanamicina 50 µg/mL y tetraciclina 12 µg/mL. 
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9.4  Equipo de laboratorio 

• Autoclave Tuttnaver  

• Agitador orbital UNICO  

• Agitador Thermo Scientific  

• Balanza analítica AES 200  

• Cámara para electroforesis BIO-RAD  

• Campana de flujo laminar NUAIR clase II tipo A/B3  

• Centríifuga Hettich Rotanta 460  

• Centríifuga DRAGON LAB  

• Centríifuga Thermo Scientific  

• Congelador -20 °C Thermo Scientific  

• Ultracongelador -70 °C Thermo Scientific Elite Plus  

• Espectrofotómetro UNICO 1 100-RS  

• Fotodocumentador QUANTUM  

• Fuente de poder BIO-RAD  

• Horno de microondas PANASONIC  

• Incubadora de laboratorio Labnet  

• Incubadora orbital INO 650 M  

• NanoDrop 1000 Thermo Scientific  

• Parrilla Thermo Scientific Cimarec 

• Potenciómetro BIO-RAD 

• Refrigerador 4 °C LG  

• Refrigerador 4 °C LABLINE  

• Sistema de purificacion de agua PureLab ELGA  

• Termociclador Mastercycler nexus gradient eppendorf  

• Termociclador de tiempo real Light cycler 480 ROCHE 2  

• Termomezclador F. 2.0 eppendorf  

• Termomezclador F 1.5 eppendorf  

• Vórtex Genie 2 Fisher  

• Vórtex Heathrow Scientific 
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9.5  Generación de la cepa mutante lrp de K. oxytoca  

A partir de la cepa silvestre (WT) se generó la cepa ∆lrp remplazando el gen lrp por 

un gen de resistencia a kanamicina, el cual previamente se amplificó por PCR, 

utilizando oligonucleótidos que contienen secuencias homólogas del gen a mutar en 

el extremo 5’ (Tabla I).  

Debido a la característica de los oligonucleótidos, tales secuencias homólogas 

permitieron la obtención de un amplicón flanqueado por los extremos de la región 

codificante del gen lrp, lo cual permitió la posterior recombinación homóloga de 

dicho amplicón y el gen lrp, mediante la recombinasa lambda-Red (Datsenko y 

Wanner, 2000). 

Tabla I. Secuencia de los oligonucleótidos para la mutagénesis del gen lrp de K. oxytoca 

Oligonucleótido Secuencia (5’       3’) Referencia 

lrp-H1P1            ATTTTTCTCCTGAGGCGCCCAATGTTAGAT

AAAATTGATCGTAAGTGTAGGCTGGAGCTG

CTTCG 

Este trabajo 

lrp-H2P2 AATTCGTAGCGGCTGCTGCCGTTAATCAAT

AGGCAAGGCTGTGGTCATATGAATATCCTC

CTTAG  

Este trabajo 

*Se indican subrayadas las secuencias homólogas al gen lrp de K. oxytoca 

El procedimiento para la mutagénesis se describe a continuación: 

a) Amplificación del gen de resistencia a kanamicina 

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

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

nucleótidos) al gen lrp (H1 y H2), más las secuencias correspondientes a los 

extremos flanqueantes (de 20 nucleótidos) al gen de resistencia a la kanamicina, en 

el extremo 3’, los cuales se denominan P1 y P2 (Figura 10).  
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Figura 10. Amplificación del gen de resistencia a kanamicina. Se amplificó por PCR el gen de 
resistencia a kanamicina a partir del plásmido pKD4. H1 y H2 se refieren a las regiones homólogas 
del gen lrp de K. oxytoca y P1 y P2 corresponden a las regiones homólogas al gen de resistencia a 
la kanamicina del plásmido pKD4. Adaptado de Datsenko y Wanner, 2000. 

 

Los oligonucleótidos tuvieron un tamaño de 65 nucleótidos. De esta forma, al 

amplificar el gen de resistencia a kanamicina del plásmido pKD4, se generó un 

fragmento que contiene la resistencia al antibiótico y las secuencias homólogas al 

gen que se pretende mutar (lrp) en ambos extremos. 

 

Para la PCR se utilizó una mezcla de reacción de 100 µL compuesta de: 5.0 µL del 

oligonucleótido lrp-H1P1, 5.0 µL del oligonucleótido lrp-H2P2 a una concentración 

de 10 µM (Bioneer), 2.0 µL de ADN genómico a una concentración de 100 ng/µL, 

38 µL de agua estéril libre de nucleasas y 50 µL de Phusion Máster Mix 

(ThermoScientific), la cual contiene 1 U de la enzima Phusion ADN polimerasa, 

amortiguador 10X (Tris-HCl 200 mM y KCl 500 mM, pH = 8.4), MgCl2 (25 mM) y 

dNTPs (10 mM). La mezcla de reacción se realizó por duplicado. 

 

Los tubos con la mezcla de reacción se colocaron en el termociclador Mastercycler 

nexus GSX1 (Eppendorf); la amplificación consistió de un ciclo inicial de 

desnaturalización a 98 ºC por 10 s, seguido de 30 ciclos con las siguientes 

condiciones: 98 °C por 1 min,  52 °C por 30 s y 72 °C por 1 min, finalmente un ciclo 

de extensión a 72 °C por 5 min, al terminar se programó el termociclador para que 

bajara la temperatura a 4 °C para mantener así los tubos hasta el momento en que 

estos se retiraran del termociclador. Una vez terminada la reacción se comprobó la 

amplificación mediante electroforesis a 80 V por 60 min en gel de agarosa al 1.5 % 

teñido con bromuro de etidio (0.83 μg/mL), se colocó en cada pozo 5 μL de producto 

de PCR y se usó como regulador TAE 1X. 
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b) Transformación de K. oxytoca con el producto de PCR que contiene el gen de 

resistencia a la kanamicina y las secuencias H1 y H2  

La cepa de K. oxytoca transformada con el plásmido pKD119 se cultivó en 5 mL de 

medio LB a temperatura ambiente durante 12 h. Posteriormente, se inoculó 1 mL de 

dicho cultivo en 20 mL de medio LB suplementado con L-arabinosa a una 

concentración final de 0.1 % (Sigma) y 12 μg/mL de tetraciclina. Se incubó a 

temperatura ambiente en agitación por 3 h. Posteriormente, se hicieron 

electrocompetentes a las células de dicho cultivo de la siguiente manera: el cultivo 

se enfrió en hielo durante 20 min y se centrifugó a 5,000 x g durante 15 min. Se 

decantó el sobrenadante y el paquete celular se lavó cuatro veces con 1 mL de 

glicerol al 10 %, centrifugando, cada vez, a 8,000 x g a 4 ºC durante 5 min y 

decantando el sobrenadante. Las células se mantuvieron en hielo hasta el momento 

de la electroporación. A continuación, se procedió a electroporar 80 μL de células 

competentes con 500 ng del producto de PCR obtenido en el paso anterior utilizando 

el electroporador Micropulser (Bio-Rad), con las siguientes condiciones de 

electroporación: modo de 2.5 kV, resistencia de alto voltaje, voltaje de la descarga 

de 2 kV y duración del pulso de 5 ms. Una vez sometidas al pulso eléctrico, a las 

células se les adicionó 1 mL de medio LB fresco y se incubaron a 30ºC durante 3 h 

para permitir la recombinación homóloga y el intercambio del gen de resistencia a 

la kanamicina por el gen lrp (Figura 11). 

