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I-INTRODUCCION GENERAL
1.1Tos convulsa

1.1.1 Marco tedrico de la enfermedad y vacunacion.

La tos convulsa o pertussis es una enfermedad altamente contagiosa causada por bacterias
Gram-negativas del género Bordetella que afecta el tracto respiratorio humano. Dentro de
este género, las especies que han sido asociadas a la enfermedad son: B. bronchiseptica, B.
parapertussis, B. holmesii y, B. pertussis (1). Esta ultima es la especie que presenta mayor
morbilidad y mortalidad y cuyo Unico reservorio conocido hasta el presente es el ser
humano. La enfermedad se transmite a través de la inhalacién de micro gotas provenientes
del estornudo o tos de una persona infectada. Fue descripta en 1578 por Baillou luego de
una epidemia en Paris (2) y tiene una de las mas altas tasas de mortalidad dentro de las
enfermedades inmuno-prevenibles. La enfermedad ha recibido diversos nombres segun el
pais y la época (tos ferina, tos de barbilla, coqueluche, pertussis) aunque en la actualidad, en
nuestro pais se la denomina comunmente tos convulsa, haciendo alusién a los intensos
episodios de tos que la caracterizan. Si bien el agente etiolégico fue detectado por primera
vez en 1900 a través de la observaciéon microscopica del esputo de un paciente infectado,
fue en 1906 que Bordet y Gengou lograron el primer aislamiento de estas bacterias (3). A
partir de este momento y debido a la severidad de la enfermedad que afectaba a infantes es
gue se comenzaron los estudios para desarrollar vacunas que la previnieran. Entre los afos
1914 y 1923, Hess, Luttinger y Madsen realizaron los primeros ensayos de vacunacién anti-
pertussis (4). La primera vacuna introducida en la comunidad contenia células de Bordetella
pertussis inactivadas y comenzo a utilizarse en Estados Unidos en la década de 1940. La
vacunacion fue posteriormente aceptada y aplicada en el resto del mundo en la década de
1950. El uso masivo de vacunas resulté muy positivo ya que se tradujo en una importante
reduccion de la incidencia de la enfermedad a nivel mundial. Sin embargo, problemas
asociados a la reactogenicidad de las vacunas elaboradas con células enteras promovieron
en la década de 1980 el desarrollo de formulaciones acelulares compuestas por antigenos
purificados. A partir de ese momento y con el objetivo de disminuir la reactogenicidad de las
vacunas disponibles en el mercado es que se dedicd un gran esfuerzo al desarrollo de
formulaciones integradas por distintos factores de virulencia, las cuales fueron introducidas

al mercado a partir del afio 1981 en Japdn. Posteriormente, estas vacunas fueron adoptadas
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por otros paises, donde las distintas empresas realizaron modificaciones en cuanto a su

composicion (5).

1.1.2 Incidencia mundial de pertussis y la situacién en nuestro pais

La tos convulsa es una enfermedad altamente contagiosa, presente en todo el mundo con
picos de incidencia cada 3 a 5 afios, y con aumentos estacionales en verano y otofio. La
enfermedad afecta principalmente a nifios de hasta 5 afios y el mayor riesgo de mortalidad
lo presentan el grupo de nifios menores a 6 meses (6), en particular los no vacunados o con
esquemas de vacunacidon incompletos. Por la severidad de la enfermedad y su alta
mortalidad es que desde las organizaciones de control de la salud se recomienda poner
especial atencién en lograr un diagndstico certero y rdpido asi como también en el manejo
de la epidemiologia de los casos confirmados de pertussis para detectar posibles epidemias
(7).

En la era pre-antibidtica y pre-vacunal, tanto los casos de enfermedad como las muertes
derivadas de la misma eran muy altos. En Estados Unidos, donde se encuentran las mejores
estadisticas para esta enfermedad, se registraron durante las décadas de 1920 y 1930,
175.000 casos de pertussis y 8000 muertes (8). La incidencia anual de la enfermedad era de
175 casos cada 100.000 habitantes. Luego de la introduccion de la vacuna celular, estos
numeros disminuyeron drasticamente (Fig.1), llegando a reportarse sélo 1 caso de pertussis
cada 100.000 habitantes en el ano 1976. Sin embargo, a pesar del sostenido incremento en
las tasas de vacunacidn a nivel mundial, en los ultimos 20 afios se ha reportado un notable
aumento en los casos de tos convulsa, llevando a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
a declarar la enfermedad como re-emergente. La misma organizacién ha reportado en los
ultimos afios entre 30 y 50 millones de casos anuales de pertussis incluyendo entre 200.000
y 400.000 casos con desenlace fatal. Asimismo, ha declarado que la enfermedad se
encuentra en el quinto puesto como causa de mortalidad dentro de las enfermedades
inmuno-prevenibles.

Concomitantemente con la re-emergencia de la enfermedad, existe un aumento importante
en la cantidad de casos reportados en pacientes adolescentes y adultos, registrandose en
ellos manifestaciones clinicas atipicas que evidencian la persistencia de la bacteria en su
hospedador (9). Segun los datos publicados por el proyecto EUVAC-NET en Europa existe un
incremento del 115% en el niumero de casos de pertussis en pacientes mayores de 14 afios

en el periodo 1998-2002 (10). De la misma manera, el Centro de Control de Enfermedades
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de los Estados Unidos (CDC), ha documentado un incremento en los casos de pertussis en
pacientes de entre 10 y 19 afios que pasé de 5,5 casos cada 100.000 a 10,9 casos cada
10.000 habitantes. Estos datos han llevado a pensar que la enfermedad es también
endémica en adolescentes y adultos. El cambio en la prevalencia hacia individuos de mayor
edad es un hecho que se observa en todo el mundo y que ha caracterizado el resurgimiento
de la tos convulsa (Figura 1) (11, 12).

A
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Figura 1. (A) Casos de pertussis reportados en Estados Unidos donde se muestra la introduccion de
los diferentes tipos de vacunas. (B) Incidencia cada 100.000 habitantes para el periodo 1990-2013 en
relacién a los diferentes grupos etarios en Estados Unidos. Fuente: CDC/EEUU.

Particularmente en nuestro pais existen datos epidemioldgicos sobre pertussis recién a
partir del afio 1969. Desde ese momento y hasta el afio 2000 se observé un marcado
descenso de la cantidad de casos declarados aunque se observaron picos de incidencia cada
3 afios (13). Mientras que en el afio 1976, la tasa de incidencia era de 166 casos cada

100.000 habitantes, en el afno 2000 llegd a ser de 1,56 casos cada 100.000 habitantes. Sin
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embrago, a partir del afio 2003, se comenzd a registrar nuevamente un incremento en los
casos de tos convulsa en nuestro pais (14), que fue aumentando afio tras afio hasta llegar a
reportarse casi 400 casos de pertussisen 2013, como puede observarse en la Figura 2. La
mayor tasa de notificacion se mantuvo dentro de la poblacidon correspondiente a menores
de 6 meses, con calendario de vacunacion incompleto, aunque en concordancia con lo que
ocurrié a nivel mundial, se detecté un aumento creciente en los casos de coqueluche en
adolescentes y adultos (15). En el aflo 2009 se actualizé el calendario de vacunacién en
nuestro pais haciéndose obligatoria la aplicacién de una dosis de refuerzo para pertussis
utilizando la vacuna acelular. Sin embargo, a pesar de lo acertado de esta medida, los casos

informados han continuado incrementandose.

JWW
Jm‘\ Wwww i

533374148451 & J21353533374145843 1 FI12839333T4148451 & 933374145431 131721382333374148451 5 51317 153337414545

2007 203 2008 2010 211 212 2013

Figura 2. Grafico de casos de pertussis notificados en nuestro pais durante el periodo 2007-2013.

(www.msa.gov.ar)

I.1.3 Re-emergencia

Las causas que permitirian explicar la re-emergencia de la enfermedad a nivel mundial se
han adjudicado a un conjunto de factores que confluyeron para generar la situacion actual.
Dentro de estos factores de influencia global se pueden incluir los siguientes:

e la reducida duracion de la inmunidad conferida por la vacunacidn. Se establecié que
luego de 5-8 afios del ultimo refuerzo de la vacuna los niveles de proteccion
disminuyen considerablemente (16).

e La relativa eficiencia de las vacunas actuales, que se considera entre un 70 y un 90%
(17).

e La aparicion y seleccidon de variantes antigénicas en organismos circulantes de B.

pertussis que difieren de las cepas utilizadas para la produccion de la vacuna (18).
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Otros factores que pueden influir son

— La posible baja cobertura de vacunacion.

— La baja eficiencia de los sistemas de vigilancia epidemiolégica establecidos.
Es importante destacar que las vacunas actuales previenen el desarrollo de la enfermedad
pero no la infeccidn. Esto se debe a que la eficacia de las vacunas es inferior a la proporciéon
critica de inmunizacion necesaria para bloquear la transmision (19). Se piensa que ésta
puede ser una explicacion a las infecciones y re-infecciones que sufren adolescentes y
adultos vacunados, que muchas veces no presentan el cuadro agudo caracteristico de la
enfermedad, sino que probablemente manifiesten un cuadro sintomatoldgico leve aunque
persistente o incluso llegan a cursar una infeccién asintomdatica. Numerosos estudios indican
que estos grupos infectados y dificiles de diagnosticar actuarian como un reservorio del
patdgeno, incrementando sensiblemente el riesgo de contagio a los nifios pequefios o
infantes no vacunados, hecho que favoreceria la circulacidon de la bacteria en la comunidad

(9, 20, 21).

1.1.4 Cuadro clinico

Las manifestaciones clinicas de una infeccidn con B. pertussis pueden variar dependiendo de
la edad del paciente, de su historial de vacunacién y de su condicidn previa de salud. En un
desarrollo agudo tipico de la enfermedad se pueden observar tres etapas; una primera fase
de incubacién, que puede durar entre 3 y 15 dias, en la cual el riesgo de contagio es muy
alto. Esta etapa se caracteriza por la presencia de sintomas inespecificos como estornudos,
rinorrea, enrojecimiento de ojos y fiebre leve. Luego de esta primera fase se comienza con
una tos leve y persistente (segunda etapa), donde se observa un incremento de la intensidad
de la tos hasta convertirse en crisis importantes con vémitos, convulsiones y hemorragias
subconjuntivales. La fiebre raramente se asocia a esta etapa, que puede durar entre 1y 4
semanas. Posteriormente comienza la fase de convalecencia (etapa tres) que dura
aproximadamente entre 1 y 3 meses, que transcurre con disminucidon gradual de los
episodios de tos. En neonatos e infantes muy pequenos, la enfermedad puede manifestarse
con crisis de apnea y cianosis en lugar de los episodios de tos caracteristicos. En esta etapa
pueden observarse a su vez complicaciones como neumonia, neumotdrax, hipertension
pulmonar severa y encefalopatias (21).

Existen otros cuadros, principalmente asociados a infecciones en adultos o individuos

vacunados, que presentan una enfermedad clinicamente mucho menos severa, que cursa
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con una sintomatologia facilmente confundible con otras patologias respiratorias como el
asma (22). En estos casos se observa tos prolongada pero sin presencia de vémitos o

chillidos respiratorios.

