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Resumen 
K. pneumoniae es un patógeno que infecta 
principalmente a pacientes inmunocomprometidos 
que son hospitalizados y sufren de enfermedades 
severas. Los factores de virulencia más importantes 
de K. pneumoniae son: la cápsula, los pilis, el 
lipolisacárido, las proteínas de membrana externa y 
los sideróforos. El genoma de las enterobacterias 
codifica para proteínas nucleoides, las cuales 
estructuran el DNA bacteriano y regulan la 
expresión transcripcional de diversos genes. H-NS, 
FIS, IHF y HU son proteínas asociadas al 
nucleoide  que estructuran el genoma bacteriano y 
se han involucrado en la regulación de la expresión 
genética de diversos factores de virulencia en 
muchas bacterias patógenas. En este trabajo, 
nuestro grupo de investigación describió el efecto 
de H-NS, FIS, IHF y HU sobre la transcripción de 
los genes que codifican para la cápsula, los pilis, el 
lipolisacárido, las proteínas de membrana externa y 
los sideróforos de K. pneumoniae. Nuestros 
resultados muestran que estas proteínas nucleoides 
actúan como reguladores maestros que controlan la 
expresión de los factores de virulencia de K. 
pneumoniae. 
 
Palabras clave:  Klebsiella pneumoniae, proteínas 
asociadas al nucleoide, H-NS, FIS, IHS, HU. 

Abstract 
K. pneumoniae is a pathogen that mainly infects 
immunocompromised patients that are hospitalized and 
suffer from severe diseases. The most important 
virulence factors of K. pneumoniae are: the capsule, 
pilis, lipopolysaccharide, outer membrane proteins and 
siderophores. The genome of the enterobacteria 
encodes nucleoid proteins, which structure the bacterial 
DNA and regulate the transcriptional expression of 
many genes. H-NS, FIS, IHF and HU are nucleoid 
associated proteins that structure the bacterial genome 
and have been involved in the regulation of the genetic 
expression of various virulence factors in many 
pathogenic bacteria. In this work, our research group 
describes the effect of H-NS, FIS, IHF and HU on the 
transcription of the genes that code for the capsule, 
pilis, lipopolysaccharide, outer membrane proteins and 
siderophores of K. pneumoniae. Our results show that 
these nucleoid proteins act as master regulators that 
control the expression of virulence factors of K. 
pneumoniae. 
 
 
 
 
 
Key words:  Klebsiella pneumoniae, nucleoid 
associated proteins, H-NS, FIS, IHS, HU. 
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Introducción 
 
Klebsiella pneumoniae 
 

Klebsiella pneumoniae es un bacilo Gram 
negativo, anaerobio facultativo, no móvil y 
capsulado perteneciente a la familia 
Enterobacteriaceae, está presente de manera ubicua 
en el ambiente y es saprófito natural del tracto 
gastrointestinal y de la nasofaringe en humanos y 
animales [1]. K. pneumoniae es considerado uno de 
los patógenos oportunistas, el cual se asocia 
frecuentemente a infecciones del tracto urinario y a 
neumonía en personas sanas [2]. Sin embargo, en 
personas inmunocomprometidas puede ocasionar 
infección biliar, peritonitis, meningitis, septicemia y 
abscesos hepáticos [3]. Además, es una de las 
bacterias aisladas con mayor frecuencia de 
pacientes, tanto adultos como pediátricos, con 
infección nosocomial en diferentes regiones del 
mundo, incluyendo América Latina [4-6]. 

 
Una de las características más importantes de K. 

pneumoniae es su alta resistencia a los antibióticos, 
principalmente a los beta-lactámicos; esto debido 
principalmente a la producción de beta-lactamasas, 
las cuales hidrolizan a dichos antibióticos inhibiendo 
su actividad [7].  
 
Factores de virulencia de K. pneumoniae 

 
Al ser un microorganismo oportunista, K. 

pneumoniae sólo puede dañar al hospedero cuando 
alcanza tejidos que normalmente son estériles o 
cuando afecta a pacientes inmunocomprometidos. 
Los principales factores implicados en la  virulencia 
de K. pneumoniae son: el lipopolisacárido (LPS), los 
sideróforos, las proteínas de membrana externa, los 
pili y la cápsula; todos ellos le permiten a la bacteria 
entrar y multiplicarse en el hospedero [8,9]. 