 

Figura 11. Transformación de K. oxytoca conteniendo el pKD119 con el fragmento de PCR. Se 
transformó con el fragmento de PCR obtenido en el paso anterior, se llevó a cabo la recombinación 
homóloga e intercambio del gen blanco por el gen de resistencia a kanamicina que contiene 
secuencias homólogas a los extremos del gen lrp. H1 y H2 se refieren a las regiones homólogas del 
gen blanco. Adaptado de Datsenko y Wanner, 2000. 

La selección de las mutantes se realizó sembrando 200 μL del cultivo anterior en 

agar LB suplementado con kanamicina (50 µg/mL) y ampicilina (200 µg/mL). Las 

placas se incubaron a 42 ºC por 24 h. En este paso se perdió el plásmido pKD119 

debido a que es termosensible.  
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Las posibles colonias mutantes se resembraron por estría lineal en agar LB con 

kanamicina (50 µg/mL) y en agar LB con tetraciclina (12 µg/mL) y se incubaron a 37 

ºC durante 18 h. Posteriormente, para confirmar la pérdida del plásmido pKD119, se 

seleccionaron colonias que únicamente crecieron en el agar LB con kanamicina. Se 

extrajo ADN de las colonias candidatas como se indica a continuación: una asada 

de la colonia se resuspendió en 50 μL de agua estéril libre de nucleasas y se incubó 

en el thermomixer (Eppendorf) a 99 ºC en agitación de 300 x g durante 20 min para 

lisar la pared celular. Una vez pasado el tiempo de incubación, los lisados 

bacterianos se centrifugaron a 16,000 x g por 5 min y se recolectaron 30 μL del 

sobrenadante a microtubos nuevos. Se cuantificó el ADN en el NanoDrop ONE 

(ThermoScientific) y se realizaron amplificaciones por PCR con iniciadores 

flanqueantes al gen lrp (Tabla 2) para comprobar la correcta inserción del gen de 

resistencia al antibiótico.  

Tabla II. Secuencia de los oligonucleótidos para comprobar la correcta inserción del gen de 
resistencia a kanamicina en las cepas mutantes. 

Oligonucleótido Secuencia (5’       3’) Referencia 

lrp-CM-F TAGCCTTTCAATTACAATAAAAGGAGT Este trabajo 

lrp-CM-R AATCGCAAGCAGTTAAATCCTGA Este trabajo 

 

Para la PCR se utilizó una mezcla de reacción de 10 µL compuesta de: 0.5 µL del 

oligonucleótido lrp-H1P1, 0.5 µL del oligonucleótido lrp-H2P2 a una concentración 

de 10 µM (Bioneer), 0.2 µL de ADN genómico a una concentración de 100 ng/µL, 

3.8 µL de agua estéril libre de nucleasas y 5 µL de Phusion Máster Mix 

(ThermoScientific), la cual contiene 1 U de la enzima Phusion ADN polimerasa, 

amortiguador 10X (Tris-HCl 200 mM y KCl 500 mM, pH = 8.4), MgCl2 (25 mM) y 

dNTPs (10 mM). La mezcla de reacción se realizó por duplicado. 
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Los tubos con la mezcla de reacción se colocaron en el termociclador Mastercycler 

nexus GSX1 (Eppendorf); la amplificación consistió de un ciclo inicial de 

desnaturalización a 98 ºC por 10 s, seguido de 30 ciclos con las siguientes 

condiciones: 98 °C por 1 min,  55 °C por 30 s y 72 °C por 1 min, finalmente un ciclo 

de extensión a 72 °C por 5 min, al terminar se programó el termociclador para que 

bajara la temperatura a 4 °C para mantener así los tubos hasta el momento en que 

estos se retiraran del termociclador. Una vez terminada la reacción se comprobó la 

amplificación mediante electroforesis a 80 V por 60 min en gel de agarosa al 1.5 % 

teñido con bromuro de etidio (0.83 μg/mL), se colocó en cada pozo 5 μL de producto 

de PCR y se usó como amortiguador TAE 1X. 

9.6  Curvas de crecimiento 

Para determinar diferencias en el crecimiento en las cepas WT y lrp de K. oxytoca, 

se realizaron curvas de crecimiento inoculando 300 µL de un cultivo semilla en LB 

en 30 mL de MM-N estéril sin y con leucina (100 µg/mL). Cada cultivo se incubó a 

37°C en agitación constante de 160 rpm durante 12 h. La absorbancia se midió a 

una densidad óptica (DO) de 600 nm cada hora hasta completar las 12 h. 

9.7  Extracción del ARN total 

La extracción del ARN total se realizó a partir de los cultivos en fase estacionaria de 

crecimiento de las cepas WT y lrp como se describe a continuación: 

a) Rompimiento celular: 30 mL de los cultivos se centrifugaron a 8,000 x g durante 

10 min a temperatura ambiente, se decantaron los sobrenadantes y las pastillas 

se resuspendieron en 500 µL de regulador de lisis (SDS 20 mM, acetato de sodio 

10 mM y EDTA 10 mM).  Las bacterias se lisaron en vórtex en 3 ciclos de 30 s 

de agitación seguido de 30 s de incubación en hielo. Después, los tubos se 

colocaron en el Thermomixer (Eppendorf) a 65°C en agitación de 200 x g durante 

5 min. Posteriormente, se centrifugó a 18,000 x g, a 4 °C durante 10 min y se 

recuperó el lisado celular en tubos limpios.  
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b) Precipitación del ARN: a cada tubo se le agregó un volumen de etanol absoluto 

frío, se agitó suavemente y se incubó a -70 °C por 30 min. Posteriormente, se 

centrifugó a 18,000 x g a 4 °C por 10 min.  Se decantó y se adicionó 1 mL de 

etanol frío al 70 %, se agitó suavemente y se centrifugó a 14,000 x g a 4 °C 

durante 5 min. Se eliminó el etanol y se secó la pastilla. Una vez seca, dicha 

pastilla se resuspendió en 50 µL de agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC). 
 

c) Purificación del ARN: a los tubos del paso anterior se les adicionaron 5 µL de 

regulador para DNasa y 1 µL de DNasa TURBO 10X (Ambion); posteriormente, 

se incubaron a 37 °C durante 30 min. Pasado el tiempo de incubación, a cada 

tubo se le adicionaron 5 µL del agente de inactivación de la DNasa y se 

mezclaron suavemente; se incubaron a temperatura ambiente durante 5 min y 

se centrifugaron a 8,000 x g durante 2 min. La fase acuosa, que contenía al ARN, 

se transfirió a un tubo estéril. 

La calidad del ARN se determinó con 3 µL de cada muestra mediante electroforesis 

en gel de agarosa al 1.5 %, a 100 V por 45 min, adicionado con hipoclorito de sodio 

al 1 % (condiciones desnaturalizantes) y teñido con bromuro de etidio (0.83 μg/mL), 

se utilizó como regulador TAE 1X preparado con agua tratada con DEPC (Aranda 

et al., 2012). Posteriormente, se cuantificó y se evaluó la pureza de acuerdo con los 

cocientes de absorbancia 260/280 nm y 260/230 nm, mediante el Nanodrop One 

(Thermoscientific). Finalmente, el ARN se mantuvo a -70 °C hasta su uso.  

9.8  Obtención de ADNc 

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

Synthesis” (ThermoScientific) realizando la siguiente mezcla de reacción en 

microtubos estériles: 1 µg de ARN total (el volumen necesario a partir de los 

extractos),1 µL de iniciadores hexámeros al azar (150 ng/µL), 4 µL de amortiguador 

RT 5X, 1 µL de inhibidor de RNasa RiboLock (20 U/µL), 2 µL de una mezcla de 

dNTP´s 10 mM, 2 µL de transcriptasa reversa M-MulV (100 U/µL) y el volumen 

necesario de agua libre de nucleasas para llevar a un volumen final de 20 µL. 
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La mezcla final se agitó suavemente y se sometió a las siguientes temperaturas en 

el termociclador Nexus (Eppendorf): 25 °C durante 5 min, 42 °C durante 60 min y 

70 °C durante 5 min para inactivar a la transcriptasa reversa. La mezcla se colocó 

en hielo y finalmente se almacenó a -70 °C hasta su uso. 