1.1.5 El género Bordetella

Los integrantes del género Bordetella son B-proteobacterias de la familia Alcaligenaceae. Son
cocobacilos Gram-negativos de pequefio tamafio. Todos son aerobios estrictos (con la
excepcion de B. petrii) y muchas de las especies son fastidiosas para crecer bajo condiciones
de laboratorio. El género Bordetella estd compuesto por 9 especies a saber: B. pertussis
(Figura3), B. parapertussisy, (adaptada a humanos), B. bronchiseptica, B. parapertussis,,
(adaptada a ovejas) (23, 24), B. avium, B. hinzii, B. holmesii, B. trematum y B. petrii. Las
especies B. pertussis, B. parapertussis y B. bronchiseptica son las mas estrechamente
relacionadas. B. parapertussis causa infecciones en humanos con sintomatologia similar a
B.pertussis. B. bronchiseptica fue primeramente descripta como un patégeno de animales,
aunqgue actualmente se conoce que también puede producir enfermedades respiratorias en
el ser humano (25, 26). Varios estudios sugieren que B. bronchiseptica es la especie
evolutivamente mas cercana a un ancestro comun de estas especies y que las dos especies
adaptadas al ser humano, B. pertussis y B. parapertussis, evolucionaron

independientemente a partir de linajes diferentes de B.bronchiseptica (1).

Figura 3. Imagen de microscopia electrdénica del coco-bacilo Gram-negativo
Bordetella pertussis. (Imagen tomada de:

http://www.microbiologybytes.com/blog/2012/10/page/2/)
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1.1.5.1 Sistema de regulacion BvgAS y fases de virulencia de B. pertussis

Los organismos patégenos poseen una gran variedad de factores de virulencia que les
permiten colonizar un tejido blanco y generar un proceso infeccioso. En su interaccion con el
hospedador, estos organismos utilizan diferentes sistemas de regulacién que les permiten
sensar el medio ambiente fisicoquimico en el que se encuentran y regular la expresién de un
conjunto de factores de virulencia. En el caso de B. pertussis, se han reportado varios
mecanismos de regulacién aunque el mas ampliamente estudiado y que regula la expresién
de la mayoria de los factores de virulencia conocidos es el sistema de dos componentes
denominado BvgAS (del inglés, Bordetella virulence gene activator/sensor) (27). Entre los
factores de virulencia que regula este sistema se encuentran adhesinas, sistemas de
secrecion, toxinas y autotransportadores.

El sistema de regulacion estd compuesto por dos proteinas, una proteina hibrida sensora
(BvgS), que se encuentra anclada a la membrana y que posee un dominio extracelular que
sensa el entorno, seguido de dos dominios periplasmaticos del tipo Venus FlyTrap, luego del
cual se encuentra un dominio citoplasmatico de tipo PAS que transmite la sefial a través de
cambios conformacionales hasta el dominio Histidina quinasa que autofosforila el dominios
Asp receptor, seguido por un dominio Histidina fosfotransferasa (Hpt). Este ultimo fosforila y
desfosforila al regulador transcripcional citoplasmatico BvgA. Cuando BvgA se encuentra
fosforilado se encuentra activo (ver Fig.4) (28, 29). El regulador BvgA ademads de regular la
transcripcion de los factores de virulencia, autorregula la expresion del operdn bvgAS que
incluye su propia expresion y el de la proteina sensora BvgsS. (30).

Si bien no se conocen los agentes moduladores fisioldgicos para el sistema BvgAS se sabe
gue a 37°C el sistema se encuentra activo. Cuando la temperatura desciende por debajo de
los 26°C o la concentracién de MgS0O,4 en el medio de cultivo es 2 40 mM o la concentracién
de Acido Nicotinico es 210 mM, el sistema se encuentra inactivo. Los diferentes estados de
activacion del sistema definen los distintos perfiles de expresién de factores de virulencia y
con ello las fases fenotipicas de B. pertussis. Cuando el regulador BvgA se encuentra
fosforilado, a 37°C, la bacteria se encuentra en fase virulenta o “Bvg™, expresando
activamente los genes vag (del inglés, virulence activated genes), que incluyen muchos
factores de virulencia y a su vez se reprime la expresidon de los genes vrg (del inglés, virulence
repressed genes), de los cuales aun no se conocen funciones. Bajo las condiciones

modulantes mencionadas anteriormente, la bacteria se encuentra en la fase avirulenta o
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“bvg™” caracterizada por la ausencia de la expresion de los factores de virulencia. Se sabe
actualmente que el sistema BvgAS no actia como un mecanismo ON/OFF, sino que regula de
manera diferencial a los genes vag, los cuales se pueden discriminar entre genes vag
tempranos (Ej.: fhaB, que codifica para la proteina hemaglutinina filamentosa FHA), vag
tardios (Ej.: cyaA, que codifica para la toxina adenilato ciclasa) de acuerdo con su expresién
temporal luego de la activacién del sistema, y que ademads regula la expresién del gen bipA,
gue codifica para una fuerte adhesina que caracteriza la fase intermedia de B. pertussis
(ngi), caracterizada por la expresién de los genes vag tempranos y el gen bipA. De esta
manera la regulacién ejercida por el sistema de dos componentes actuaria como un reostato
dependiendo del grado de fosforilacion del regulador transcripcional BvgA, generando una
modulacién de fases que da lugar a la transicién entre las fases Bvg”, ngi y Bvg, cada una de
las cuales se caracteriza por un perfil de expresidon de factores de virulencia tipicos como se
puede observar en la Fig. 4. (31-33). Actualmente seria mds correcto denominar a este
sistema de dos componentes como sistema BvgASR ya que recientemente se ha demostrado
que el regulador BvgR, transcripto dentro del mismo operdn que los genes bvgSy bvgA, es el

encargado de inhibir la expresidn de los genes vrgs durante la fase Bvg® (34).
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Figura 4. A- Esquema de sefializacion del receptor de membrana BvgS. Ante un estimulo
externo, varias modificaciones conformacionales inducen la fosforilacion de varios dominios del
propio sensor para finalizar en la fosforilacién de regulador transcripcional BvgA. Las figuras By
C esquematizan la expresidn génica diferencial a lo largo de las tres fases de virulencia de B.

pertussis: Bvg’, ngi y Bvg.
Imagen tomada de Cotter y col. (31).

1.1.5.2 Factores de virulencia
Bordetella pertussis sintetiza una variedad de factores de virulencia que incluyen, adhesinas,

toxinas, lipopolisacaridos, maquinarias secretorias y un sistema de captura de hierro que en

cierto detalle se describen a continuacién. La expresién de muchos de estos factores de
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virulencia se encuentra, como se describid anteriormente, regulada por el sistema de dos
componentes BvgAS.
Factores de virulencia regulados por el sistema de dos componentes BvgAS:

e Adhesinas:
Hemaglutinina filamentosa (FHA): es una proteina que se expresa en la superficie de la
bacteria y que también es secretada al medio extracelular. Posee una estructura de horquilla
y es una proteina altamente inmunogénica, que se utiliza actualmente en las formulaciones
acelulares de la vacuna contra pertussis. Es una estructura dominante para la adhesidn
bacteriana.
La proteina es codificada por el gen fhaB y se sintetiza en primera instancia como un
precursor de 365KDa que luego es escindido hasta convertirse en la proteina funcional de
220KDa. Posee en su estructura, un dominio RGD (Arg-Gly-Asp) situado en la zona media que
participa en la unién a monocitos, macréfagos y leucocitos, asi como también intervendria
en la unién a moléculas VLA-5 de las células bronquiales del epitelio respiratorio. Dentro de
su estructura, la proteina también presenta un dominio de reconocimiento de carbohidratos
(CRD) que media la adhesién a células ciliadas del epitelio respiratorio y macréfagos. A su
vez posee también un dominio tipo lectina que le permite unirse a heparina y otros
carbohidratos sulfatados, mediando la adhesidn a células no ciliadas del epitelio respiratorio
(35, 36).
Fimbria (Fim): Fimbria es un tipo de proteina filamentosa que se expresa en la superficie
bacteriana. Se encuentra formada por dos subunidades, una es la subunidad mayor, de la
gue se conocen dos variantes, Fim2 y Fim3 y otra es la subunidad menor, denominada FimD.
Los genes que codifican para la expresiéon de todas las subunidades se encuentran
codificadas en el operdn fimBCD. Las subunidades mayores median la adhesion al epitelio
respiratorio a través del reconocimiento de azucares sulfatados presentes en él, como
heparan sulfato, condroitin y dextrano. A su vez, la subunidad menor esta involucrada en la
adhesion a monocitos.
Debido a su alta inmunogenicidad esta proteina es parte de las formulaciones de la vacuna
acelular (37-39).
Pertactina (PRN): Es una proteina de 69 KDa, autotransportadora, expresada en superficie,
gue participa de la adhesion a células del hospedador a través de sus dominios RGD, que

interaccionan con dominios ricos en leucina y prolina, que forman parte de la unidn
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proteina-proteina en las células eucariotas. Debido a que genera proteccion, también ha sido
incorporada a las formulaciones de las vacunas acelulares (40, 41).
Autotransportadores: tales como BrkA que es una proteina que se expresa en superficie y
que ha sido asociada a la resistencia sérica de la bacteria asi como también con la mediacidn
de la adhesidn al epitelio respiratorio (42). Las mismas funciones han sido descriptas para el
autotransportador Vag8 (43). Por su parte, el factor de colonizacidn traqueal, TcfA, ha sido
relacionado con la mediacién de la adhesidn bacteriana a células de la trdquea en modelos
animales (20). Por ultimo, SphB1l es una lipoproteina, proteasa, necesaria para la
maduracion de FHA (44).

e Toxinas:
Toxina pertussis (TP): Es una toxina proteica tipo A-B, sintetizada Unicamente por la especie
B. pertussis. Los genes codificantes para la toxina se encuentran en el locus ptx y
corresponden a los genes ptxA hasta ptxE. La subunidad A, es la responsable de los efectos
de la toxina ya que posee la actividad enzimatica ADP ribosil transferasa NAD-dependiente,
mientras que el oligémero que forma la subunidad B media la interaccién con las células del
hospedador. La toxina transfiere ADP ribosa a las proteinas G, bloqueando su cascada de
sefializacion y manteniéndola en su estado inactivo.
Debido a que cuando se la inactiva genera altos niveles de proteccién es que se la ha
incorporado en la formulacién de la vacuna acelular (45-48).
Toxina Adenilato Ciclasa (CyaA): es una toxina de la familia de las citotoxinas formadoras de
poro dependientes de Ca*? con actividad adenilato-ciclasa y hemolisina. Mayormente se
encuentra asociada a la superficie de la bacteria y requiere del producto CyaC para ser
activada, a través de la palmitoilacidon del residuo de lisina 983. Una vez que logra el
contacto con la célula, promueve la generaciéon de cantidades supra-fisioldgicas de cAMP,
interfiriendo en los mecanismos de transmisidn de sefiales en las células del sistema inmune
y modulando diferentes funciones fisioldgicas, incluyendo el estrés oxidativo, lo cual
favorece la sobrevida de la bacteria en las células del hospedador (49, 50).
Toxina Dermonecrética (TD): Es una toxina del tipo A-B, |abil a la temperatura, que provoca
lesiones necréticas locales en animales de experimentaciéon. Posee un dominio N-terminal de
unién a receptor y un dominio C-terminal enzimatico. Una vez adherida al receptor, es
internalizada via endocitosis, y luego de ser clivada se activa causando poliaminacién vy

desaminacion de GTPasas Rho intracelulares que regulan entre otros, los procesos de
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reorganizacion del citoesqueleto y la diferenciacién celular. Las GTPasas permanecen activas
bajo la accién de la toxina provocando la intoxicacion celular (51).

Sistema de Secrecion Tipo Il (T3SS): Corresponde a un sistema de inyeccién, a través del
cual se translocan efectores directamente a la célula diana. Dentro de las proteinas efectoras
gue se conocen hasta el momento encontramos a la proteina BetA y BopC, que se
encontrarian involucradas en el proceso de necrosis celular. El Sistema de Secrecién de Tipo
lIl ha sido Unicamente descrito como activo en cepas clinicas de B. pertussis, aunque
recientemente se ha demostrado que la cepa vacunal B. Pertussis Tohamal, cepa adaptada al
laboratorio, luego de ser inoculada en ratones, expresa las proteinas componentes del
sistema, aunque luego de sucesivos repiques en placa de cultivo vuelve a bloquear su
expresion. De esta manera, pareciera que el T3SS es un factor de virulencia muy importante
dentro de la patogénesis de B. pertussis in vivo (52-54).