 
La cápsula es un polisacárido compuesto 

principalmente por glucosa, galactosa, fucosa, 
manosa, ramnosa y ácidos urónicos [10]. Esta 
cápsula es importante para la bacteria ya que le 
permite evadir al sistema inmunológico impidiendo 
la fagocitosis [11]. La cápsula de K. pneumoniae le 
proporciona una alta resistencia a la desecación, así 
como protección frente a la fagocitosis mediada por 
los polimorfonucleares y macrófagos [12]. 

 
Los pili o fimbrias son estructuras filamentosas 

no flagelares que permiten la adherencia de la 
bacteria sobre superficies bióticas y abióticas. Los 
principales pili descritos en K. pneumoniae son: el 
pilus tipo 1, el pilus “Escherichia coli common 

pilus” (ECP) y el pilus tipo 3 [13]. El pilus tipo 1 
reconoce receptores de las superficies celulares que 
contienen manosa y está involucrado en la 
adherencia a las células del epitelio renal, 
considerándose indispensable para producir 
infección de vías urinarias. El pilus ECP está 
presente en todos los patotipos y cepas comensales 
de E. coli [14] y también está presente en K. 
pneumoniae, expresándose durante la formación de 
biopelículas y al contacto con células epiteliales 
HeLa [13]. El pilus tipo 3 en K. pneumoniae juega 
un papel importante en su patogenicidad, 
confiriendo adherencia a células eucariotas y durante 
la formación de biopelículas [13,15-17]. 

 
El LPS tiene actividad endotóxica debido al 

lípido A, que provoca la activación de los 
macrófagos e induce una respuesta inflamatoria con 
un efecto pirogénico. Por otro lado, las cadenas de 
polisacárido del antígeno “O” facilitan el proceso 
inicial de adherencia y confieren resistencia al 
microorganismo contra la actividad bactericida del 
suero [1]. 

 
Los sideróforos constituyen otro factor de 

virulencia en K. pneumoniae ya que son moléculas 
que le permiten captar hierro bajo condiciones 
limitantes de dicho metal en el hospedero, siendo el 
hierro un factor esencial para el crecimiento 
bacteriano, funcionando principalmente como 
catalizador de reacciones de óxido-reducción de 
proteínas que participan en transporte de electrones 
y oxígeno [1]. 

 
K. pneumoniae presenta tres principales 

proteínas de membrana externa (PME): OmpA, 
OmpK35 y OmpK36. La proteína OmpA es una de 
las PME mayoritarias en bacterias Gram negativas y 
en K. pneumoniae ayuda a la resistencia contra los 
péptidos catiónicos antimicrobianos y a la evasión 
de la fagocitosis mediada por macrófagos alveolares 
[18]. Las proteínas OmpK35 y OmpK36 constituyen 
las porinas de mayor importancia en K. pneumoniae 
a través de las cuales difunden moléculas 
hidrofílicas, tales como nutrientes, hacia el interior 
de la bacteria y son expulsadas hacia el exterior 
moléculas dañinas para la bacteria, como los 
antibióticos. Se ha demostrado que la ausencia de 
dichas porinas remodelan la superficie de K. 
pneumoniae e incrementan la adherencia de la 
bacteria a los macrófagos, lo que origina una mayor 
susceptibilidad a la fagocitosis [19]. 
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Proteínas asociadas al nucleoide 
 

Las proteínas asociadas al nucleoide (NAPs, por 
sus siglas en inglés) se describieron inicialmente en 
el mantenimiento de la arquitectura del cromosoma 
y posteriormente en la regulación de diversos 
procesos del DNA bacteriano [20]. La mayoría de 
las NAPs poseen actividad de unión al DNA y una 
habilidad para alterar la trayectoria de la molécula 
de DNA ya sea doblándolo, envolviéndolo o 
puenteándolo. Además, muchas NAPs pueden influir 
en la transcripción de manera positiva o negativa. De 
las NAPs más estudiadas en enterobacterias se 
encuentran H-NS (Histone-like Nucleoid 
Structuring), FIS (Factor of Inversion Stimulation), 
IHF (Integration Host Factor) y HU (Histone-U93 
strain). 
 