9.9  Amplificación de los genes aroX, npsA y rrsH por PCR en tiempo 

real 

Para realizar la PCR en tiempo real, se empleó el termociclador LightCycler 480 

(Roche); utilizando como sistema de detección al fluorocromo SYBR Green I. Las 

reacciones para los ensayos de PCR en tiempo real se llevaron a cabo en placas 

de plástico de 96 pozos especiales para el equipo LightCycler 480. La mezcla de 

reacción para cada pozo consistió en 1.5 μL de agua grado PCR contenida en el kit 

comercial, 1.0 μL de la mezcla de los iniciadores 20 μM, 5.0 μL de “LightCycler 480 

SYBR Green I Master” 10X y 2.5 μL de ADNc.   

Cada reacción se realizó por triplicado. Con la mezcla de reacción se llenó cada 

pozo de la placa y se selló con una lámina plástica adherente. Posteriormente, se 

colocó en el equipo LightCycler 480 (Roche) y se aplicó el siguiente programa: un 

ciclo a 95 °C durante 5 min, 45 ciclos en las siguientes condiciones: 95 °C durante 

10s, 59 °C durante 10 s y 72 °C durante 10 s (en este punto se hizo la medición de 

la fluorescencia), posteriormente un ciclo en las siguientes condiciones: 95 °C 

durante 5 s a una velocidad de 4.4 °C/s, 65 °C durante 1 min a una velocidad de 2.2 

°C/s y 97 °C durante 5 s (durante esta fase se midió la fluorescencia en forma 

continua para construir la curva de desnaturalización), y un ciclo final de 

enfriamiento a 40 °C durante 10 s. 

9.10 Determinación de la expresión genética relativa 

El método descrito por Livack y Schmittgen (2001) se utilizó para determinar la 

expresión genética relativa mediante la aplicación de la fórmula 2-∆∆CT utilizando 

como gen normalizador el rrsH (ARNr 16S). La expresión obtenida en la cepa WT 

se utilizó como control de referencia, con la finalidad de determinar el número de 

veces que cambió la expresión genética en la cepa lrp con respecto a la cepa WT. 
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9.11 Análisis estadístico de los resultados de expresión genética 

Con la finalidad de detectar diferencias significativas en la expresión genética de las 

dos cepas de K. oxytoca, se efectuó la prueba estadística de t de Student, de tipo 

no pareada y de dos colas empleando para ello el programa estadístico GraphPad 

PRISM 7.0. Los valores de p<0.05 se consideraron estadísticamente significativos. 

9.12 Sobreexpresión, purificación y diálisis de la proteína Lrp 

Para determinar si la proteína Lrp se unía sobre la región reguladora intergénica de 

aroX y npsA, la proteína His6-Lrp recombinante se sobre-expresó en E. coli BL21, 

se purificó y dializó.  

9.12.1 Sobreexpresión de la proteína Lrp  

La cepa de E. coli BL21 transformada con el plásmido pT6-Lrp (Medina-Aparicio et 

al., 2011) se cultivó en 5 mL de medio LB a 37 °C con agitación durante 16 h. Se 

inocularon 2.5 mL del cultivo en 250 mL de medio LB fresco adicionado con 

tetraciclina (12 µg/ml) y se incubó a 37°C hasta una DO600nm de 0.5 (~4 h); 

posteriormente, se agregó arabinosa a una concentración final de 0.1 % y el cultivo 

se incubó a 37 °C por 3 h adicionales.  

9.12.2 Purificación de la proteína Lrp 

El cultivo bacteriano obtenido se fraccionó en cinco tubos de 50 mL y se centrifugó 

a 2500 x g por 10 min. Posteriormente, cada pastilla bacteriana se resuspendió en 

5 mL de PBS-urea 8 M, se mezcló en vórtex y se juntó en un solo tubo para ser 

lisada por sonicación. El proceso de sonicación consistió en pulsos de 50 % de 

amplitud durante 1 min seguidos de 1 min de incubación en hielo por 20 min, este 

proceso se repitió de manera consecutiva hasta la clarificación del medio de cultivo. 

Al terminar la sonicación, la muestra se centrifugó a 2500 x g a 4 °C por 30 min. El 

sobrenadante se recuperó y se filtró a través de una unidad de filtración de 0.22 µm 

(Merck Millipore). A continuación, se agregaron 2 mL de resina agarosa-níquel 

(Qiagen) en una columna de polipropileno para purificación de la proteína. Después, 

la resina fue pre-equilibrada con 10 mL de PBS urea 8 M y se agregó el extracto 

total proteico. La resina se lavó con 200 mL de PBS-imidazol 50 mM y finalmente 
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las fracciones se eluyeron con 5 mL de PBS-imidazol 500 mM. Las diferentes 

fracciones se analizaron por electroforesis de proteínas. 

9.12.3 Diálisis de la proteína Lrp 

La proteína purificada se dializó en una membrana de celulosa (Sigma), empleando 

un amortiguador compuesto por Tris-HCl (20 mM, KCl (50 mM), ditiotreitol (1 mM) y 

glicerol al 10 %. La membrana con la proteína se selló perfectamente y se mantuvo 

en agitación con el tampón durante 2 h. Pasado este tiempo, la proteína dializada 

se transfirió a un tubo de 10 mL para su posterior análisis por electroforesis.  

9.13 Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) de 

la proteína Lrp recombinante 

Para el análisis de la proteína Lrp recombinante (His6-Lrp) se realizó un gel de 

poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes al 15 %. Dicho gel constó de dos 

fracciones, el gel concentrador (fracción superior) y el gel separador (fracción 

inferior). Para el gel separador, la mezcla de los reactivos se realizó en un tubo 

cónico de 50 mL (Tabla III). La solución se agregó en el espacio entre los vidrios 

hasta que llegó a tres cuartas partes de su contenido y se colocó etanol al 70 % en 

la parte superior para desplazar todo tipo de burbujas que se pudieran formar. Para 

el gel concentrador, la mezcla se realizó en un tubo cónico de 15 mL (Tabla 3). El 

etanol que se encontraba en la parte superior del gel separador se desechó́ y la 

mezcla del gel separador se agregó sobre la parte superior del gel e inmediatamente 

después se colocó un peine para 10 pozos. A continuación, se colocaron 30 μL de 

la proteína purificada y 10 μL de un amortiguador de proteínas 4 X (Tris-HCl 1M a 

pH 6.8, SDS al 4 %, azul de bromofenol al 0.1 % y glicerol al 40 %) en microtubos 

de 0.6 mL. La mezcla se calentó a 95 ºC por 5 min y se colocaron 40 μL en cada 

pozo del gel. Se utilizó el marcador de peso molecular “PageRuler Prestained 

Protein Ladder” (Thermo Scientific). La electroforesis se llevó a cabo a 100 V 

durante 2 h y se utilizó como amortiguador de corrida Tris-Glicina-SDS 1X. Después, 

el gel se tiñó con azul de coomasie (Sigma) y se lavó con agua hasta observar las 

bandas correspondientes a las proteínas. Para verificar la purificación de la proteína 

Lrp recombinante, se comparó el peso de la banda correspondiente a la proteína 
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purificada obtenida con el marcador de peso molecular. Finalmente, se determinó 

la concentración de la proteína Lrp recombinante mediante el método de Bradford 

utilizando el kit comercial “Bradford Protein Assay” (Thermo Scientific).  