Factores de virulencia no regulados por el sistema de dos componentes BvgAS:

Citotoxina traqueal (TCT): Es un glicopéptido muy pequefio derivado de las glicoproteinas
gue componen la pared celular de la bacteria que se libera durante el crecimiento celular. Es
responsable de la disfuncidn y muerte celular de las células ciliadas del epitelio respiratorio.
Se cree que estimularia la actividad de la enzima éxido nitrico (NO) sintasa, provocando una
intoxicacion por NO que genera la deplecién de hierro en el interior de la célula y la
inactividad de las enzimas hierro dependientes que intervienen en la respiracion
mitocondrial y la sintesis de DNA. De esta manera, las uniones de las células se ven
comprometidas y ocurriria la extrusion de las células ciliadas (55, 56).

Lipopolisacarido (LPS): Es una potente endotoxina bacteriana, que al igual que en otras
bacterias Gram-negativas, B. pertussis expresa en su superficie. Estd constituido por una
porcién lipidica (lipido A), anclado a la membrana externa y un nucleo oligosacaridico. A
diferencia de otras bacterias Gram-negativas el LPS de Bordetella pertussis no posee
antigeno O (cadena de polisacédrido). El LPS es pirogénico, mitogénico e
histaminosensibilizante. Cuando entra en contacto con las células induce la secrecion de
citotoxinas pro-inflamatorias conduciendo a la toxicidad sistémica. Se ha reportado que es el
responsable de la reactogenicidad de la vacuna celular y es componente adyuvante de la
vacuna acelular (57-59).

Sistema de secuestro de hierro: una de las condiciones nutricionales limitantes para el

establecimiento de una infeccién por parte de los microorganismos es la limitacién de hierro
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gue impone el hospedador. En los mamiferos, el hierro se encuentra intracelularmente
unido a hemo-proteinas y en el medio extracelular unido a glicoproteinas quelantes que
generan una concentracion de hierro libre insuficiente para el desarrollo bacteriano normal.
Para superar este obstdculo, las bacterias han desarrollado diversos sistemas de secuestro
del metal, de manera de superar esta restricciéon. Dentro de estos mecanismos se encuentra
la produccién de quelantes de hierro denominados sideréforos. B. pertussis es capaz de
expresar un siderdforo de tipo hidroxamato, denominado alcaligina capaz de extraer el

hierro de las glicoproteinas quelantes del metal del hospedador (60-62).

1.1.6 Patogénesis

Existen varias etapas involucradas en la patogénesis de B. pertussis, dentro de las cuales
podemos definir claramente al menos cuatro: i) adhesion bacteriana a las células del sistema
respiratorio; ii) invasion de dichas células, que ocurre conjuntamente con la evasién de las
defensas del hospedador, iii) dafio tisular y iv) en algunos casos una etapa de persistencia.
Cada una de las etapas se describe a continuacion:

i)-La primera etapa de la patogénesis corresponde a la adhesidn bacteriana a células ciliadas
del tracto respiratorio superior. Varios estudios realizados tanto en modelos animales como
en cultivos celulares han demostrado la participacidn de varios factores de virulencia en esta
etapa, incluyendo: FHA, PRN, Fim, Vag8, BrkA, tcfA y PT (63). Principalmente las adhesinas
actyan a través del reconocimiento de los carbohidratos presentes en la superficie de este
tipo de células y se considera a la proteina FHA como la adhesina principal.

ii)-En la etapa de evasion de las defensas del hospedador, interviene fuertemente la toxina
Adenilato ciclasa que una vez translocada a la célula diana, modula las respuestas de la
célula evitando la fagocitosis. La Toxina Pertussis, también tendria un efecto de evasiéon de la
respuesta inhibiendo la migracion de macréfagos vy linfocitos a las areas de infeccidn (48,
64).

iii)- En la tercera etapa, donde se produce el daio tisular, intervendrian varios factores de
virulencia, tales como BetA, que ingresa a la célula a través del reconocimiento de las
regiones de rafts lipidicos y es inyectada por el T3SS. Este efector media la muerte celular no
apoptotica (54). Conjuntamente, la citotoxina traqueal provoca intoxicaciéon por NO y la
toxina dermonecrdtica provoca necrosis tisular. Todos estos factores contribuyen al dafio del

tejido provocando las crisis de tos paroxistica caracteristicas de la enfermedad (56).
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iv) La persistencia de la bacteria en el hospedador ha sido planteada como una estrategia
que deberia adoptar B. pertussis, para la cual no se conoce hasta el momento otro tipo de
hospedador. Si bien tradicionalmente la enfermedad ha sido considerada aguda, donde las
bacterias son “eliminadas” de su hospedador, lo cierto es que al no conocerse otro nicho
para el microorganismo, la persistencia en tracto respiratorio implicaria disponer de un
entorno donde el patégeno persiste y desde el cual se podria transmitir a un nuevo
individuo. En este nuevo receptor, podria darse luego una infeccidon aguda asi como también
provocar un episodio con sintomatologia leve. De esta manera se explicaria la persistencia
de la bacteria en la comunidad a pesar de que hace mas de 50 afos que existe una amplia
tasa de vacunacion para controlarla en la mayoria de los paises. Entender la forma en que B.
pertussis persiste en su Unico hospedador conocido no ha podido todavia ser aclarado y es
un tema de creciente interés a nivel mundial.

Tanto nuestro grupo como el del Dr. Deora en USA hemos reportado que B. pertussis puede
formar biofilms tanto in vitro como in vivo. Consecuentemente apoyamos la hipdtesis que
postula a ésta forma de vida como un posible mecanismo que la bacteria podria adoptar
para su persistencia en el hospedador. El biofilm se ha definido como un factor de virulencia
que permite que una comunidad de microorganismos evada la respuesta inmune (65, 66). Es
interesante resaltar que el grupo de la Dra. Maria Eugenia Rodriguez, de nuestro instituto,
asi como también otros investigadores en el exterior postulan otra alternativa posible para la
persistencia de la bacteria que considera el modelo de vida dentro de las células del
hospedador. Su grupo ha reportado la evasion de la fagocitosis y la capacidad de duplicacion
de B. pertussis en una gran variedad de células del hospedador (macréfagos, monocitos,

células epiteliales respiratorias) (67, 68).

1.1.6 Diagnostico, tratamiento y vacunacion

El diagndstico de pertussis se confirma con el aislamiento e identificacion de la bacteria
utilizando las técnicas de cultivo del microorganismo en medio Bordet-Gengou
suplementado con sangre (BGs). Las muestras utilizadas para cultivo son hisopados
nasofaringeos. Esta técnica corresponde a la prueba Gold Estandar para la confirmacién de la
enfermedad aunque muchas veces las posibilidades de lograr el aislamiento de estas
bacterias resultan muy bajas. Alternativamente se puede emplear el diagndstico por PCR,
que permite discriminar entre las distintas especies de Bordetella que pueden causar la

enfermedad en humanos. Cuando la sintomatologia lleva ya un tiempo considerable de
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instalada (tos por mas de 4 semanas) se recomiendan las pruebas seroldgicas que consisten
en la determinacion del titulo de IgG a través de un ensayo de ELISA (10, 69-71).

Para el tratamiento de la enfermedad se recomienda el empleo de antibiéticos tales como la
Eritromicina en dosis de 40-50 mg/Kg/dia por via oral, dividida en cuatro tomas (maximo
2g/dia). La duracién generalmente recomendada para prevenir las recaidas es de 14 dias
(72). Normalmente la bacteria responde muy bien a este tratamiento aunque se han
reportado en los Ultimos afos algunos casos de resistencia a Eritromicina. Cuando esto
ocurre, se recomienda el uso de otros macrélidos (Azitromicina y Claritromicina) (73)

Como se ha comentado anteriormente, la vacunacién es la principal herramienta de
prevencion contra la enfermedad. Cuando fueron desarrolladas y aplicadas las vacunas por
primera vez en la década de 1950 se esperaba poder erradicar la bacteria con una buena
cobertura. Sin embargo el transcurso de los afios demostré la adaptacion del
microorganismo a las vacunas disponibles en el mercado, lo cual ha llevado a la necesidad de
tener que actualizar las formulaciones persiguiendo aquel mismo objetivo que existia 60
afios atrds. Es por esto que en la actualidad existen varias formulaciones que combinan al
toxoide tetanico y diftérico con uno o varios antigenos de B. pertussis (DTPa). De acuerdo al
antigeno pertussis que se incluya, estas preparaciones pueden ser: monovalentes (que
contienen sdélo Toxina Pertussis detoxificada), bivalentes (TP detoxificada y FHA), trivalentes
(TP detoxificada, FHA y PRN), tetravalentes (TP detoxificada, FHA, PRN y FIM) vy
pentavalentes (TP detoxificada, FHA, PRN, FIM2 y FIM3). Este tipo de formulaciones se viene
aplicando desde hace mucho tiempo a menores de 7 afios. Actualmente se aplica una
variante de la vacuna acelular, denominada Tadp, que corresponde a una dosis menor de
toxoide tetdnico y antigeno pertussis que se utiliza como refuerzo Unicamente en
adolescentes y adultos.

En nuestro pais, asi como también en muchos otros paises en desarrollo hasta no hace
mucho tiempo se utilizaba Unicamente la vacuna celular que se denominaba cuadruple
bacteriana (difteria, tétano, Haemophilus influenzae b y tos convulsa) que se aplicaba a los 2,
4, 6 y 18 meses de edad. Actualmente el calendario obligatorio de vacunacidn incluye una
dosis de vacuna celular pentavalente (difteria, tétanos, Haemophilus influenzae b, tos
convulsa y hepatitis B) a los 2, 4 y 6 meses de edad, la cual es seguida de un refuerzo con la
cuadruple bacteriana a los 18 meses y un segundo refuerzo con la vacuna triple bacteriana

(tétanos, difteria y tos convulsa) entre los 5 y 6 afios. Recientemente se aprobd la
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administracion a los 11 afios de una nueva dosis de refuerzo con la vacuna triple bacteriana
con el componente pertussis acelular. De la misma manera se recomienda la utilizacion de

esta ultima vacuna para embarazadas y personal del area de salud (74).
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1.2 Biofilms microbianos

1.2.1El concepto que revolucioné la microbiologia

En sus origenes, la microbiologia cambié por completo la concepcion de la naturaleza. La
posibilidad de observar microscépicamente organismos que eran responsables de procesos
fermentativos, de dafios a la salud y fundamentalmente la posibilidad de cultivarlos in vitro,
brindaron las herramientas para poder elaborar estrategias de tratamiento que en lugar de
ser paliativas, apuntaran a la erradicacién de la enfermedad y a su prevencién. Durante
mucho tiempo se considerd a los microorganismos como células de vida libre e individuales,
gue no interactuaban entre si y que eran capaces de replicarse en cultivos liquidos. Estas
caracteristicas fueron extrapoladas a su mecanismo de vida natural. Aunque durante mucho
tiempo se estudiaron los fenotipos bacterianos utilizando estos tipos de cultivo hoy por hoy
es ampliamente aceptado el hecho de que la mayoria de los microorganismos en la
naturaleza viven adheridos a superficies en comunidades mixtas denominadas biofilms.