H-NS 
 

H-NS es una proteína de unión a DNA 
compuesta de 137 aminoácidos (15 KDa) y de gran 
abundancia en las bacterias (20,000 copias). Es una 
molécula que contiene un dominio de 
oligomerización en el extremo amino terminal y un 
dominio de unión a DNA en el extremo carboxilo 
terminal; ambos dominios se encuentran conectados 
por un enlazador flexible [21,22]. H-NS en solución 
forma dímeros que tienen la capacidad de formar 
puentes DNA-H-NS-DNA, ya sea entre moléculas 
de DNA separadas o entre diferentes regiones de la 
misma molécula de DNA; es considerado un 
regulador maestro que reprime la transcripción de un 
5% al 12% del genoma en enterobacterias [23-25]. 
H-NS se une a secuencias ricas en A+T y puede 
formar sitios de nucleación que son de alta afinidad 
para la unión de la proteína H-NS, donde esta podría 
extenderse lateralmente en todo el DNA, formando 
estructuras tipo horquillas [26,27]. H-NS actúa como 
un silenciador de los genes adquiridos por 
transferencia horizontal, tales como las islas de 
patogenicidad, permitiéndoles ser incorporados 
dentro del genoma en un estado quiescente, evitando 
que su expresión descontrolada  comprometa su 
viabilidad celular [21,28]. 
 
HU 
 

La proteína HU tiene dos subunidades: HUα y 
HUβ. La forma funcional de HU es dimérica y el 
heterodímero αβ es la forma dominante [29]. Las 
interacciones HU-DNA parecen ser inespecíficas, 
pero esta proteína tiene una preferencia por la unión 
a regiones distorsionadas del DNA [30], como las 
curvas o las uniones de cuatro vías, siendo 
consistente con el papel de HU en la recombinación. 

Las interacciones HU-DNA pueden dar lugar a 
curvaturas si actúan como dímeros individuales, 
pero cuando actúan de manera cooperativa en un 
modo de unión lado a lado, estabilizan la hélice del 
DNA en el nucleoide [31]. La participación de la 
proteína HU para modelar la topología del DNA 
demostró que desempeña un papel en la modulación 
de los perfiles de transcripción en E. coli, lo que 
tiene importante impacto en la fisiología celular 
[32]. La influencia de HU en E. coli incluyen la 
expresión de genes involucrados en respiración 
anaeróbica, respuestas celulares al estrés osmótico, 
al estrés ácido y la respuesta al daño del DNA [32-
34]. En Salmonella Typhimurium, HU controla tres 
regulones que coordinan la virulencia, respuesta al 
estrés y fisiología general [35]. En Helicobacter 
pylori, la proteína HU está involucrada en la 
reparación por recombinación y es capaz de proteger 
al DNA contra el daño oxidativo [36]. 
 
IHF 
 

La proteína IHF (factor de integración al 
hospedero, por sus siglas en inglés) es una proteína 
de unión al DNA con funciones en la organización 
estructural del DNA local, está conformada por las 
subunidades α y β codificadas en diferentes genes; 
las dos subunidades tienen aproximadamente un 
35% de identidad entre sí [37]. La proteína IHF 
reconoce un sitio asimétrico específico en el DNA 
con una secuencia consenso de 13 pb 
WATCAANNNNTTR, donde W representa A o T y 
R representa A o G [38]. Esta proteína participa en 
la regulación transcripcional en bacterias Gram 
negativas e inicialmente fue descrita como un 
cofactor en la recombinación de sitio especifico del 
fago lambda [39]. La función principal de la proteína 
IHF es inducir curvas de hasta 180° sobre el DNA. 
La proteína IHF tiene algunas de las características 
de un factor de transcripción convencional, siendo 
capaz de reclutar a la RNA polimerasa hacia los 
promotores blanco. Además de su actividad de 
doblado del DNA, puede influir en la transcripción 
facilitando el contacto entre las proteínas 
reguladoras y la RNA polimerasa [40]. La proteína 
IHF de S. Typhimurium y Vibrio cholerae regulan la 
expresión de proteínas de la fase estacionaria y 
genes de virulencia [41,42]. En E. coli la proteína 
IHF activa la expresión de un conjunto específico de 
genes necesarios para la resistencia a ácido [43]. 
 