Tabla III. Volúmenes utilizados para la preparación del gel de poliacrilamida al 15 % 

Gel separador 

Componentes Volumen 

Acrilamida/Bisacrilamida 30 % / 80 % 7.5 mL 

Tris HCl/SDS 4 X (pH 8.8) 3.7 mL 

APS 10% 50 μL 

TEMED 10 μL 

Agua 3.75 μL 

Gel concentrador 

Acrilamida/Bisacrilamida 30 % / 0.8 % 650 μL 

Tris HCl/SDS 4 X (pH 8.8) 1.25 mL 

APS 10% 25 μL 

TEMED 5 μL 

Agua 3.05 mL 

 

9.14 Ensayos de retardo en la movilidad electroforética (EMSA) 

Estos ensayos se realizaron como previamente se reportó por el grupo de trabajo 

(Rodríguez-Valverde et al., 2021). Se utilizaron los fragmentos de la región 

reguladora intergénica de los genes aroX y npsA, de la región reguladora del gen 

ilvI (control positivo) y del gen fbpA (control negativo), los cuales se amplificaron por 

PCR utilizando los iniciadores que se indican en la Tabla IV diseñados en el 

laboratorio. Éstos, posteriormente se purificaron con columnas de afinidad 
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(Favorgen). Los fragmentos aroX-npsA, ilvI y fpbA purificados, se incubaron con 

concentraciones crecientes de la proteína recombinante His6-Lrp dializada (0, 0.1, 

0.2, 0.4 y 0.8 µM), L-Leucina (7 mM) (Montaguth et al., 2019), H2O y un buffer de 

unión [Tris-HCl pH 7.5 (200 mM), KCl (500 mM), ditiotreitol (10 mM) y glicerol al 50 

%], a temperatura ambiente durante 20 min. Se preparó un gel de poliacrilamida 

nativo al 6 % como se indica a continuación: 3 mL de acrilamida/bisacrilamida 30 % 

/ 0.8 %, 1.5 mL de TBE 5X, 10.52 mL de H2O, 100 µL de APS 10% y 16 µL de 

TEMED. La mezcla de reacción ADN-proteína se sometió a una electroforesis 

usando 100 V a temperatura ambiente por 90 min, usando como amortiguador TBE 

0.5 X. Posteriormente, el gel de poliacrilamida fue teñido con una solución de 

bromuro de etidio (10 mg/L) durante 10 s y se analizó en un equipo de 

transiluminación de UV. 

Tabla IV. Secuencia de los oligonucleótidos para amplificar por PCR las secuencias 
reguladoras de los genes a analizar en los EMSA. 

Oligonucleótido Secuencia (5’       3’) Referencia 

aroX-npsA-EMSA-F TCGCTCCAGAACGGCTGTT Rodríguez-Valverde et 

al., 2021 

aroX-npsA-EMSA-R CTGAATGCGTCATCACTCTCTC Rodríguez-Valverde et 

al., 2021 

ilvI-EMSA-F CGTTGAAGGTCAATAGCCGT Este trabajo 

ilvI-EMSA-R ATCTCCATGGTTTGCCTCCC Este trabajo 

fbpA-EMSA-F TTCCTGACCAGCGAGCTGCCG Ares et al., 2019 

fbpA-EMSA-F CCCCAGTACTCCCAGCTGTGC Ares et al., 2019 
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9.15 Comparación in silico de la secuencia nucleotídica del gen lrp de 

K. oxytoca con otras bacterias 

A la secuencia de nucleótidos del gel lrp de K. oxytoca se le realizó un alineamiento 

con el servidor blastn 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSe

arch&LINK_LOC=blasthome) para observar el porcentaje de identidad entre las 

secuencias nucleotídicas de especies del mismo género y entre diferentes 

bacterias. 

9.16 Comparación in silico de la proteína Lrp de K. oxytoca con otras 

Lrp. 

La secuencia de aminoácidos de la proteína Lrp de K. oxytoca fue modelada 

tridimensionalmente utilizando el software Phyre2 (Kelley y Sternberg, 2009) 

(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/). Por otro lado, se obtuvo el modelo 

cristalográfico de la base de datos del RCB PBD (http://www.rcbs.org) para hacer la 

comparación in silico entre ambas proteínas; Lrp de K. oxytoca y E. coli K-12 (PDB 

ID: 2GQQ). 

El análisis de las moléculas fue realizado por medio de Chimera (UCSF, 2018) 

haciendo una superposición de estructuras. Se utilizó también el software libre 

Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) para llevar a cabo un 

alineamiento múltiple de secuencias para identificar las secuencias altamente 

conservadas. El análisis de comparación entre las estructuras 3D de las proteínas 

se realizó utilizando el servidor DALI 

(http://ekhidna2.biocenter.helsinki.fi/dali/index.html#tabs-2) (Holm y Laakso, 2016) 

obteniendo el porcentaje de similitud entre las estructuras secundarias y la 

Desviación Cuadrática Media (RMSD) del alineamiento de las estructuras. 

9.17 Modelación de ligando y Docking molecular  

Se escogió como modelo de ligando la molécula de ADN de doble cadena de la 

región intergénica de aroX y npsA obtenida de la base de datos del NCBI 

(https://ncbi.nlm.nih.gov/). La estructura se modeló y se refinó utilizando una 

minimización con el programa Avogadro (Marcus et al., 2012).  

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/
http://www.rcbs.org/
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
http://ekhidna2.biocenter.helsinki.fi/dali/index.html#tabs-2
https://ncbi.nlm.nih.gov/


 

FACULTAD DE CIENCIAS QUÍMICAS 

 

47 
 

Se obtuvo el dímero de Lrp para K. oxytoca por medio de un docking entre la 

proteína utilizando el servidor Hdock (http://hdock.phys.hust.edu.cn/) (Yan et al., 

2020). 

Se realizó una simulación para el ligando ADN (aroX-npsA) con el modelo 

tridimensional de la proteína Lrp utilizando Hdock. Se guardó la mejor pose para 

cada uno de los modelos seleccionados. 

9.18 Identificación in silico de posibles promotores para los genes 
aroX y npsA 

Las secuencias de nucleótidos correspondientes a las regiones reguladoras de los 

genes aroX y npsA de  K. oxytoca MIT 09-7231 se descargaron en formato FASTA 

del servidor “NCBI: National Center for Biotechnology Information” 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov) y se analizaron mediante la herramienta 

bioinformática en línea “Neural Network Promoter Prediction” 

(https://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html) para la búsqueda de posibles 

secuencias promotoras sobre las regiones reguladoras de los genes aroX y npsA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://hdock.phys.hust.edu.cn/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html
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X. Resultados y discusión  

10.1 Caracterización de la cepa ∆lrp 

El ADN extraído tanto de la cepa silvestre, como de dos cepas candidatas mutantes 

en el gen lrp se utilizó para realizar la PCR utilizando iniciadores flanqueantes 

denominados CM los cuales se unen 50 pb río arriba y 50 pb río abajo del gen que 

se mutó. 

En la Figura 12 se observan los fragmentos amplificados por PCR del gen de 

resistencia a kanamicina en las cepas ∆lrp y del gen lrp en la cepa silvestre. En el 

carril 1 se observa el corrimiento electroforético del marcador de tamaño molecular 

1kb Plus (Thermo Scientific). En los carriles 2 y 3 se cargaron los productos de PCR 

al utilizar el ADN extraído de las colonias candidatas mutantes en el gen lrp en la 

PCR y se observaron amplicones de 1600 pb. En el carril 5 se observa el amplicón 

obtenido al amplificar el ADN de la cepa silvestre con los mismos oligonucleótidos. 