Si bien la primera descripcion de un biofilm data del siglo XVII cuando Antonie van
Leeuwenhoek describié, utilizando un primitivo microscopio, la observacion de “pequefios
animales” en la superficie de sus propios dientes y mds tarde, a principios del siglo XX, Zobell
y colaboradores describieron la capacidad de las bacterias acudticas de vivir adheridas a
superficies (75, 76), no fue hasta el afio 1978 que se difundié y aceptd el concepto de
biofilms microbianos. Por aquellos afios, varios autores, entre ellos William Costerton
(“padre del biofilm”), Geesey y Cheng, describieron diferentes “organizaciones microbianas”
en diversos ambientes (77). Una de las definiciones de biofilm que se daba por ese tiempo y
gue tiene vigencia actual es la siguientes: un biofilm es “una comunidad microbiana sésil,
caracterizada por células que estan adheridas irreversiblemente a un sustrato o interfase, o
unas con otras, las cuales estan contenidas en una matriz de sustancias poliméricas
extracelulares producidas por ellas mismas y que expresan un fenotipo propio” (78). En la
figura 5 se pueden observar imagenes de micrografia electronica de barrido donde se ve la
estructura de un biofilm desarrollado por Pseudomonas auruginosa, uno de los patégenos
oportunistas sobre el que mads se ha estudiado la formacion del biofilm. A lo largo de los
afos se han descrito que muchas otras bacterias como Vibrio cholerae, Burkordelia spp,
Staphylococcus aureus, entre otros son capaces de desarrollarse en comunidades adheridas

a superficies. También se han descrito biofilms formados por otros organismos como
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protozoarios, algas y hongos (79). La definicion de biofilm no estd circunscripta a cultivos
puros, es mas, actualmente es ampliamente aceptado el hecho de que los biofilms en la
naturaleza estdn formados, en muchas oportunidades, por diferentes especies. La formacién
de biofilms representa grandes ventajas para la subsistencia de los microrganismos, algunas
de ellas se detallan a continuacién (78, 80):

e Proteccion del medio ambiente: la matriz extracelular que recubre las células se
encuentra formada por polisacdridos, proteinas y ADN entre otras sustancias. Esta capa
ofrece proteccién debido al aislamiento al que somete a las células, protegiéndolas de
agentes externos que puedan danarlas, tales como la radiacion UV, cambios bruscos de pH,
deshidratacién, shock osmotico. Del mismo modo, retrasa la llegada de agentes bactericidas
al seno de la poblacion y ofrece la posibilidad de secuestrar nutrientes adsorbiéndolos en la
matriz.

e Adquisicion de nuevo material genético; dentro de la estructura del biofilm se ve
favorecido el intercambio horizontal de genes a través del proceso de conjugacién. La
cercania entre las células y la proteccidon ofrecida por la matriz extracelular generan un
entorno éptimo para el desarrollo del proceso.

e Disponibilidad de nutrientes y cooperacion metabdlica; dentro de la estructura de los
biofilms, quedan definidos canales que semejan la estructura de un sistema circulatorio
primitivo, asegurando la disponibilidad de nutrientes y eliminacién de desechos. De manera
paralela, la cercania entre las células genera una oportunidad para el metabolismo
cooperativo donde diferentes especies pueden metabolizar diferentes productos de manera

de no generar toxicidad en el micro entorno.

1pm WD 8. 1mm

Figura 5- Imagenes SEM de un biofilm de P. aeruginosa de 6um x 6um (A) y de 3um x 3um.
(http://eyemicrobiology.upmc.com/PhotoGalleryBiofilms.html /
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La importancia de los biofilms en nuestro ambiente fue por primera vez aceptada y evaluada
por los profesionales de la industria quimica, quienes tenian grandes problemas en sus
plantas de tratamiento de aguas, elaboracion de alimentos, cafierias de transportes, etc.,
debido a la presencia de microorganismos que generaban contaminaciones y corrosion entre
otros inconvenientes (81, 82). Actualmente, los biofilms han sido detectados en infecciones
cronicas, como las infecciones por catéteres, infecciones pulmonares, infecciones mediadas
por implantes, etc. (83). El increible incremento de la resistencia a antibidticos que confiere
esta forma de vida ha hecho que en las ultimas décadas se dediquen grandes esfuerzos a
mejorar las terapéuticas y a tratar de contar con herramientas preventivas de la colonizacién

de equipamiento e insumos médicos.

1.2.2 Etapas en la formacidn de biofilm

Las etapas involucradas en la formacién de un biofilm comprenden: i) una fase inicial de
adhesiéon a la superficie, seguida de una etapa de ii) formacion de micro colonias,
posteriormente una etapa de iii) maduracién del biofilm con formacién de la matriz
extracelular y una cuarta etapa iv) variable en el tiempo y dependiente de las condiciones
del ambiente que consiste en el desprendimiento de las células para colonizar otros nichos
(83, 84). A continuacion se describirdn mas detalladamente cada una de las etapas:

i) La etapa inicial de formacidon de un biofilm corresponde a la fase de adhesién de las
bacterias a la superficie blanco que pasa de ser reversible a irreversible. Se sabe que existen
factores ambientales que estimulan este proceso y que estan relacionados con Ia
disponibilidad nutricional, el pH, la temperatura y las caracteristicas del sustrato que
estimulan cambios en la expresion de los factores de adhesién propios de las bacterias (85,
86). Se ha demostrado que P. aeruginosa y P. fluorescens forman biofilms en casi todas las
condiciones nutricionales, pero no lo hace de igual forma E. coli K12, que no genera biofilms
en medios nutricionales minimos a no ser que se hayan suplementado los mismos con
aminodcidos. Los factores de sustrato y medio ambiente estan relacionados con la etapa de
adhesidon reversible de las bacterias (87), mientras que la adhesion irreversible estaria
asociada a componentes propios de las células (83). Dentro de estos componentes, se han
identificado para bacterias Gram-negativas, la participacién de flagelos, LPS, pilis de tipo | y
IV (84) En el caso de las bacterias Gram-positivas, ciertas proteinas superficiales y
extracelulares asi como también polisacdridos capsulares estarian involucrados en el proceso

de adhesion (85).
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ii) En la segunda etapa, la movilidad mediada por pilis generaria una cercania entre las
bacterias, estimulando las uniones célula-célula y generando la formacién de micro-colonias.
En este sentido, resulta interesante el caso de P. aeruginosa, de la cual se sabe que luego de
la etapa de adhesion irreversible, la expresion del flagelo se ve inhibida, para dar lugar al
aumento en la expresion de pilis de tipo IV, promoviendo la movilidad en el soporte
generando cercania y reclutamiento de las células. Estas uniones intercelulares, se daria a
través de fuertes adhesinas bacterianas dentro de las cuales se puede nombrar la proteina
Ag43 de E. coli (87).

iii) La etapa de maduracion del biofilm se caracteriza por la produccidon de la matriz
extracelular, que generalmente estd compuesta de un componente de polisacarido
mayoritario dentro del cual se pueden encontrar inmersas proteinas, acidos nucleicos y
lipidos, generando la estructura tridimensional definitiva del biofilm que incluye la formacién
de canales internos de circulaciéon de nutrientes. La composicién del polisacarido es variable
dependiendo de la bacteria. Por ejemplo en el caso de P. aeruginosa el polisacarido es el
alginato (88, 89), poli-acetilglucosamina en el caso de Staphylococcus aureus (90, 91),
Salmonella typhimirium produce un polisacédrido de celulosa (92) y en el caso de Vibrio
cholerae produce un polisacarido rico en glucosa y galactosa (93). Se ha demostrado
también que una misma bacteria es capaz de variar la composicion del polisacarido
dependiendo de las condiciones ambientales. Se ha reportado para P. aeruginosa la
capacidad de producir ademas de alginato, una pelicula rica en glucosa en la interfase
medio- aire que se denomind Pellican (94).

iv) Finalmente, la etapa de liberacidn de las células para colonizar nuevos nichos es la etapa
menos conocida del proceso de formacién de biofilm. Algunos estudios en P. aeruginosa
indicarian que la limitacién de nutrientes, de manera contraria a lo que ocurre en la etapa
inicial de formacién de microcolonias, estimularia la expresion del flagelo y la disminucién de
la expresién de fimbria tipo IV (95), disminuyendo la intensidad de la unién entre células y
aumentando la movilidad de las bacterias. En el caso de S. epidermidis, se veria afectada la
expresion del operdn icaABCD, responsable de la sintesis de exoplisacarido y de esta manera
se veria afectada la organizacion del biofilm, permitiéndose la liberacién de las células (96).
En la Figura 6 se ejemplifican los diferentes pasos y los diferentes factores involucrados en la

formacién del biofilm de P. aeruginosa. En las figura 7 se observa un esquema
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representativo de la estructura tridimensional de un biofilm tipico de la misma bacteria con

su caracteristica forma de hongo y donde se muestran los canales de circulacién.
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Figura 6- Esquema de las diferentes etapas de formacidn de biofilm de la bacteria P. aeruginosa. Se
detallan los factores de virulencia que participan de las diferentes etapas asi como también los
elementos regulatorios. Imagen extraida de la Tesis doctoral de Diego O. Serra (97).

Figura 7- Esquema tipico de un biofilm con estructura de Hongo de P. aeruginosa. Se observa la zona

de adhesion y el crecimiento tridimensional que deja al descubierto canales de circulacidon de
nutrientes y desechos (79)

1.2.3 Caracteristicas estructurales y regulacion de los procesos de formacion de biofilm

Actualmente se asume que las caracteristicas fisioldgicas de las células en un cultivo
planctonico que tiene lugar en un reactor a escala de laboratorio, con adecuada
transferencia de materia y calor son bastante similares para todos los individuos. Se

considera, en particular para esta escala, que cuando se quiere evaluar alguna caracteristica
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fenotipica la muestra que se toma es representativa de todo el volumen. A estos fines se
centrifugan las células de un cultivo liquido y se trabaja sobre el conjunto como una
poblacién relativamente homogénea. Las mayores diferencias entre células en cultivos
liqguidos se dan en funcién del tamafio de la escala del reactor. Esta situacion no ocurre
dentro de un biofilm, donde a nivel de microescala existen marcados gradientes de
nutrientes, de productos de desecho y presencia de compuestos sefializadores que varian
temporal y espacialmente a lo largo del periodo de formacion del biofilm, en estructuras que
no superan el tamafio de los 500 um. Estudiar un biofilm ha impuesto a la microbiologia
entrar en la micro y nano-escala, poder desarrollar nuevos sistemas de crecimiento y evaluar
ese desarrollo sin perturbar el sistema. En este sentido dentro de las muchas medidas que se
han realizado para estudiar el comportamiento de los nutrientes en las distintas zonas de los
biofilms, una de las mas estudiadas ha sido el nivel de O,. A través de la utilizacion de micro-
electrodos se han logrado realizar medidas que indican un decrecimiento de la
concentracion del gas con la profundidad de la estructura. Este comportamiento no es
atribuible solamente a una disminucion en la difusiéon, ya que la matriz es un ambiente
acuoso en el que el O, por su tamano difunde relativamente bien, aunque en un menor
porcentaje que si lo hiciera en agua pura. Lo que afecta la disponibilidad de O, es que a
medida que el gas difunde va siendo consumido por las bacterias que se encuentran en las
capas mas superficiales, de modo que la concentracién local es un equilibrio dinamico entre
la difusién y el consumo. Un proceso similar ocurre con los nutrientes que se encuentran en
el seno de la solucion. De manera contraria, los productos de desecho se encuentran mas
concentrados en el interior del biofilm y difunden al medio siguiendo un proceso de difusidn
en sentido contrario al de los nutrientes. Ambos procesos se ejemplifican en la Figura 8. Una
posibilidad diferente seria el comportamiento de los productos que pudieran ser generados
dentro del biofilm y también consumidos dentro de él por células de una especie diferente a
la productora. Esto llevaria a que exista una concentracién maxima dentro del biofilm, y que
el producto nunca alcance el seno del liquido (Fig. 8.A) (98, 99).