FIS 
 

La proteína FIS (factor de estimulación para la 
inversión, por sus siglas en inglés) es una pequeña 
proteína de unión al DNA que consiste en cuatro 
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hélices α que existen como homodímeros en 
solución [44,45]. La proteína FIS no es esencial para 
la supervivencia bacteriana pero es un regulador 
global de la expresión genética en muchas bacterias 
Gram negativas [46]. FIS fue originalmente 
identificado como un factor requerido para estimular 
las reacciones de inversión de DNA específicas del 
sitio mediada por la familia de recombinasas de 
DNA Hin, Gin y Cin [47], y está involucrada en 
muchos de los aspectos fundamentales de la vida de 
la célula, tales como el inicio de la replicación del 
DNA cromosómico. Se sabe que FIS tiene un sitio 
de unión especifico en las posiciones 206 a 221 
dentro del OriC de E. coli; la unión de FIS a este 
sitio resulta en un impedimento estérico para la 
unión de la proteína DnaA y por lo tanto representa 
un punto de control en el proceso de replicación 
[48]. La proteína FIS dobla el DNA causando 
inversiones y otros cambios en la topología y regula 
positivamente la transcripción a través del contacto 
con la subunidad a de la RNA polimerasa [20,49]. 
La participación de FIS en el proceso de la 
transcripción ha sido descrita en E. coli donde FIS se 
une a una región de activación de secuencias arriba, 
contribuyendo a la actividad extremadamente alta 
del promotor rrnB P1 de E. coli [50]. En esta misma 
bacteria, FIS es un activador directo de muchos 
genes involucrados en la traducción y la motilidad 
flagelar [51]. En Pasteurella multocida FIS regula la 
expresión de varios factores de virulencia, incluidos 
los de la producción de cápsula [52]. En Salmonella 
Typhimurium, FIS participa en la patogenicidad de 
esta bacteria ya que regula 63 de los 94 genes de las 
islas de patogenicidad 1 y 2 [53]. 

 
Material y métodos 
 
Cepa bacteriana, líneas celulares y medios de 
cultivos 
 

Para este estudio se empleó la cepa de K. 
pneumoniae 123/01 [54]. Los cultivos bacterianos se 
realizaron en el medio Luria Bertani (LB) (DIFCO). 
Los medios de cultivo se suplementaron con 
antibióticos. La concentración final de los 
antibióticos utilizados fueron las siguientes: 
ampicilina a 200 µg/ml, kanamicina a 50 µg/ml  y 
cloranfenicol a 30 µg/ml. 
 
Generación de mutantes nulas 
 

A partir de la cepa silvestre de K. pneumoniae se 
inactivaron los genes hns, fis, himA, hupB, presentes 
en el cromosoma bacteriano, reemplazando su 
secuencia nucleotídica por un gen de resistencia a 
kanamicina; dicho gen se generó por PCR, 

utilizando oligonucleótidos que contienen ciertas 
secuencias homólogas de los genes a mutar. Debido 
a esto las secuencias permitieron la recombinación 
homóloga, mediante la recombinasa lambda-Red 
(pKD119), en las regiones flanqueantes a cada gen 
[55]. 
 
RT-PCR cuantitativa 
 

La extracción del RNA total se realizó utilizando 
el método del fenol ácido [56]. El DNA residual se 
eliminó usando DNasa TURBO (Ambion, Inc.) y la 
calidad del RNA se evaluó utilizando un NanoDrop 
(ND-1000; ThermoScientific) y un bionalizador 
Agilent 2100 con Picochip (Agilent Technologies). 
El cDNA se preparó con 1 μg de RNA, hexámeros 
de “random primers” (0.2 μg/μl) y M-MulV-RT 
(20U/μl). Se diseñaron oligonucleótidos específicos 
usando el software Primer3 Plus 
(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/ 
primer3plus.cgi /) y son listados en la Tabla I. Para 
las reacciones qPCR se realizó la siguiente mezcla: 
3.0 μl de agua, 1.0 μl (10 μM) de cada 
oligonucleótido, 10 μl de Master Mix 
2xSYBRGreen I y 5.0 μl de cDNA (50–100 ng). 
Una placa de 96 pozos fue sellada y centrifugada a 
1500 g. La reacción de amplificación fue realizada 
por triplicado para cada muestra usando las 
siguientes condiciones: desnaturalización 
(95oC/10min); amplificación y cuantificación 
repetida por 45 ciclos (95oC/10s, 57oC/20s, 72oC/30s 
con una fluorescencia sencilla);  curva de 
desnaturalización (95oC/10s, 65oC/60s con 
fluorescencia continua a 97oC); y finalmente  la 
etapa de enfriamiento a 4oC/10s. El rRNA 16S fue 
usado como gen de referencia para la normalización 
y la expresión relativa fue calculada usando el 
método de 2Ct [57]. 