Los amplicones de 1600 pb correspondientes al tamaño del gen de resistencia a 

kanamicina (1500 pb) más 50 pb río arriba y 50 pb río abajo del gen lrp, confirmaron 

la deleción del gen lrp y la correcta inserción del gen de resistencia a la kanamicina 

en las dos colonias candidatas mutantes. El amplicón obtenido al utilizar el ADN de 

la cepa silvestre fue de 559 pb correspondiente al tamaño del gen lrp (459 pb) más 

50 pb rio arriba y 50 pb rio abajo relativos a las regiones amplificadas flanqueantes 

del gen. 
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Figura 12. Caracterización de las cepas mutantes lrp candidatas mediante la amplificación 
por PCR del gen de resistencia a la kanamicina y del gen lrp de K. oxytoca. Carril 1, Marcador 
de tamaño molecular 1 Kb plus (Thermo Scientific); carriles 2 y 3 amplicón correspondiente al gen 
de resistencia a kanamicina en las cepas ∆lrp. Carril 4 vacío. Carril 5 amplicón correspondiente al 

gen lrp en la cepa silvestre de K. oxytoca (control negativo). 

 

10.2 Cinéticas de crecimiento 

Se graficó la absorbancia de los cultivos en MM-N sin y con leucina a 37 ºC de las 

cepas silvestre y mutante ∆lrp durante 12 h. En el MM-N sin leucina, la cepa silvestre 

alcanzó la fase logarítmica media después de las 5 h y la fase estacionaria temprana 

después de las 8 h. En contraste, la cepa mutante ∆lrp alcanzó la fase logarítmica 

media después de las 6 h y la fase estacionaria temprana después de las 9 h (Figura 

13A). En el MM-N con leucina, la cepa silvestre alcanzó la fase logarítmica media 

después de las 5 h y la cepa mutante ∆lrp después de las 6 h. Ambas cepas, 

silvestre y mutante ∆lrp alcanzaron la fase estacionaria temprana a las 8 h (Figura 

13B). 
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Figura 13. Cinéticas de crecimiento de las cepas de K. oxytoca. Las cepas silvestre y mutante 
∆lrp se cultivaron en MM-N sin y con leucina y se incubaron a 37ºC en agitación por 12 h. A) Cinéticas 
de crecimiento en MM-N sin leucina B) Cinéticas de crecimiento en MM-N con leucina (100 mg/mL). 
La absorbancia se midió cada hora a una longitud de onda de 600 nm. Las barras de error indican 
la desviación estándar de tres eventos independientes. 

 

La ausencia de Lrp afectó el crecimiento de K. oxytoca en MM-N sin leucina en 

ambas fases de crecimiento, logarítmica y estacionaria. Esto coincidió con un 

reporte en C. difficile en donde también, la ausencia Lrp afectó su crecimiento en 

ambas fases de crecimiento en medio mínimo CD (Chen et al., 2019). Cuando al 

MM-N, se le adicionó leucina, la ausencia de Lrp afectó el crecimiento de K. oxytoca 

solo en la fase logarítmica. Este efecto podría deberse a que la proteína Lrp regula 

positivamente a los genes involucrados en la biosíntesis de la leucina (Shimada et 

al., 2015); por lo tanto, en ausencia de Lrp no hay la cantidad suficiente de leucina 

necesaria para el crecimiento óptimo bacteriano. En contraste, cuando al medio de 

cultivo se le adicionó leucina, la bacteria pudo utilizar a dicho aminoácido como 

fuente de nitrógeno y puedo crecer como la silvestre en la fase estacionaria de 

crecimiento. 

10.3 Extracción de ARN 

A partir de cultivos en fase estacionaria de las cepas silvestre y ∆lrp se extrajo el 

ARN total, se purificó y cuantificó obteniendo concentraciones entre 222.0 y 601.7 

ng/µL y purezas de 1.9 a 2.0 según el cociente de absorción 260/280 nm. 
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Después de realizar una electroforesis en gel de agarosa en condiciones 

desnaturalizantes, se determinó que el ARN extraído de las cepas en estudio 

presentó una integridad adecuada al observarse con nitidez las bandas 

correspondientes a los ARN ribosomales 23S y 16S (Figura 14). 

 

Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa al 1% en condiciones desnaturalizantes del ARN 
ribosomal (23S y 16S). En la figura, las imágenes A, B y C muestran la integridad del ARN después 
de la extracción y purificación, realizado en tres eventos independientes correspondiendo la figura A 
al primer evento, la figura B al segundo evento y la figura C al tercer evento. Todos los eventos fueron 
realizados bajo las mismas condiciones utilizando MM-N. 

Los experimentos en donde se utiliza el ARN requieren de una alta calidad de éste 

y que no se encuentre degradado. Es prioridad validar la integridad del ARN antes 

de la síntesis de ADNc. Debido a que las técnicas utilizadas generalmente requieren 

de equipos caros para su análisis, varios grupos de investigación se han dedicado 

a mejorar las técnicas utilizadas con normalidad para poder obtener buenos 

resultados. En la técnica donde se estudió el uso de hipoclorito de sodio como 

agente desnaturalizante, se extrajo ARN de células de carcinoma mamario de 

ratones 4T1.2 y se analizaron mediante electroforesis las muestras en geles de 

agarosa al 1%, los cuales contenían 20 ng/mL de ARNasa A y diferentes 

concentraciones de hipoclorito de sodio (0 a 5 % v/v). Se demostró que en presencia 

de 20 ng/mL de ARNsa A, pero en ausencia de hipoclorito de sodio (0 %) el ARN 

fue degradado. Sin embargo, la adición de hipoclorito de sodio a partir de una 
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concentración de 0.5 % evitó la degradación del ARN, ya que se observaron las 

bandas correspondientes a los ARN ribosomales eucarióticos 28S y 18S (Aranda et 

al., 2012). Debido a lo anterior, en el grupo de trabajo se ha utilizado esta 

metodología para el análisis del ARN extraído y ha sido de gran utilidad para 

determinar la integridad del ARN antes de proceder a la síntesis del ADNc. 

En todos los eventos, se observan dos bandas correspondientes al ARNr 23S, esto 

es debido a que en K. oxytoca el ARNr 23S tiene una secuencia de intervención 

conocida como hélice 25, la cual es escindida por la ARNasa III y se generan dos 

fragmentos de ARN ribosomal 23S: uno de 2.9 Kb correspondiente a los cuatro 

operones ribosomales que no tienen la hélice 25 y otro de 2.4 Kb correspondiente 

a los tres operones que sí la contienen (Wang et al., 2008). 

10.4 Expresión del gen normalizador 

Los valores de CT del gen rrsH en todas las condiciones estudiadas por PCR en 

tiempo real fueron muy similares, con valores entre 8.64 y 10.26, por lo cual fueron 

óptimos para aplicarlos en la fórmula 2-∆∆CT y de esta forma determinar la expresión 

genética en unidades de expresión relativa. 

10.5 Expresión de los genes aroX y npsA 

Se evaluó la expresión genética relativa de los genes aroX y npsA debido a que son 

los primeros genes de cada uno de los operones involucrados en la síntesis de la 

TV. En la Figura 15 se presenta la expresión relativa del gen aroX en las cepas 

silvestre y ∆lrp en ausencia y presencia de leucina en el medio. 