Es razonable entonces que debido a todas las diferencias nutricionales y ambientales que
generan los perfiles de difusién mencionados, se observen respuestas fisioldgicas distintivas
0 que ocurra una adaptacion en las células que se encuentran en las diferentes zonas. Un
ejemplo que muestra, tal vez drasticamente las variaciones del ambiente al que se

encuentran sometidas las bacterias a lo largo del biofilm, es el publicado por investigadores
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de la Universidad de Southampton, que utilizando una tincién fluorescente diferencial para
bacterias vivas y muertas (LIVE/DEAD), muestran como en un mismo momento del
desarrollo, las células que se encuentran en contacto con la superficie (y alejadas del seno
del liquido con nutrientes) se encuentran muertas, mientras las que estan mas proximas a la
superficie (en contacto con el medio de cultivo) se encuentran vivas (ver figura 8-B). Otro
trabajo muy interesante publicado recientemente por el Dr. Diego Serra analiza, utilizando
Microscopia Electrénica de Barrido, las diferencias estructurales de un biofilm
correspondiente a una microcolonia de E. coli K12 crecida sobre agar. Realizando cortes con
un criomicrétomo observaron diferentes zonas de la estructura; la zona de base, que es la
zona en contacto con los nutrientes, la capa mas superficial, con menor concentracion de
nutrientes y también zonas de los bordes de la microcolonia. Se observaron marcadas
diferencias en cuanto a la morfologia de las bacterias y a la expresidon de filamentos. En la
parte inferior se observaron células alargadas, en division activa, embebidas en una red
intensa de filamentos que fueron identificados como flagelos. A medida que se fueron
analizando zonas mds profundas, las estructuras filamentosas dejaban de observarse y lo
gue mantenia a las células unidas eran fibras de tipo curli, y la morfologia de las bacterias se
transformaba de alargada a ovalada encontrandose células aisladas en la capa mas
superficial sostenidas en una matriz estructural de curli. La transicién entre un tipo de
morfologia y el otro resulté ser muy abrupta. Por otro lado al analizar los bordes del biofilm
se observd que la morfologia correspondia a una zona muy similar a la zona de la base
aungue con presencia de una red flagelar menor. De esta manera se pudo determinar que el
ambiente en el cual se encuentran las células condiciona la expresién de los filamentos y la
morfologia, efecto que posiblemente esté relacionado con el grado de actividad metabdlica

(100).
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Figura 8-A. Esquema donde se representa las diferentes posibilidades de concentracidon de
nutrientes que provienen del seno del liquido, un desecho metabdlico o producido dentro de
la estructura en una zona intermedia dentro de un biofilm de geometria semi-esférica. En la
Figura 8 B se observa una imagen de fluorescencia realizada con una tincién LIVE/DEAD donde
se ve en la zona interna, un cimulo de bacterias muertas mientras que en la zona mas externa
las células permanecen vivas. (Imagenes tomadas del sitio de la Universidad de Montana-
Centro de Ingenieria del Biofilm: http://www.biofilm.montana.edu/)

El proceso general de crecimiento en biofilm asi como también los mecanismos de
adaptacidon microbiana a las diferentes condiciones micro-ambientales que se describieron
anteriormente, se encuentran sometidos a una eficiente regulacion por parte de las
bacterias. Dentro de los sistemas de regulacion mas ampliamente estudiados se encuentra el
sistema de Quorum Sensing. Este sistema de seiializacién intercelular se basa en la
produccién de distintos tipos de moléculas derivadas de las acil-homoserin-lactonas en el
caso de las bacterias Gram-negativas, y de oligopéptidos en el caso de bacterias Gram-
positivas (101, 102). Estas moléculas son liberadas al medio extracelular y permiten sensar la
densidad celular. Cuando el nimero de células es alto, la acumulacién de las sefiales alcanza
un valor umbral que desencadena una cascada de sefializacién y estimula la produccion de
biofilm. En el caso de P. aeruginosa se han descrito varios sistemas de QS, el sistema LasR-
Lasl, que controla la expresion de varios factores de virulencia extracelulares y a su vez
también controla al sistema de QS, RhIR-Ehll, que interviene en la regulacién de la

produccién de varios metabolitos secundarios. Otras especies para las que se han reportado
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moléculas de homo-serinlactonas son E. coli, V. cholerae, S. typhimurium y Burkohlderia spp.
(101).

Existe otro tipo de reguladores que intervienen en la formaciéon de biofilm y son los
denominados reguladores globales. En el caso de P. aeruginosa, la proteina de represién de
catabolito (Crc), que esta relacionada al metabolismo del carbono, también intervendria en
la estimulacién de la expresion de fimbrias de tipo IV y de esta manera en la formacién de
microcolonias (103). Para E. coli se ha descrito la relacién del par OmpR (proteina de
membrana) y RpoS (regulador maestro) (104, 105). En esta misma especie, el regulador CsrA,
gue interviene en el metabolismo del carbono, también participa en la activacién de la
dispersién de los biofilms en varias condiciones de cultivo (106). De la misma manera varios
sistemas de dos componentes han sido relacionados a la formacidon de biofilm tanto en
bacterias Gram-positivas como Gram-negativas.

Recientemente se ha descrito un tipo de regulacion postranscripcional que estaria asociado
a la formacidn de biofilm en bacterias. Se trata de la regulacidn que ejerce la concentracién
de “bis-(3'-5')-cyclic dimeric guanosine monophosphate”(c-di-GMP), un metabolito cuya

concentracion estd regulada por la actividad di-guanilato ciclasa y fosfodiesterasa (107).

1.2.7 Impacto de los biofilms en el area de salud

Desde el comienzo de la era de los antibidticos y el desarrollo de las vacunas, muchas
enfermedades agudas pudieron ser tratadas con eficacia. Normalmente los episodios agudos
de enfermedad originados por infecciones bacterianas responden rapida y efectivamente al
tratamiento antibidtico a no ser que exista alguna resistencia a la droga administrada. No
obstante, se ha podido comprobar que mas de la mitad de las infecciones padecidas por el
hombre son causadas por microorganismos comensales del cuerpo, patégenos oportunistas
gue toman ventaja de una situacion de estrés o injuria para desarrollar una infeccidn. Las
imagenes que han sido tomadas de alguna herida donde desarrollé un microorganismo de
este tipo siempre demostraron un desarrollo de bacterias embebidas en una matriz
polimérica, o sea, un biofilm. Con el tiempo se pudo demostrar que existe una gran cantidad
y diversidad de infecciones producidas por biofilms, tales como las caries dentales,
infecciones de valvulas cardiacas, infecciones del tracto urinario y digestivo, infecciones
pulmonares crénicas, como las sufridas por los pacientes fibroquisticos, heridas,
conjuntivitis, etc. De la misma manera se ha logrado comprobar que la mayoria de las

infecciones intra-hospitalarias, asociadas a catéteres o material médico o quirargico
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contaminado tienen su base en el desarrollo de biofilms sobre estas superficies. En la
actualidad se conocen muchas patologias en las que los microorganismos desarrollan
formando biofilms, donde interviene el desarrollo de células sésiles (adheridas a superficie).
Ha sido ampliamente documentado que las células que integran un biofilm debido a la alta
capacidad de resistencia de estas comunidades, tanto a agentes antibidticos como a las
defensas del organismo, son las responsables de infecciones crénicas o persistentes.
Ademas, los biofilms liberan antigenos que estimulan la produccidon de anticuerpos, aunque
estos fallan en la tarea de erradicacion, y producen ademas dafio a los tejidos circundantes,
provocando serias lesiones inflamatorias. Por otro lado, si bien los antibiéticos tienen éxito
en eliminar las bacterias plancténicas liberadas de los biofilms, no tienen la misma eficiencia
para eliminar la comunidad sésil. Como consecuencia, se observan picos de sintomas agudos
luego de un ciclo de tratamiento. Para poder desarrollar una estrategia terapéutica
adecuada para el control de este tipo de estructuras microbianas, resulta importante
conocer cudles son las razones por las que los biofilms presentan una resistencia aumentada
al tratamiento con antibidticos que sus contrapartes plancténicas. En este sentido; algunas
de las hipdtesis mds aceptadas son (78, 79, 94, 108):

e La difusidn de un antibiético dentro de la matriz se ve disminuida por la presencia de
componentes propios de la matriz polimérica. La matriz extracelular podria dificultar la
difusidn de estos agentes imposibilitando que los mismos contacten de manera eficaz a las
células sésiles. Un caso particular es la poca difusién de los agentes oxidantes que
conjuntamente con la desactivacidn por parte de las capas mas externas del biofilm impiden
su penetracién al interior de la pelicula. Esto es especialmente importante como una
explicacion de las causas por las que las células fagociticas, que median su ataque a través de
la utilizacion de este tipo de compuestos son incapaces de destruir los biofilms.

e La existencia en ciertas regiones del biofilm en las que las células se encuentran en un
estado nutricional de inanicion con un metabolismo menos activo, que provocaria una
resistencia intrinseca a la accion de los agentes microbicidas.

e Una ultima explicacién, aunque un poco mas especulativa, seria la existencia de un

fenotipo genéticamente determinado de resistencia programado para la vida en biofilm.

1.2.7 El biofilm de B. pertussis

Varios trabajos realizados durante los ultimos afios por nuestro laboratorio y por otros

grupos han demostrado la capacidad de B. pertussis de formar biofilm sobre superficies
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abidticas, como vidrio, polipropileno, poliestireno, y sobre superficies bidticas como la
cavidad nasofaringea de ratén. Se ha demostrado que B. pertusis utiliza varios factores de
virulencia para promover la adhesiéon y formacion de biofilm, dentro de los cuales se
encuentran varias adhesinas. Fim y PRN estarian involucradas en las primeras etapas de
adhesién. La proteina filamentosa FHA, no solo forma parte esencial de esta etapa sino que
también es requerida para la unién de las bacterias entre si durante la maduracién de la
comunidad. De la misma manera, la proteina Fim junto con la proteina Bsp22, secretada por
el Sistema de Secrecion Tipo lll, formarian filamentos que junto con una matriz polimérica,
de la cual no se conoce detalladamente la composicion, generaria la estructura en la cual
estan embebidas las bacterias. Ademas de proteinas y polisacaridos, la matriz extracelular
del biofilm de B. pertussis contiene ADN. Estudios de formacion de biofilm realizados a
través de escaneo por microscopia laser confocal in vitro permitieron cuantificar la altura
promedio de un biofilm maduro de B. pertussis, el cual arrojé un valor de 25um (66).
Actualmente se conocen algunos factores regulatorios que influyen en la formacidon de
biofilm en B. pertussis. El sistema de dos componentes BvgAS ha sido el primer sistema de
regulacién involucrado en la formacién de biofilm de Bordetella. Se ha demostrado que
cuando la bacteria se encuentra en su fase avirulenta es incapaz de desarrollar biofilms. Este
fenémeno esta asociado a la falta de expresidn de factores involucrados en los procesos de
adhesién, tales como FHA, Fim, PRN, SST3, etc. De la misma manera, el regulador BpsR, ha
sido descrito como regulador de la produccidon de polisacarido. Este regulador, BvgAS
independiente, se une a la regidon promotora del operdn bpsA-D induciendo su expresién.
Mds recientemente se ha demostrado que la molécula (p)ppGpp, una molécula que se
acumula en muchas bacterias en respuesta a condiciones nutricionales desfavorables, regula
positivamente la expresion de Fim y Bsp22, quienes formarian estructuras filamentosas
estructurales en el biofilm de B. pertussis. Se ha demostrado que la regulacién que ejerce
este metabolito es BvgAS independiente. Por dultimo, también recientemente, se ha
demostrado que en Bordetella spp, también existe una regulacion de la formacién de biofilm
por parte del sefializador secundario di-cGMP, cuya mutaciéon disminuye drasticamente la
formaciéon de biofilm en B. bronchiséptica. Una figura representativa de las etapas de

formacion de biofilm y los factores intervinientes se resume en la Figura 9 (65, 66, 109-114).
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Teniendo en cuenta toda la informacién descripta anteriormente, la hipotesis de que B.
pertussis pueda colonizar y persistir en el hospedador mediante la formacidn de biofilm ha
cobrado importancia en la comunidad cientifica. De modo que, entender los mecanismos
moleculares que conllevan dicho desarrollo resulta de gran interés para mejorar no solo las

terapéuticas sino también la calidad de las vacunas contra este patogeno.