 
Tabla I. Lista de primers usados en este estudio 

 
Iniciador Secuencia (5’-3’) Referencia 

rrsH-5´ CAG CCA CAC TGG AAC TGA GA [54] 

rrsH-3´ GTT AGC CGG TGC TTC TTC TG [54] 

galF-5´ CAA AGG CAA TTC CAA AGG AG [54] 

galF-3´ TGC GTC ACC AGA ACA ATC TC [54] 

wzi-5´ CAG GGG TTT GGT CAG ACA CA [54] 

wzi-3´ CGT TGA AGC GTG ATC CGT TG [54] 

manC-5´ AGC GGC ATG TTT ATG TTC CG [54] 

manC-3´ AAA TGT CAT GCG GGA TGC TG [54] 

wzm-5´ ACG CTG AAC CTG TTT TTC CG [58] 

wzm-3´ ATA CTC GCT AGC GGA TTG TAG 
G 

[58] 
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msbA-5´ CGG TCT GTT CGT GAT GAT GTT C [58] 

msbA-3´ TTG CGA AAA CGC TTG GAG AC [58] 

rfaD-5´ AAG CGC TGA ATG ACA AAG GC [58] 

rfaD-3´ TGT AGT CAG CGA TGT TCA GGT C [58] 

ompK35-
5´ 

AGC GAC GAT ACC ACC TAT GC [58] 

ompK35-
3´ 

ACG CGT CCA TGT TGT ATT CC [58] 

ompK36-
5´ 

CGG TAA AAT TGA CGG TCT GCA 
C 

[58] 

ompK36-
3´ 

GTT GAT CTG GGT TTC GCC TTT C [58] 

ompA-5´ ACA CTC AGC TGA GCA ACA TG [58] 

ompA-3´ AGC TGC TGG TTG TAA GCT TC [58] 

fhuA-5´ TAT CGT CAG CAT GGT CAG CAA 
G 

Este 
trabajo 

fhuA-3´ AAA CGC CGG CAT CAT CAA TG Este 
trabajo 

fes-5´ TTA AGG ACA GGA AGC GAG GAG Este 
trabajo 

fes-3´ ACC AGA ACG TTA CCT CGA TGG Este 
trabajo 

mrkA-5´ CCA TGC AGC TGA TAC CAA TG [54] 

mrkA-3´ GCA GCC TGG CAG TTA GAG AC [54] 

fimA-3´ CTG GAT ACC GAT GCC GAT AC [54] 

fimA-5´ ACT GTT ACC ACC ACC GAA GC [54] 

ecpA-5´ ACC TCG CGT CTT ATC ACC AA [54] 

ecpA-3´ CCG CTG ATG ATG GAG AAA G [54] 

 
Antecedentes 
 
H-NS regula diferencialmente los genes que 
codifican para los pilis y la cápsula de K. 
pneumoniae. 
 

La expresión relativa de los genes implicados en 
la síntesis de los pili tipo 1, tipo 3 y ECP de K. 
pneumoniae fue previamente reportada por nuestro 
grupo de trabajo [54]. Los resultados transcripción 
se expresaron como un cociente que se obtuvo al 
dividir los valores de expresión de la cepa mutante 
hns entre los valores de la cepa silvestre. El gen 
mrkA disminuyó 10 veces su expresión, mientras 
que los genes fimA y ecpA incrementaron la 
expresión más de 100 veces en la cepa mutante hns 
con respecto a la cepa silvestre. Interesantemente, 
todos los genes reguladores incrementaron su 
expresión alrededor de 10 veces en la cepa mutante 
en el gen hns al comparar con la cepa silvestre 
(Figura 1). 
 