Cuando al MM-N se le adicionó leucina (100 g/ml), el nivel de expresión del gen 

aroX en la cepa silvestre incrementó 29.36 veces con respecto al medio sin leucina. 

En contraste, los niveles de expresión del gen aroX en las cepas silvestre y ∆lrp no 

presentaron diferencias estadísticamente significativas en ausencia o presencia de 

leucina. El efecto de la mutación en el gen lrp, únicamente se observó en presencia 

de leucina, en donde la expresión de aroX disminuyó 31.36 veces en la cepa ∆lrp 

con respecto a la cepa silvestre. 
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Figura 15. Expresión del gen aroX involucrado en la síntesis del precursor químico de la 
tilivalina. Expresión genética relativa en las cepas cultivadas en MM-N sin y con leucina. Los datos 
representan el promedio de tres experimentos independientes. ***p<0.001, ns: no significativo 
estadísticamente de acuerdo con la prueba t de student. 

 

El mismo efecto fue observado al evaluar la expresión del gen npsA (Figura 16). Es 

decir, cuando el medio de cultivo carecía de leucina, el nivel de expresión del gen 

npsA en la cepa silvestre incrementó 19.82 veces con respecto al medio sin leucina. 

En contraste, los niveles de expresión del gen npsA en las cepas silvestre y ∆lrp no 

presentaron diferencias estadísticamente significativas en ausencia o presencia de 

leucina. El efecto de la mutación en el gen lrp, únicamente se observó en presencia 

de leucina, en donde la expresión de npsA disminuyó 20.53 veces en la cepa ∆lrp 

con respecto a la cepa silvestre. 
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Figura 16. Expresión del gen npsA involucrado en la etapa final de la síntesis de tilivalina. 
Expresión genética relativa en las cepas cultivadas en MM-N sin y con leucina. Los datos representan 
el promedio de tres experimentos independientes. ***p<0.001, ns: no significativo estadísticamente 
de acuerdo con la prueba t de student. 

 

Estos resultados indican que la proteína Lrp activa la expresión de los genes aroX 

y npsA los cuales están involucrados en la biosíntesis de la toxina tilivalina. Además, 

la actividad reguladora de la proteína Lrp sobre ambos genes es dependiente de la 

presencia de la leucina. Al disminuir la expresión de los genes aroX y npsA en la 

cepa ∆lrp se infiere que se disminuirá la citotoxicidad de K. oxytoca sobre células 

epiteliales y consecuentemente se afectará la virulencia de la cepa; por lo tanto, la 

proteína reguladora Lrp serviría de objeto de estudio como blanco terapéutico o 

profiláctico para combatir la CHAA. 
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Los resultados obtenidos hasta el momento concuerdan con estudios previos en 

donde Lrp actúa como activador transcripcional. Lrp es un regulador transcripcional 

encontrado en un amplio rango de bacterias. En E. coli K-12 regula alrededor del 

10% de los genes, actuando como activador o represor. La mayoría de los genes 

regulados en E. coli K-12 se encuentran involucrados en el metabolismo de 

aminoácidos así como en el transporte de nutrientes y la formación de pilus 

(Brinkman et al, 2003; Cho et al., 2008; Graveline et al., 2011; Shimada et al., 2015). 

Además, se ha demostrado que Lrp regula genes de virulencia de algunos 

patógenos como Salmonella Typhimurium (Baek et al., 2009), Xenorhabdus 

nematophila (Cowles et al., 2007; Hussa et al., 2015), Vibrio cholerae (Lin et al., 

2007) y Citrobacter rodentium (Cordone et al., 2011). 

En 2017 se reportó que en la cepa ∆lrp de Vibrio vulnificus se disminuyó la expresión 

de genes de migración, virulencia y citotoxicidad. A comparación de la cepa 

silvestre, la cepa ∆lrp fue menos capaz de colonizar sitios de infección, también 

presentó la incapacidad de resistir la fagocitosis por macrófagos ya que la ausencia 

de la proteína generaba fallos en los mecanismos bactericidas. La regulación de 

genes involucrados en el transporte de hierro también se afectó y en consecuencia 

se disminuyó la biosíntesis de vulnibactina, un sideróforo importante de V. vulnificus. 

La disminución en la migración en la cepa ∆lrp se debió a un defecto en la 

quimiotaxis, pero no en la motilidad (Ho et al., 2017). 

En 2019 se reportó que en la cepa ∆lrp de S. linconlnensis se disminuyó la expresión 

de los genes lmbA, lmbC, lmbD, lmbK, lmbR y lmbV involucrados en la biosíntesis 

de lincomicina, siendo este estudio la primera evidencia experimental de la 

regulación directa de Lrp para la biosíntesis de un antibiótico en actinomicetos (Xu 

et al., 2019). 
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10.1 Sobreexpresión y purificación de la proteína Lrp 

Se obtuvo el extracto total y seis fracciones de la proteína recombinante, las cuales 

se analizaron en un SDS-PAGE (Figura 17). Se observó una banda de 19.7 kDa en 

las seis fracciones eluídas, correspondiente al peso molecular de la proteína Lrp 

más la etiqueta de seis histidinas en su extremo amino (His6-Lrp).  

 

 

Figura 17. Electroforesis de la proteína recombinante Lrp en gel de poliacrilamida. Se observa 
en el carril 1 el marcador de peso molecular de Thermo Scientific™ PageRuler™, en el carril 2 el 
extracto total de la proteína recombinante Lrp, en los carriles 3, 4, 5, 6, 7 y 8 se observan las 
fracciones recolectadas a partir de la purificación con la presencia de una banda de 19.7 kDa 
correspondiente al peso molecular de la proteína His6-Lrp. 

 

Posteriormente, todas las fracciones de proteína recombinante His6-Lrp purificadas 

se juntaron y se sometieron a diálisis por medio de una membrana de celulosa y 

una solución amortiguadora. La proteína recombinante His6-Lrp dializada se analizó 

nuevamente mediante SDS-PAGE (Figura 18), observándose una banda de 

19.7kDa. Finalmente, la proteína se cuantificó con el método de Bradford 

obteniéndose una concentración de 200 µg/mL. Este valor se dividió entre el peso 

molecular de la proteína recombinante His6-Lrp para obtener su concentración 

molar, obteniédose un resultado de 10.15 M. 
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Figura 18. Electroforesis de la proteína Lrp dializada en gel de poliacrilamida. Se observa en el 
carril 1 el marcador de peso molecular de Thermo Scientific™ PageRuler™, en el carril 2 la proteína 
Lrp dializada con un peso molecular de 19.7 kDa. 

En estudios previos, se ha obtenido esta misma proteína recombinante con la 

utilización del mismo plásmido (pT6-Lrp) (Medina-Aparicio et al., 2011; Rebollar-

Flores et al., 2020). 

10.2 Unión de la proteína Lrp a la región intergénica de los genes 

aroX y npsA  

Se realizaron ensayos de retardo en la movilidad electroforética (EMSA, por sus 

siglas en inglés: “Electrophoretic Mobility Shift Assay”) utilizando la proteína 

recombinante His6-Lrp y sondas de ADN. Lrp se unió a la región intergénica de los 

genes aroX y npsA ya que se observaron la formación de los complejos Lrp-ADN 

utilizando 0.4 y 0.8 µM de His6-Lrp. Se utilizaron como controles positivo y negativo 

a las regiones reguladoras de los genes ilvI y fbpA, respectivamente (Figura 19). 