Adhesion Maduracién
2 Sistema Sistema BvgAS/(p)ppGpp/di-cGMP
Regulacion BvgAS
BpsR
FHA/Fim/Bsp22
Factores FHA P

Fim

P
-\

__aNe Yy

Figura 9- Esquema representativo de las etapas de adhesion, formacién de microcolonias vy
maduracién del biofilm de B. pertussis junto con los factores de virulencia involucrados y los sistemas
de regulacion conocidos. Imagen extraida y modificada de la Tesis Doctoral de Diego O. Serra (97).
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1.4 OBJETIVOS GENERALES DEL TRABAJO DE TESIS

[) Caracterizar el crecimiento en biofilm de aislados clinicos de B. pertussis recuperados en

hospitales de la regidn y provenientes de pacientes con tos convulsa,

[I) Estudiar mediante técnicas de protedmica comparativa diferencias fenotipicas entre un
aislado clinico seleccionado por su alta capacidad de formacién de biofilm y la cepa de

referencia adaptada al laboratorio B. pertussis Tohamall,

[ll) Estudiar la localizacién espacial y dindmica temporal de adhesinas involucradas en el

proceso de formacion de biofilm, mediante el empleo de Microscopia de Fuerza Atémica.
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11.1 INTRODUCCION

El conocimiento de los mecanismos de adaptacién microbiana tanto a la inmunidad derivada
del empleo de vacunas como a las acciones terapéuticas plantea un gran esfuerzo
biotecnoldgico y una necesidad constante para el sector de salud publica. El desafio que
representa controlar a los organismos patégenos no se limita a comprender la patogénesis
de los mismos, sino que a partir de este conocimiento esencial se debe tratar de mejorar las
estrategias de lucha contra las enfermedades que ocasionan. En el caso particular de tos
convulsa o pertussis, en los Ultimos anos se han postulado varios mecanismos de adaptacion
microbiana que parecen haber contribuido al éxito de la persistencia del agente etioldgico
en su hospedador natural en respuesta a los permanentes esfuerzos para erradicar la
enfermedad (1-5). En este sentido es importante recordar que después de mds de 60 anos
de vacunacidn sistemdtica contra pertussis, la enfermedad no ha podido todavia ser
controlada, lo cual es una clara indicacion de que las estrategias de prevencion utilizadas,
como el empleo de vacunas celulares y acelulares no han sido lo suficientemente efectivas.
En los ultimos afios se ha hecho especial hincapié en los estudios sobre invasién y
persistencia de estos patdgenos en el tracto respiratorio del Unico hospedador conocido de
Bordetella pertussis, el ser humano. A efectos de poder enfrentar de manera mas efectiva a
estos organismos se ha reportado la necesidad de mantener actualizadas las formulaciones
de vacunas en respuesta a las formas de “adaptacion” del patdgeno a las mismas y a las
estrategias de control de su hospedador. Aunque pertussis es considerada una enfermedad
aguda, de alguna manera, estas bacterias logran persistir generando focos infecciosos de
enorme peligro para la poblacion en riesgo (6-9). Por estos motivos resulta de gran interés
clinico el estudio de las posibles formas de persistencia de estos patdgenos, con el objeto de
mejorar las acciones terapéuticas e iniciar una lucha mas adecuada en lo que se refiere a
prevencion.

Como se menciond en el capitulo |, es sabido que muchos microorganismos se organizan en
comunidades denominadas biofilms para poder persistir en nichos ecolégicos desfavorables
(10, 11). Dentro de estas estructuras, las bacterias se encuentran protegidas contra
antibidticos y/o componentes del sistema inmune (12-15). Varios estudios, incluidos los de
nuestro laboratorio, han demostrado la capacidad de la cepa de referencia de B. pertussis

Tohama | de formar biofilms tanto in vitro como in vivo; lo cual nos ha llevado a postular esta
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forma de vida como un posible mecanismo de persistencia del patdgeno en su hospedador
(82, 51). El estudio de la expresién fenotipica de las bacterias sésiles (crecen adheridas a
soportes) resulta asi de gran importancia para entender los cambios moleculares que
acompafian la adaptacién microbiana a esta forma de vida.

Una técnica que ha sido ampliamente implementada en el estudio fenotipico diferencial en
microorganismos patdgenos es la protedmica 2D (16-24). Esta metodologia permite realizar
un andlisis de la expresion de proteinas aprovechando la separacién de las mismas en geles
corridos en dos dimensiones, lo cual permite lograr una mejor separacién y aumentar de
este modo la sensibilidad. La protedmica 2D consta de dos etapas, en la primera de ellas se
separan las proteinas de una muestra segin su punto isoeléctrico (Pl). Para lograrlo, se
suspenden las proteinas en un buffer adecuado y se separan en un gel que posee un
gradiente de pH inmovilizado. De esta manera, al aplicarse una diferencia de potencial, las
proteinas migran segun su carga hasta encontrar el pH correspondiente a su punto
isoeléctrico. Una vez concluida esta etapa, se procede a la separacién de las proteinas en
geles de poliacrilamida donde son separadas segun su peso molecular. Al cabo de esta
segunda etapa de separacion se procede al analisis de los geles. Las proteinas
diferencialmente expresadas son escindidas e identificadas a través de la técnica de
Espectrometria de Masas de Tiempo de Vuelo con Desorcion/lonizacion Laser Asistida por
Matriz (MALDI-TOF MS). El fundamento de esta metodologia es el siguiente: la suspensién
de proteinas se mezcla con 4cido a-ciano(4)hidroxicindmico en exceso y se deposita sobre
una superficie de metal de modo que ambos co-cristalicen cuando se evapora el solvente. En
el espectrometro de masas MALDI-TOF, esta preparacion es sometida a la accién de pulsos
cortos del laser en alto vacio, lo que provoca que la energia absorbida por parte de la matriz
sea convertida en energia de excitacidn y se transfieran H" a la muestra (ionizacién) dando
lugar a especies por lo general mono cargadas. El drea irradiada aumenta su temperatura,
generando la desorcién de las especies cargadas de la fase sélida a la fase gaseosa para
dirigirse hacia el analizador de tiempo de vuelo (TOF, time of flight). Alli, tras ser aceleradas
por un campo eléctrico en una regién de alto vacio, se ordenan en funcién de su relacién
masa-carga. La sefial de aquellas moléculas que volaron y fueron detectadas es representada
en un espectro de masas. Estos espectros son luego analizados por comparacion con bases
de datos existentes y de esta forma se logra la identificacion de las proteinas que se

encontraban en la muestra original (17, 25).
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Existen varias maneras de visualizar las proteinas presentes en los geles de poliacrilamida.
Una de ellas consiste en utilizar moléculas fluorescentes para marcar las proteinas de una
muestra; esta metodologia da lugar a la técnica denominada 2D-DIGE (del inglés, 2D-
Differential In Gel Electrophoresis). Los marcadores fluorescentes reaccionan con las aminas
terciarias de las lisinas generando grupos imida (26). Existen diferentes fluoréforos, que si
bien presentan similitud en su carga y masa poseen perfiles de excitacion-emision
diferentes, permitiendo revelar distintos marcadores presentes en un mismo gel al excitarlos
con diferentes filtros. De esta manera se pueden revelar muestras diferentes marcadas con
distintos fluoréforos en un mismo gel, disminuyendo las variaciones debidas a separaciones
de muestras en geles diferentes (26, 27). En la Figura 1 se muestran los perfiles de emision

de los fluordforos de cianina comerciales.

Er Espectros de emision de fluoréforos
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Fig. 1. Espectros de emision de distintos marcadores fluorescentes. Tomado de:
http://www.crbdiscovery.com/technical/labelling/fluorescent-dyes/proprietary-dyes.php

Otra técnica que ha sido ampliamente utilizada para la caracterizacidon fenotipica asociada al
estudio de expresién de genes es la técnica de PCR cuantitativa en tiempo real (del inglés,
quantitative Real time PCR). Esta metodologia ha sido aplicada a la caracterizacién de
perfiles de virulencia en hongos y bacterias y ha demostrado ser una herramienta valiosa en
el estudio de los perfiles de expresion génica en cultivos en biofilm (28-31). Permite analizar
de manera comparativa el nivel de transcripcidn génica entre diferentes muestras. Tiene su
fundamento en la deteccion de fragmentos cortos de amplificacion utilizando una sonda
fluorescente que se une a acidos nucleicos de doble cadena, de este modo, luego de cada

ciclo de PCR, se realizan lecturas de fluorescencia y se puede lograr un seguimiento en
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tiempo real de los productos de amplificacidon. En este tipo de metodologias se puede utilizar
como molde tanto ADN como ADNc (ADN complementario), generado a partir de moléculas
de ARN; de esta manera se pueden realizar estudios de expresidn relativa del ARN original
aislado o cuantificar la cantidad de acido nucleico original presente en la muestra (32, 33).

La cepa de referencia de B. pertussis Tohama | fue aislada en la década de 1950 vy si bien la
mayoria de los estudios sobre esta especie se han centrado en el analisis de la misma, es
ampliamente reconocido que en la actualidad ya no representa cabalmente a los organismos
circulantes. En este capitulo hemos tratado de avanzar en el conocimiento del
comportamiento de aislados clinicos locales, en cuanto a su capacidad para formar biofilm.
Los estudios realizados se han iniciado comparando el crecimiento adherido a superficies de
la cepa Tohama | frente a una serie de aislados clinicos recuperados de pacientes con tos
convulsa en el Servicio de Bacteriologia del Hospital de Nifios de La Plata. Se obtuvieron
resultados sobre el desarrollo de biomasa adherida a soportes asi como de la expresiéon
fenotipica de células sésiles. En este ultimo caso se compard la cepa vacunal B. pertussis
Tohama | con un aislado clinico circulante (Bp2723), seleccionado por su alta capacidad de

formacién de biofilm.

Los objetivos especificos de esta parte del trabajo fueron:

e Caracterizar la formacién de biofilm por parte de aislados clinicos de Bordetella
pertussis recuperados de pacientes infectados en la region,

e Determinar las diferencias fenotipicas existentes entre un aislado clinico y la cepa de
referencia B. pertussis Tohama | creciendo en biofilm,

e Determinar si en su adaptacion a la vida en biofilm por parte de los aislados clinicos

se detectan cambios moleculares asociados a dicha adaptacion.
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1.2 MATERIALES Y METODOS
11.2.1 CULTIVOS EN PLACA Y PLANCTONICOS.