Genéticamente, los genes que codifican para la 
cápsula se encuentran en los genes cps, el cual 
incluye tres unidades transcripcionales, siendo galF, 
wzi y manC, los primeros genes para cada promotor. 
Estos genes son activados por el regulador 

transcripcional RcsA, que se encuentra codificado en 
el gen rcsA. Tanto los genes capsulares, como el gen 
activador de estos, son desreprimidos entre seis y 
ocho veces en la ausencia de la proteína nucleoide 
H-NS [54]. La cepa complementada hns pT3-H-NS 
restableció el fenotipo de la cepa silvestre ya que 
ambas cepas presentaron niveles muy similares de 
expresión genética (Figura 2). 
 

 
 
Figura 1. Expresión relativa de los genes fimbriales de K. 
pneumoniae. Análisis de la expresión genética de genes 
fimbriales y sus reguladores al dividir los niveles de expresión de 
la cepa mutante hns pMPM-T3 entre los de la cepa silvestre. Los 
niveles están expresados en el número de veces que se incrementa 
o disminuye la expresión genética en escala logarítmica de la cepa 
mutante hns con respecto a la cepa silvestre. * p<0.05, ** 
p<0.01, *** p<0.001: diferencias estadísticamente significativas 
con respecto a la cepa silvestre (figura tomada y modificada de la 
referencia 54). 

 

 
 
Figura 2. Expresión de genes involucrados en la síntesis de la 
cápsula de K. pneumoniae. Unidades de expresión genética 
relativa en la cepa silvestre (wt), mutante en el gen hns (hns 
pMPM-T3) y mutante complementada (hns pT3-H-NS). Los 
datos representan el promedio de tres experimentos 
independientes con la desviación estándar correspondiente. 
***p<0.001: diferencia estadísticamente significativa con 
respecto a la cepa silvestre (wt) (figura tomadad y modificada de 
la referencia 54). 

 
Con base en estos resultados nuestro grupo de 

investigación decidió analizar el efecto de H-NS 
sobre los otros factores de virulencia restantes: 
lipopolisacárido, proteínas de membrana externa y 
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sideróforos. Además, analizamos el efecto de otras 
NAPs como FIS, HU e IHF en la expresión 
transcripcional de los factores de virulencia de K. 
pneumoniae. 
 
Resultados 
 
Efecto de FIS, IHF y HU en la expresión de los 
genes involucrados en la síntesis del lipolisacárido 
de K. pneumoniae 
 

El análisis de la expresión genética del 
lipopolisacárido de K. pneumoniae se realizó para 
tres genes: wzm (involucrado en la síntesis del 
antígeno O), msbA (involucrado en la síntesis del 
lípido A) y rfaD (involucrado en la síntesis del 
“core”) (Figura 3). Los niveles de expresión genética 
del gen msbA aumento 1.92, 1.74 y 2.81 veces en la 
mutante Δfis, ΔhimA y ΔhupB, respectivamente 
(Figura 3). El gen rfaD tuvo un ligero incremento de 
1.51 veces con respecto a la cepa silvestre en la 
mutante ΔhupB (Figura 3). De nota, el gen wzm no 
tuvo cambios significativos en ninguna de las 3 
cepas mutantes analizadas. 

 
 
Figura 3. Expresión de genes involucrados en la síntesis del 
lipolisacárido de K. pneumoniae. Unidades de expresión 
genética relativa en la cepa silvestre wt y mutantes Δfis, ΔhimA y 
ΔhupB. Los experimentos se realizaron por triplicado con la 
desviación estándar correspondiente. ns, no significante. *p<0.05, 
**p<0.01, ***p<0.001: diferencias estadísticamente significativas 
con respecto a la cepa silvestre. 

 
Expresión de los genes involucrados en la síntesis 
de las proteínas de membrana externa y los 
sideróforos de K. pneumoniae 
 

La expresión de los genes que codifican para las 
proteínas de membrana externa ompK35, ompK36 y 
ompA se evaluó en la cepa silvestre y las mutantes 
Δfis, ΔhimA y ΔhupB. Para el gen ompK35 se 
observó que su expresión disminuyó y aumentó tres 
y nueve veces, en la mutante Δfis y ΔhimA, 

respectivamente (Figura 4A). La transcripción del 
gen ompK36 y ompA no presentó un cambio 
significativo en las mutantes de las NAPs (Figura 
4A). 
 