Los resultados indicaron que la proteína Lrp se une a la región reguladora 

intergénica aroX-npsA y por lo tanto el papel activador de Lrp es de manera directa. 
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Figura 19. Ensayo de movilidad electroforética muestra la unión de Lrp a la región intergénica 
de los genes aroX y npsA. En la imagen A se observa la unión de la proteína Lrp a la región 
intergénica de los genes aroX y npsA. En la imagen B y C se utilizaron las regiones reguladoras ilvI 
y fbpA como controles positivo y negativo respectivamente. Se colocaron 100 ng de ADN de cada 
una de las sondas de las regiones reguladoras se mezcló y se incubó con concentraciones crecientes 
(µM) de la proteína recombinante His6-Lrp. El gel se tiñó como bromuro de etidio resaltando el ADN 
libre y la formación de los complejos Lrp-ADN. 

 

Estos resultados coinciden con otros obtenidos previamente en otros grupos de 

trabajo, en donde se demostró la unión de la proteína Lrp: a la región reguladora del 

gen casA en Salmonella enterica serotipo Typhi (Medina-Aparicio et al., 2011), a la 

región reguladora del gen fimA de Salmonella enterica serotipo Typhimurium (Baek 

et al., 2011), a la región reguladora del operón LEE1 de Citrobacter rodentium 

(Cordone et al., 2011), a la región reguladora del gen alaE de E. coli K-12 (Ihara et 

al., 2017) y a la región reguladora del gen eamA en Pseudomonas aeruginosa 

(Modrzejewska et al., 2021). 

10.3 Análisis de alineamiento de nucleótidos 

Un análisis de alineamiento de nucleótidos nos permite saber la identidad entre 

especies y géneros de una secuencia específica, en este caso de la proteína Lrp ya 

que al ser un regulador global se puede encontrar en una gran variedad de 

microorganismos. La tabla V muestra el porcentaje de identidad obtenido a través 

de BLASTn para diversas especies de Klebsiella y algunas otras bacterias 

comparándolas con la secuencia de K. oxytoca MIT 09-7231. En las tres especies 

dentro del mismo género se observa que el porcentaje de identidad no es menor al 

95.96% y en las otras bacterias el valor más bajo fue de 85%, esto concuerda con 
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estudios donde se ha reportado que esta proteína se encuentra altamente 

conservada entre bacterias (Newman and Lin, 1992; Brinkman et al., 2003; Peeters 

and Charlier, 2010). 

Tabla V. Alineamiento de nucleótidos de la proteína Lrp de K. oxytoca con diversas bacterias. 

Microorganismo Porcentaje de identidad 

Klebsiella pneumoniae 98.38 

Klebsiella rhinoscleromatis 96.00 

Klebsiella variicola 95.96 

Salmonella enterica 87.68 

Shigella flexneri 88.69 

Escherichia coli K12 85.00 

Enterococcus gallinarum 88.69 

Enterobacter hormaechei 90.52 

Enterobacter cloacae 91.52 

Citrobacter rodentium 90.30 

 

10.4 Análisis de alineamiento de aminoácidos 

La proteína Lrp de E. coli K.12 es la mejor estudiada por lo que se tomó la decisión 

de comparar la proteína de K. oxytoca con esta (Brinkman et al., 2003). 

Los resultados obtenidos en el alineamiento mostraron que 163 aminoácidos de los 

164 que conforman a la proteína son idénticos (99.3% de identidad). Solo el 

aminoácido de la posición 95 de la proteína cambió de serina, en E. coli, por 

treonina, en K. oxytoca. Sin embargo, ambos aminoácidos pertenecen al mismo 
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grupo de acuerdo con sus propiedades fisicoquímicas (polares sin carga), incluso 

ambos poseen un grupo hidroxilo en su cadena lateral R. Así, ambas proteínas 

poseen un 100% de similitud (Figura 20). 

 

 

Figura 20. Alineamiento múltiple con Clustal Omega. KQ235799.1:2328660-2329154 Lrp K. 
oxytoca MIT 09-7231, D11105.1:462-956 Lrp E. coli K-12 (PBD: 2GQQ). Las posiciones idénticas se 

encuentran marcadas con asterisco, los dos puntos indican que ambos aminoácidos pertenecen al 
mismo grupo de acuerdo con sus propiedades fisicoquímicas. 

 

La figura 21 muestra la superposición de estructuras utilizando el software Chimera 

para analizar la similitud por medio de la superposición de las estructuras. El análisis 

de alineamiento de estructuras tridimensionales utilizando DALI (Holm y Laakso, 

2016) mostró que ambas proteínas comparten 99% de similitud en la secuencia de 

aminoácidos y de similitud en la estructura de la proteína (RMSD= 0 Å). 
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Figura 21. Modelado tridimensional de las proteínas Lrp. Modelo “de cintas” para las proteínas 
Lrp de E. coli K-12 (azul) (PDB: 2GQQ) y Lrp de K. oxytoca MIT 09-7231 (verde). Visualizado en 
Chimera. 

Los resultados del alineamiento de aminoácidos mostraron que existe solo un 

aminoácido que es diferente entre estas proteínas, este se encuentra en la posición 

95 de los 164 aminoácidos, para E. coli este aminoácido es una treonina y para K. 

oxytoca una serina, ambos aminoácidos pertenecen a la clasificación polares sin 

carga y poseen un grupo hidroxilo y tienen como diferencia que la treonina posee 

un carbono más en su estructura. En la figura 22 se observa la posición de este 

aminoácido en ambas estructuras. 
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Figura 22. Modelado tridimensional de Lrp. Modelo “de cintas” para Lrp de E. coli K-12 (azul) 
(PDB: 2GQQ). En color rojo se marca la posición 95 correspondiente al aminoácido treonina, el cual 
representa la única diferencia entre esta proteína y la de K. oxytoca. Visualizado en Chimera. 

10.5 Docking molecular  

Se obtuvieron dos resultados del docking molecular entre la región de ADN aroX-

npsA y el dímero de Lrp de K. oxytoca. El primer modelo que se muestra en las 

figuras 23 y 24 es la predicción de unión para la regulación de la transcripción del 

gen npsA ya que la interacción se da en la cadena 5’ a 3’. El puntaje LG para este 

docking fue de 3.842 y MaxSub de 0.298, estos dos juntos indican la calidad que 

tiene el modelo de la proteína para ser usado en la interacción. El valor obtenido 

para el puntaje del docking fue de -216.91. Estos valores indican que la predicción 

fue buena y puede usarse para el estudio de la interacción, las funciones de 
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puntuación nos ayudan a predecir de forma aproximada la afinidad de unión entre 

dos moléculas una vez acopladas, el proceso para clasificar que ligandos tienen 

mayor probabilidad de que interactúen favorablemente con un receptor en particular 

se mide en función de la energía libre de la unión predicha, por lo tanto, en el caso 

del puntaje de docking, entre menor sea el número es más probable que se cumpla 

la predicción. Los aminoácidos de la proteína que se encuentran involucrados en la 

interacción son arginina 28, valina 32, glutamato 33, lisina 36, glutamato 47, arginina 

50, arginina 51, glutamato 53 y arginina 54. 

 

Figura 23. Acoplamiento molecular entre el ADN aroX-npsA con el dímero de Lrp de K. 
oxytoca. En color amarillo se observa la cadena 5’ a 3’ mientras que en gris tenemos la cadena 3’ a 
5’, de color verde se marca el sitio putativo de unión de Lrp. En color rosa se tiene el dímero de Lrp, 
y en azul los aminoácidos involucrados en la interacción con el ADN. 
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Figura 24. Acercamiento al acoplamiento molecular entre el ADN aroX-npsA con el dímero de 
Lrp de K. oxytoca. En color amarillo se observa la cadena 5’ a 3’ mientras que en gris tenemos la 
cadena 3’ a 5’, de color verde se marca el sitio putativo de unión de Lrp. En color rosa se tiene el 
dímero de Lrp, y en azul los aminoácidos involucrados en la interacción con el ADN. 