11.2.1.i Microorganismos y condiciones de cultivo plancténico

En el presente estudio se emplearon la cepa de referencia de Bordetella pertussis Tohama |,
cepas mutantes derivadas de la misma, asi como también aislados clinicos de B. pertussis
recuperados de pacientes con tos convulsa tratados en el Hospital de Nifios de La Plata “Sor
Maria Ludovica” entre el aflo 2001 y 2007. Las caracteristicas de estos organismos se
detallan en la Tabla 1. Todas las cepas fueron cultivadas y mantenidas en placas de agar
Bordet-Gengou (Difco Laboratories, Detroit, MI, USA) suplementadas con 15% v vide sangre
de carnero desfibrinada (ABGs). La sangre fue provista por el Instituto Bioldgico del
Ministerio de Salud de la Provincia de Buenos Aires (La Plata, Buenos Aires). Para los cultivos
planctdnicos, las bacterias fueron crecidas a 37°C en el medio sintético Stainer-Scholte (SS).
Este medio de cultivo estd compuesto por un conjunto de componentes esterilizables por
vapor, en g L1: Glutamato monosédico 10,70; L-Prolina 0,24; KH,PO, 0,5; KCI 0,20;
MgCl,.6H,0 0,20; soluciéon al 1% de CaCl, 2mL; Tris-HCI 1,52; NaCl 2,50; y por otros
componentes que son esterilizables por filtraciéon, utilizando una membrana de 0,22 um: 10
mg L' SO4Fe.4.H,0; 40 mg L L-cistina; 0,1 mL L'* HCl; 20 mg L™ 4cido ascérbico; 4 mg L™
acido nicotinico y 100 mg Lt L-glutation reducido. Las cepas mutantes se cultivaron en las
condiciones de restriccion recomendadas para lo cual los medios de cultivo fueron
suplementados con Estreptomicina, 50 pg mL™ (Sigma St. Louis, MO, USA).

El crecimiento de las cepas bajo condiciones de modulacidn se llevd a cabo adicionando a las
placas de cultivo sélido y a los medios liquidos, 40mM de MgSQO,. Se utilizd la expresion de
Adenilato ciclasa hemolisina como marcador de modulacién ya que éste es el primer factor
de virulencia que inhibe su expresion en el cambio de fase.

El buffer utilizado para los lavados fue PBS, obtenido a partir de la disolucién de 8g L™ de

NaCl, 0.2g de KCl, 1.44g de Na,HPO,4 y 0.24g de KH,PQO,, llevados a pH= 7,4-7,6 con HCI.
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Tablal- Listado de cepas de Bordetella pertussis utilizadas en este trabajo, su afo y lugar
de aislamiento y caracteristicas seroldgicas.

Cepa Afio de Edad del paciente Fuente PtxA Fim Prn
aislamiento (semanas)
Bp Tohamal 1954 - France 2 2 1
Bp 2723 2001 8 Argentina 1 3 1
Bp 1938 2003 12 Argentina 1 3 2
Bp 2930 2004 17 Argentina 1 3 2
Bp 3495 2004 4 Argentina 1 3 2
Bp 7470 2005 8 Argentina 1 3 2
Bp 162 2006 8 Argentina 1 3 2
Bp 462 2006 6 Argentina 1 3 2
Bp 892 2007 12 Argentina 1 3 2
BpK7059 E 2000 - Francia 2 2 1
BPSM 1994 Bélgica 2 2 1

11.2.1.ii Cinética de crecimiento en medios liquidos

A partir de colonias crecidas en placas ABGs se inocularon frascos Erlenmeyers de 500 mL
conteniendo 100 mL del medio SS los cuales se incubaron durante 24 h a 37°C en agitacion
(160 rpm). La suspension celular obtenida fue utilizada para inocular un Erlenmeyer de 1 L
de capacidad conteniendo 200 mL de medio SS fresco. Para iniciar estos cultivos la densidad
Optica inicial a 650 nm se ajustod a un valor de 0,2 (DOinicias50= 0,2). Los frascos resultantes se
incubaron a 37°C durante 40 h en agitacién tomandose muestras cada dos horas para
determinar la DOgso. Los cultivos fueron realizados por triplicado tanto para la cepa B.
pertussis Tohama | como para la cepa Bp2723. Con los datos obtenidos se graficaron curvas

de DO vs tiempo.

11.2.1.iii Cultivos planctdénicos para aislamiento de proteinas y ARN.

Los cultivos plancténicos se iniciaron a partir de colonias crecidas en ABGs que se utilizaron

para inocular frascos Erlenmeyer de 100 mL de capacidad conteniendo 30 mL de medio de
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cultivo SS. Los mismos fueron incubados 20 h a 37°C en agitacion (160 rpm). Estos cultivos se
utilizaron como indculo para la obtencién de los cultivos finales. En el caso de los cultivos
para aislamiento de proteinas, se inocularon frascos Erlenmeyer de 1L de volumen total
conteniendo 200 mL de medio SS con una DOjjicar650=0,2. Se incubaron por 24 h a 37°C en
agitaciéon (160 rpm). Luego de este tiempo las células fueron cosechadas por centrifugacién
(8000xg, 20 min a 4°C) y los pellets fueron congelados inmediatamente utilizando N, liquido
y almacenados a -80°C. Cada cultivo se realizé por triplicado. En el caso de los cultivos para
aislamiento de ARN, se siguieron los mismos pasos con la diferencia de que el volimen de
cultivo utilizado fue de 30 mL (en frascos Erlenmeyer de 100 mL de volumen total) y el

almacenamiento de realizé en 1 mL de RNAlater (Invitrogen) a -20°C hasta su utilizacion.

11.2.2 CULTIVOS EN BIOFILM

11.2.2i Cultivos para evaluar la capacidad formadora de biofilm

Las experiencias de crecimiento en biofilm fueron hechas empleando ocho aislados clinicos,
asi como también la cepa de referencia B. pertussis Tohama | y las cepas BpSM (cepa
resistente a estreptomicina derivada de la cepa Bp Tohama 1) y Bpxos—e (cepa mutante
derivada de la cepa BPSM con un intercambio de nucleétidos en la posiciéon 2113 del gen
codificante para la proteina sensora BvgS de una A por una G. La cepa fue generosamente
cedida por el Dr. Francoise Dubuison del Instituto Pasteur de Lille, Francia). Los ensayos
fueron realizados en tubos de vidrio cilindricos de 3 cm de didmetro y 30 cm de altura.
Dichos reactores se rellenaron con 20 g de perlas de polipropileno que fueron utilizadas
como soporte para el desarrollo de los biofilms (4.2 mm de didmetro y 2 mm de altura, con
una densidad promedio de 0.901 g L', Petroken S.A., Argentina). Los tubos fueron
inicialmente inoculados con 20 mL de una suspensidn bacteriana de DOgso= 1 e incubados
estaticamente por 4 h a 37°C para permitir la adhesidon de las bacterias a la superficie.
Posteriormente a esta etapa de adhesidon, la suspensidon microbiana con las células no
adheridas fue removida por drenaje, luego de lo cual un volumen igual de medio fresco fue
agregado a cada uno de los tubos para iniciar el crecimiento. Los tubos se incubaron durante
72 h a 37°C con agitacidn tipo roller (140 rpm) para evaluar la biomasa del biofim maduro
formada en cada caso. Cada 24 h el medio de cultivo fue reemplazado por medio SS fresco
para mantener las condiciones nutricionales de las bacterias. Luego de 72 h las perlas fueron

removidas y lavadas con buffer PBS estéril tres veces.
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11.2.2ii Cultivos en biofilm para purificacion de ARN y proteinas

Los cultivos en biofilm del aislado clinico Bp2723 y de la cepa de referencia B. pertussis
Tohama | fueron realizados en columnas de vidrio de 5 cm de diametro y 55 cm de altura
rellenas con 100 g de perlas de polipropileno. Para cada cultivo las columnas fueron
inoculadas asépticamente con 130 mL de una suspensidon de bacterias con una DOgso=1 e
incubadas de forma estdtica por 4 h a 37°C a fin de permitir la adhesiéon bacteriana al
soporte. Luego de esta etapa, las suspensiones fueron drenadas de modo de eliminar las
células no adheridas y las columnas fueron recargadas con medio SS fresco (100 mL). Las
columnas se incubaron con aireaciéon (0.1 L min'l) durante 72 h a 37°C. Cada 24 h el medio
de cultivo fue reemplazado por medio fresco. Al cabo de las 72 h de cultivo, las perlas fueron
colectadas en un frasco estéril y lavadas tres veces con PBS. Luego las mismas fueron
suspendidas en 100 mL del mismo buffer; y con el fin de desprender el biofilm de los
soportes se procedié a agitar las perlas a 160 rpm durante 15 min de modo de remover
mecanicamente las bacterias sésiles. Posteriormente, con el objetivo de separar las células
de la matriz del biofilm se centrifugd a 8000xg durante 20 min a 4°Cy las células cosechadas
fueron inmediatamente congeladas utilizando N, liquido o re-suspendidas en RNALater (2
mL) y conservadas a -80°C o -20°C respectivamente. Todos los cultivos fueron realizados por
triplicado para el aislamiento de ARN y por sextuplicado para el aislamiento de proteinas ya

gue la cantidad de biomasa requerida fue mayor (con dos columnas se obtuvo un replicado).

11.2.2iii Cinética de crecimiento de cultivos en bioiflm y cinética de adhesion a perlas de
polipropileno.

Para llevar a cabo el recuento de células viables de los cultivos en biofilm se realizaron
cultivos en columna para las cepas B. pertussis Tohama | y Bp2723. Después de 4, 24, 48, 72
y 96 h de cultivo se colectaron perlas provenientes de columnas independientes, las cuales
fueron lavadas tres veces con PBS estéril para remover las bacterias no adheridas.
Posteriormente se desprendieron los biofilms del soporte mediante agitacién de las perlas
inmersas en 100 mL de PBS estéril a 160 rpm. A partir de esas muestras se realizd el
recuento de células viables a cada tiempo y se construyé la curva UFC cm™ vs tiempo de
crecimiento.

Las cepas B. pertussis Tohama |, Bp2723, Bpk_e70s ¥ BPSM moduladas fueron estudiadas

para determinar su capacidad de adherirse a perlas de polipropileno. Brevemente, luego de
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ser moduladas, las cepas se lavaron con buffer PBS para eliminar el MgSO, vy se utilizaron
para preparar suspensiones de DOgso=1 en medio SS fresco; con dichas suspensiones se
inocularon tubos de vidrio conteniendo 10 g de perlas de polipropileno limpias. Cada
columna se incubd a 37°C en condiciones estaticas. Cada 30 min se tomaron muestras de
perlas, que se lavaron tres veces con PBS estéril y se secaron durante 2 h para luego ser
tefiidas con cristal violeta y determinar la biomasa adherida. Con los valores de Absorbancia

(Abs.) a 590nm se graficaron las curvas Abssgg vs. tiempo.

1.2.2iv Cuantificacion de la adhesion y formacidon de biofilms de cepas de Bordetella
pertussis sobre superficies abidticas mediante tincion con cristal violeta

Para la evaluacion rapida de las células adheridas y formacion de biofilm sobre superficies
abidticas se utilizé la tincién con cristal violeta publicada por O’Toole y col. (34) con
modificaciones acordes al sistema. Luego de lavar las perlas con buffer PBS, las mismas
fueron transferidas a tubos de vidrio limpios e incubadas 2 h a 60°C para permitir la fijacidon
de las células a los soportes. Luego, se transfirieron 10 g de perlas a 5 tubos de vidrio limpios
(2 g por tubo) y se incubaron con una solucién de cristal violeta (CV) 0.1% durante 20 min a
temperatura ambiente. Pasado este tiempo, se lavaron las perlas con agua destilada tres
veces de modo de eliminar el exceso de colorante y luego se solubilizé el colorante retenido
por las células adheridas a las perlas en 7.5 mL de una mezcla etanol: acetona (80:20) y se

midié la absorbancia a 590 nm.

1.2.2v Métodos estadisticos aplicados al analisis de las diferencias de adhesion y
formacién de biofilm.

Diferencias significativas en el porcentaje de células adheridas a perlas de polipropileno se
determinaron utilizando un ensayo de Analisis de Varianza de una via (ANOVA), con grado de

significacion < 0,05 (*).

11.2.3 Métodos protedmicos y de PCR en tiempo real aplicados al estudio del fenotipo del
aislado clinico BP2723 y la cepa de referencia B.pertussis TOHAMA | creciendo en biofilm

11.2.3i Obtencidon de la fraccion de proteinas solubles, cuantificacion y analisis por SDS-
PAGE.