A 

 
B 

 
 
Figura 4. Expresión relativa de los genes que codifican para 
proteínas de membrana externa y sideróforos de K. 
pneumoniae. Análisis de la expresión genética de genes que 
codifican para PME y sideróforos, al dividir los niveles de 
expresión de las cepas mutantes Δfis, ΔhimA y ΔhupB entre los de 
la cepa silvestre. Los niveles están expresados en el número de 
veces que se incrementa o disminuye la expresión genética en 
escala logarítmica de la cepa mutantes Δfis, ΔhimA y ΔhupB con 
respecto a la cepa silvestre. ns, no significante. *p<0.05, 
**p<0.01, ***p<0.001: diferencias estadísticamente significativas 
con respecto a la cepa silvestre. 

 
Los resultados de expresión genética de los dos 

genes que codifican para los sideróforos 
enterobactina (fes) y ferricromo (fhuA) mostraron un 
incremento significativo en la mutante ΔhimA, 
mostrando una desrepresión de cuatro y dos veces, 
en los genes fes y fhuA, respectivamente, con 
respecto a la cepa silvestre (Figura 4B). No se 
presentaron cambios evidentes de la expresión 
genética de los genes fes y fhuA en las otras 
mutantes de genes nucleoides. 
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Discusión 
 

K. pneumoniae es una enterobacteria que en los 
últimos años ha alcanzado relevancia en el área de la 
salud pública, no solo porque es considerada uno de 
los patógenos oportunistas más importantes 
causantes de infecciones nosocomiales y un gran 
número de brotes intrahospitalarios, sino por su 
capacidad de multirresistencia hacia los 
antimicrobianos [6,9]. A comparación de otros 
patógenos intrahospitalarios como Acinetobacter 
baumannii y Pseudomonas aeruginosa, existen muy 
pocos reportes acerca de la regulación de la 
expresión genética de los factores de virulencia de 
K. pneumoniae. En este contexto, las NAPs poseen 
tanto funciones estructurales como regulatorias en 
bacterias. Las proteínas H-NS, FIS, IHF y HU son 
reguladores globales de la expresión de diversos 
genes incluyendo factores de virulencia de varios 
enteropatógenos [59]. Este estudio describe por 
primera vez el papel de las NAPs H-NS, FIS, IHF y 
HU en la expresión de factores de virulencia de K. 
pneumoniae. 

 
La cápsula de K. pneumoniae es considerada su 

principal factor de virulencia, ya que cepas 
hipervirulentas de dicho microorganismo poseen 
grandes cantidades de polisacárido capsular, 
característica que les confiere un fenotipo de 
hipermucoviscosidad y alta resistencia a la 
fagocitosis [60,61]. En nuestro estudio, se observó 
que la cepa mutante hns fue hipermucoviscosa con 
respecto a la cepa silvestre y además dicha 
hipermucoviscosidad correlacionó con un 
incremento en la transcripción y la producción del 
ácido glucurónico capsular [54]. Con respecto a esto, 
Ebel y Trempy (1999) reportaron que la ausencia de 
H-NS causó también un fenotipo hipermucoviscoso 
en E. coli [62]. 

 
Se sabe que los pili bacterianos son relevantes 

para la adherencia a las células del hospedero, así 
como para la formación de biopelículas sobre 
superficies bióticas y abióticas. Previamente nuestro 
grupo reportó que los genes fimbriales fimA y ecpA 
se incrementaron en la ausencia de H-NS; en 
contraste, disminuyó la expresión del gen mrkA en la 
cepa mutante hns al compararla con la cepa 
silvestre. Algunos estudios previos han demostrado 
que la proteína H-NS reprime la expresión genética 
de las pilinas FimA y EcpA en E. coli y por lo tanto 
en la ausencia de dicha proteína reguladora se 
incrementa la expresión de los genes que codifican 
para tales pilinas [63,64]. Esto último concuerda con 
nuestros resultados en cuanto a la desrepresión en la 
cepa mutante hns de los genes fimA y ecpA, los 

cuales codifican para el pilus tipo 1 y ECP, 
respectivamente. 