 

El segundo modelo que se muestra en las figuras 25 y 26 es la predicción de unión 

para la regulación de la transcripción del gen aroX ya que la interacción se da en la 

cadena 3’ a 5’. El puntaje de LG fue de 3.868 y de MaxSub 0.317. El puntaje del 

docking fue de -209.64 indicando que los modelos son buenos para realizar el 

análisis. Los aminoácidos de la proteína que se encuentran involucrados en la 

interacción son aspartato 26, arginina 28, isoleucina 29, serina 30, valina 32, 

glutamato 33, leucina 34, lisina 36, arginina 37, leucina 46, glutamato 47 y arginina 

50 
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Figura 25. Acoplamiento molecular entre el ADN aroX-npsA con el dímero de Lrp de K. 
oxytoca. En color amarillo se observa la cadena 3’ a 5’ mientras que en gris tenemos la cadena 5’ a 
3’, de color verde se marca el sitio putativo de unión de Lrp. En color rosa se tiene el dímero de Lrp, 
y en azul los aminoácidos involucrados en la interacción con el ADN. 
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Figura 26. Acercamiento al acoplamiento molecular entre el DNA aroX-npsA con el dímero de 
Lrp de K. oxytoca. En color amarillo se observa la cadena 3’ a 5’ mientras que en gris tenemos la 
cadena 5’ a 3’, de color verde se marca el sitio putativo de unión de Lrp. En color rosa se tiene el 
dímero de Lrp, y en azul los aminoácidos involucrados en la interacción con el ADN. 
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10.6 Identificación in silico de promotores para aroX y npsA 

Se identificó un promotor en la cadena codificante del gen aroX con un puntaje de 

probabilidad de 0.96 (Figura 27) y uno en la cadena codificante del gen npsA con 

un puntaje de probabilidad de 0.91 (Figura 28). El sitio de inicio de la transcripción 

para el gen aroX es un nucleótido cuya base nitrogenada es timina (T) y se 

encuentra localizado 151 nucleótidos río arriba del triplete ATG, el cual codifica para 

el codón de inicio. El sitio de inicio de la transcripción para el gen npsA es un 

nucleótido cuya base nitrogenada es adenina (A) y se encuentra localizado 163 

nucleótidos río arriba del triplete ATG.  

Con base en lo anterior, el análisis in silico sugiere que la expresión de ambos genes 

pudiera estar sujeta a regulación por “riboswitch” ya que poseen una secuencia lider 

muy larga en el contexto procariótico (Hollands et al., 2012). La regulación mediada 

por “riboswitch” ocurre principalmente en genes que codifican para enzimas 

involucradas en el metabolismo (Bastet et al., 2018) y ésto es consistente con los 

genes aroX y npsA, los cuales están involucrados en la síntesis del metaboilito 

tóxico TV. De hecho, aroX codifica para una enzima que en conjunto con otras 

enzimas participan en la vía del Shikimato para la síntesis de los aminoácidos 

aromáticos (tirosina, fenilalanina y triptófano) (Stogios et al., 2022). 

En los promotores identificados in silico, se ubicaron las cajas -10 y -35. Para el 

promotor del gen aroX (Figura 24), la caja -10 fue TATAAA, coincidiendo cinco de 

seis nucleótidos de la secuencia consenso reportada (TATAAT) y la caja -35 fue 

ATAACA, coincidiendo cuatro de seis nucleótidos de la secuencia consenso 

reportada (TTGACA). Para el promotor del gen npsA (Figura 25), la caja -10 fue 

TAGACT, coincidiendo cuatro de seis nucleótidos de la secuencia consenso 

reportada (TATAAT) y la caja -35 fue TTGACT, coincidiendo cinco de seis 

nucleótidos de la secuencia consenso reportada (TTGACA).  
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Finalmente, se localizaron y se marcaron en color azul celeste los sitios putativos 

para la unión de Lrp identificados mediante docking molecular, los cuales se 

encontraron localizados -107 y -92 nucleótidos río arriba con respecto al sitio de 

inicio de la transcripción (+1), para aroX y npsA, respectivamente (Figuras 24 y 25). 

Éstos resultados sugieren que la regulación de ambos genes por la proteína Lrp 

podría ser de tipo clase I; es decir, que al unirse Lrp en esas posiciones interactuaría 

con el extremo carboxilo terminal de las dos subunidades alfa de la ARN polimerasa, 

favoreciendo así su interacción sobre las cajas -10 y -35 en el promotor para activar 

la transcripción (Browning and Busby 2004; Browning and Busby, 2016).  

 

 

Figura 27. Identificación in silico del promotor para el gen aroX. Se muestra subrayado el posible 
promotor identificado, así como el puntaje de probabilidad obtenido. Se indican en negritas: el  triplete 
que codifica para el codón de inicio, el sitio de inicio de la transcripción (+1) y las cajas -10 y -35. En 
color azul celeste se indica el sitio putativo de unión para la proteína Lrp, el cual se obtuvo mediante 
docking molecular. 
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Figura 28. Identificación in silico del promotor para el gen npsA. Se muestra subrayado el 
posible promotor identificado, así como  el puntaje de probabilidad obtenido. Se indican en negritas: 
el triplete que codifica para el codón de inicio, el sitio de inicio de la transcripción (+1) y las cajas -10 
y -35. En color azul celeste se indica el sitio putativo de unión para la proteína Lrp obtenido mediante 
docking molecular. 

 

En conjunto, todos los resultados obtenidos en este trabajo constituyen el primer 

estudio de la actividad reguladora de la proteína Lrp en K. oxytoca y sugieren un 

blanco para el desarrollo de moléculas que inhiban la actividad reguladora de Lrp y 

consecuentemente la virulencia de K. oxytoca. 

 

 

 

 

 

 

 



 

FACULTAD DE CIENCIAS QUÍMICAS 

 

70 
 

XI. Conclusiones 

• La proteína Lrp activa la expresión de los genes aroX y npsA los cuales son 

indispensables para la biosíntesis de la citotoxina TV de K. oxytoca. 

• La actividad reguladora de Lrp sobre los genes aroX y npsA es dependiente 

de leucina. 

• Los ensayos de interacción DNA-proteína demostraron que la actividad 

reguladora de Lrp es de manera directa mediante la interacción con la región 

reguladora intergénica de los genes aroX y npsA.   

• Mediante análisis in silico se determinó que existe un posible promotor para 

cada uno de los genes en estudio (aroX y npsA) y dos sitios putativos de 

unión de Lrp localizados río arriba de las cajas -35, sugiriendo un probable 

mecanismo de activación clásico para ambos genes. 
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XII. Recomendaciones 

Con el objetivo de dar continuidad a este proyecto, es necesario tomar en cuenta 

las siguientes recomendaciones para mayor obtención de avances: 

• Realizar la complementación de la cepa ∆lrp con el objetivo de determinar si 

se restablecen los niveles de expresión con respecto a la cepa silvestre. 

• Evaluar el efecto citotóxico de la cepa ∆lrp sobre células epiteliales y 

compararlo con el efecto citotóxico de la cepa silvestre. 

• Realizar mutaciones puntuales de los posibles sitios de unión de Lrp y 

confirmar in vitro su relevancia para la unión de dicha proteína sobre estas 

regiones del ADN. 

• Cuantificar  la TV en los sobrenadantes de las cepas en estudio por 

cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC) o por resonancia magnética 

nuclear (NMR). 

• Evaluar el efecto citotóxico de las cepas utilizando un modelo murino.  
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