 
La expresión de los genes wzm (involucrado en 

la síntesis del antígeno O), msbA (involucrado en la 
síntesis del lípido A) y rfaD (involucrado en la 
síntesis del “core”), implicados en la síntesis del 
lipopolisacárido de K. pneumoniae, se incrementó en 
la cepa hns con respecto a la cepa silvestre. Estos 
resultados coinciden con los observados en dos 
estudios previos en E. coli, en donde el gen hns fue 
mutado y los genes relacionados con el LPS fueron 
desreprimidos [25,65]. Las proteínas FIS, IHF y HU 
tuvieron un ligero efecto negativo sobre el gen 
msbA, mientras que el gen wzm no fue afectado por 
al ausencia de estas proteínas. 

 
Al evaluar la expresión de los genes que 

codifican para las proteínas de la membrana externa 
de K. pneumoniae se observó una disminución 
considerable para el gen ompK35 en la cepa mutante 
hns al comparar con la cepa silvestre. Por otro 
lado, los genes ompK36 y ompA incrementaron 
significativamente su expresión en dicha cepa 
mutante con respecto a la cepa silvestre. Estos 
resultados concuerdan con observaciones previas 
reportadas en un estudio transcriptómico global por 
microarreglos para la cepa de E. coli, en el cual en la 
ausencia de H-NS se reprimió el gen ompF, 
homólogo a ompK35 y se desreprimió el gen ompC, 
homólogo a ompK36. En cuanto al gen ompA, en 
dicho estudio no se observaron diferencias en la 
expresión entre las cepas silvestre y mutante en el 
gen hns [25]. Sin embargo, en un estudio previo se 
demostró que la ausencia de H-NS originó un 
incremento en la producción de la proteína OmpA al 
analizar mediante electroforesis en gel de 
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes, 
preparaciones de la membrana externa de las cepas 
silvestre y mutante en el gen hns de E. coli [66]. 
Estas observaciones sugieren que la proteína H-NS 
regula diferencialmente a estas proteínas de la 
membrana externa. La expresión de los genes 
ompK35, ompK36 y ompA también se evaluó en las 
mutantes Δfis, ΔhimA y ΔhupB. Para el gen ompK35 
se observó que su expresión disminuyó y aumentó 
tres y nueve veces, en la mutante Δfis y ΔhimA, 
respectivamente. Interesantemente FIS e IHF 
también tuvieron un efecto positivo y negativo sobre 
el gen ompF (homólogo a ompK35), 
respectivamente, en Escherichia coli [67,68]. La 
transcripción del gen ompK36 y ompA no presentó 
un cambio significativo en las mutantes Δfis, ΔhimA 
y ΔhupB. 
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A pesar de que existen pocos reportes acerca de 
la expresión genética de los sideróforos en la 
ausencia de H-NS, estos son controversiales. En E. 
coli, se encontró que el gen fhuA (que codifica para 
el sideróforo ferricromo) disminuyó 
considerablemente su expresión en la mutante en el 
gen hns al comparar con la cepa silvestre [69]. En 
contraste, Müller y colaboradores (2006) reportaron 
que el gen fes (que codifica para el sideróforo 
enterobactina) no presentó diferencias significativas 
en la expresión al comparar los resultados obtenidos 
en las cepas de E. coli silvestre y mutante en el gen 
hns [70]. En nuestro estudio, la expresión de los 
genes fhuA y fes, los cuales codifican para los 
sideróforos ferricromo y enterobactina 
respectivamente, se observó un incremento 
considerable en la expresión de ambos genes en la 
cepa mutante hns con respecto a la cepa silvestre. 
Estos resultados sugieren el posible papel represor 
de la proteína H-NS sobre los sideróforos de K. 
pneumoniae. La proteína IHF también reprimió los 

genes fes y fhuA, mostrando un incremento 
significativo en la mutante ΔhimA de cuatro y dos 
veces, respectivamente, con respecto a la cepa 
silvestre. Estas observaciones están en línea con los 
reportado para E. coli, Legionella pneumophila, 
Vibrio fischeri donde la ausencia de una proteína 
IHF funcional incrementó la expresión de los genes 
que codifican para sideróforos [71-73]. No se 
presentaron cambios evidentes de la expresión 
genética de los genes fes y fhuA en las otras 
mutantes de genes nucleoides. 
 
Conclusión 
 

Este estudio describe por primera vez el papel 
importante de H-NS, FIS, IHF y HU en K. 
pneumoniae, demostrando que similar a lo que 
ocurre en otros enteropatógenos, estas NAPs actúan 
como reguladores maestros que controlan la 
expresión de los factores de virulencia de K. 
pneumoniae. 
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