Las células provenientes de cultivos planctonicos y sésiles de las cepas B. pertussis Tohama |

y del aislado clinico Bp2723 luego de congeladas y liofilizadas fueron suspendidas en un
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buffer de lisis de la siguiente composicion: 7 M de urea, 2M de tiourea, 4 % CHAPS y 30 mM
TRIS y utilizadas para la obtencidén de proteinas citosdlicas siguiendo el protocolo descrito
por Ehling-Schulz y colaboradores (35). Brevemente, las células fueron fragmentadas
haciendo pasar las muestras dos veces por una prensa Francesa (Aminco French Press)
operada con una presion de 140 mPa. Los restos celulares no fragmentados fueron
separados por centrifugaciéon a 10000xg durante 10 min a 4°C. Los sobrenadantes fueron
transferidos a tubos de ultracentrifuga (Beckman, USA) y centrifugados a 30000xg durante
40 min a 15 °C de modo de obtener en el sobrenadante la fraccidon de proteinas solubles.
Para la determinacion de la concentracidén proteica se utilizd el kit 2D-Quant kit (GE,
Healthcare, Amersham Biosciences, USA), siguiendo el protocolo descrito por el fabricante.
Se realizé para ello una curva de calibracién utilizando seroalbumina bovina (BSA) y las
determinaciones se realizaron por duplicado. Una vez determinada la concentracién de
proteinas, las muestras fueron alicuotadas y almacenadas a -80°C hasta su utilizacion.

Para examinar la calidad de las muestras, las mismas fueron estudiadas a través de una
electroforesis en gel de poliacrilaminda (SDS-PAGE) siguiendo el procedimiento descrito por
Gorg y col. (36). Los geles fueron visualizados por tincion con AgNOs. Una de las muestras
aungue mostré buena calidad de bandas en su observacion por SDS-PAGE, no presentd la
concentracion de proteinas suficiente para llevar a cabo los analisis de protedmica 2D, por lo
cual se recurrio a aumentar la concentracién a través de la utilizacion de una columna
ViVaspin 500 (Sartorius Stedim Biotech, Gottingen, Alemania) con un limite de corte de 500

Da generdndose una muestra adecuada para su posterior utilizacién.

11.2.3ii Tincion de proteinas con colorantes fluorescentes

La tincion para electroforesis en gel diferencial (DIGE) fue desarrollada siguiendo lo descrito
por Radwan y col. (37) con algunas modificaciones. Se utilizaron los fluoréforos CyDye
DIGE™ (GE Healthcare, Life Science, Munich, Alemania) para tefiir 33 pg de proteinas por
muestra utilizando 8nmol colorante mg™ de proteina. La tincidn fue realizada por mezclado
de las dos soluciones en bafio de hielo. Para cada experimento se utilizaron tres replicados
bioldgicos. Tanto las muestras de proteinas provenientes de cultivos plancténicos como de
biofilms de cada cepa fueron marcadas con los fluoréforos Cye3 y Cye5. El estandar interno
fue preparado mezclando 33 pg de cada muestra y fue marcado con el fluoréforo Cye2. En

cada gel se separaron dos muestras y un estandar interno.

58



CAPITULO Il RESULTADOS

11.2.3iii Electroforesis 2D

Las fracciones citosédlicas de las células obtenidas a partir de cultivos plancténicos y en
biofilm de las cepas B. pertussis Tohama | y Bp2723 fueron analizadas utilizando la técnica de
electroforesis 2D con tincién fluorescente (2D-DIGE) siguiendo los protocolos establecidos
por Grunert y col. (38). La separacion de las proteinas en la primera dimension se realizd
mediante Isoelectroenfoque (IEF) utilizando geles con gradiente de pH inmovilizados (IPG,
Immobilized pH gradient, GE Healthcare, Amersham Biosciences, USA). El gradiente de pH se
logra en los IPGs a través de la copolimerizacién de “inmovilinas” junto con la matriz de
acrilamida. Las proteinas fueron separadas utilizando geles IPG de 18 cm de longitud y
rangos de pH: 4-7 y 6-9. Antes de sembrar los geles, los mismos fueron incubados toda la
noche con una solucidn re-hidratante compuesta por: urea 7 M, tiourea 2 M, CHAPS 4 %y
Serdotil 1% p/v a temperatura ambiente. Luego los IPGs fueron colocados en un equipo
IPGphor Il (GE Healthcare, Amersham Biosciences, USA) y las muestras fueron sembradas a
través del sistema de carga en pocillo. Las condiciones de corrida para la separacion en la
primera dimensién para el rango de pH 4-7 fueron: paso 1, 150V por 2h; paso 2, 300V por
2h; paso 3, 600V por 1h, seguido por un gradiente con maximo en 8000V en 30 min (paso 4)
y paso 5, 8000V por 4h con un total de 36 kVh. Para el rango de pH: 6-9, las condiciones de
separacion fueron las siguientes: paso 1, 100 V por 2h; paso 2, 300 V por 3 h; paso 4, 500 V
por 3 h; paso 5, gradiente hasta 1400V en 30 min; paso 6, 1400V por 5 h; paso 6, gradiente
hasta 3500 V en 3 h y finalmente el dltimo paso a 3500 V por 2 h. El voltaje total aplicado fue
de 27 kVh. Luego del IEF los IPGs fueron incubados 15 min con una solucién de 1% wv™* DTTy
posteriormente con una solucién de iodoacetamida 4% wv™ durante 15 min para lograr la
reduccion y alquilacion de las proteinas. Posteriormente a esta etapa, se procedié a la
separacion de proteinas en la segunda dimensién. Los geles IPGs fueron colocados en el
extremo superior de los geles de poliacrilamida 12.5% vy sellados con 0.5% de agarosa en
buffer de electroforesis + Azul de Bromofenol. En cada corrida se utilizaron seis geles de
poliacrilamida empleando un equipo Ettan Dalt Six Electrophoresis Chamber (GE Healthcare,
Amersham Biosciences, USA), la corrida se llevd a cabo durante toda la noche a 78 mA
seguida de 45 min a 39 mA. Ademas de la tincién fluorescente, los geles fueron tenidos con
plata utilizando un protocolo compatible con la identificacién por MALDI-TOF para su

visualizacién durante el proceso de escisién (39).
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11.2.3iv Adquisicion de imagenes y analisis univariado de datos

Para el analisis comparativo de los perfiles de proteinas, tres geles por muestra fueron
analizados. Las imagenes fluorescentes fueron obtenidas utilizando un scanner Typhoon
9400 (GE Healthcare) y su analisis fue realizado empleando el software DeCyder versién 7.0
(GE Healthcare). En una primera instancia se determinaron los spots a ser incluidos en la
comparacion definitiva, de modo que sélo se tuvieran en cuenta los spots que ademas de
estar presentes en las muestras a comparar, estuvieran presentes en los geles
correspondientes a los estandares internos. En ese momento se procurd controlar la calidad
de los spots utilizando algoritmos del software para controlar la calidad. Posteriormente se
realizd la comparacién entre los geles utilizando todos los replicados de cada muestra. El
match fue realizado utilizando algoritmos del software y controlados manualmente. El
analisis univariado de los perfiles de proteinas se realizd estableciendo el siguiente criterio:
significancia estadistica < 0.05 (Prueba t) y limite de tolerancia en las diferencias > 3 veces.
Los spots seleccionados segun el criterio establecido fueron escindidos manualmente de los

geles luego de su tincidn con plata (protocolo publicado por Grunert y col. (38)).

11.2.3v Digestidn triptica en gel y Espectrometria de Masas MALDI-TOF

Los spots seleccionados fueron analizados por Espectrometria de Masas en Tiempo de Vuelo
con Desorcion/ lonizacion Laser por Matriz (MALDI-TOF MS) siguiendo los procedimientos
descritos por Radwan y col. (37). Los spots fueron destefidos siguiendo el protocolo
descripto por Gharahdagui y col. (40). Posteriormente se realizé la digestién de las proteinas
para lo cual se agregd Tripsina (10 pL) de concentracion 12.5 ng pl™* en buffer conteniendo
bicarbonato de amonio 50 mM y HCI 1 mM a cada porcion de gel. Luego, las diferentes
muestras fueron incubadas a 37°C durante 12-20 h. Posteriormente, las soluciones fueron
transferidas a un nuevo tubo y el gel fue extraido con una solucién de acetonitrilo 50% y
acido trifluoroacético 0.5% en sonicacion durante 20 min. Las soluciones de estas nuevas
extracciones fueron posteriormente combinadas con las soluciones de las digestiones
originales y las muestras resultantes (conteniendo el total de la proteina escindida) fueron
secadas utilizando una centrifuga de Speed Vac. Los péptidos fueron suspendidos en 3 ulL de
acetonitrilo 50% vy 4cido trifluoroacético 0.5%. Las huellas peptidicas (peptide mass
fingerpints, PMF) se obtuvieron utilizando una solucién de acido a-ciano-4-hidroxicindmico
(2mg mL™?), 4cido trifluoroacético (1%), acetonitrilo (50%) y fosfato de amonio monobasico

(10mM) como matriz. Para la identificacidon por espectroscopia de masas se utilizé un equipo
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Ultraflex Il (Bruker Daltonics) utilizando la calibracién publicada por Radwan y col. (38). Para
la generacion de las huellas peptidicas a partir de los picos masa/carga se utilizé el software
MASCOT (Matrix Science), el cual también fue utilizado para comparar las secuencias
masa/masa con la base de datos de NCBI de B. pertussis Tohama | (acceso: NC 002929;
Proteinas codificantes: 3436, www.ncbi.nlm.nhi.gov). En todas las busquedas se permitio la
pérdida de un corte por péptido y se consideré una tolerancia de masa de 100 ppm.
También se consideraron modificaciones parciales de las proteinas por carbamidometilacién
de las cisteinas y oxidacion de las metioninas. Las proteinas se consideraron como
identificadas cuando al menos 5 péptidos arrojaron match positivo y cuando el valor de
expectativa fue menor que 0.05. Asimismo se verificdé concordancia entre los valores de

punto isoeléctrico y pesos moleculares tedricos y experimentales.

11.2.3vi Aislamiento de ARN y sintesis de ADNc

El ARN de células obtenidas de cultivos plancténicos y biofilms de las cepas B. pertussis
Tohama | y Bp2723 conservadas en RNALater a -20°C fue extraido con Trizol (Life
Technology, Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. La calidad del ARN fue
evaluada a través de su separacion en gel de agarosa 1% tenido con Bromuro de Etidio, se
consider6 una muestra de buena calidad cuando se observaron las tres bandas
correspondientes a las fracciones de ARN ribosomal 23S, 16S y 5S en el gel. Luego de la
determinacion de la concentracion del ARN aislado (mediante absorcién a 280nm,
Nanodrop, Thermo Scientific) se alicuotaron muestras de 1 ug que se almacenaron a -80°C.
Posteriormente las alicuotas fueron descongeladas para su tratamiento con DNAsal y sintesis
de ADNc siguiendo los protocolos establecidos por los fabricantes. Brevemente, se realizé un
tratamiento con la enzima DNAsal (Promega, Madison, USA) por 45 min a 37°C para remover
el ADN contaminante y luego se sintetizdé el ADNc utilizando random hexamers (Promega,
Madison, USA) como cebadores y la enzima retrotanscriptasa reversa M-MLV (Life
Technology, Invitrogen). Para controlar la eficacia del tratamiento de remocién de ADN
contaminante asi como también de la obtencién de ADNc se realizaron PCR (del inglés
Polymerase Chain Reaction) control utilizando cebadores especificos para genes expresados

por B. pertussis en ambas condiciones de crecimiento. El ADNc fue almacenado a -20°C.
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11.2.3vii Condiciones de PCR en tiempo real y analisis de resultados

Se analizé la expresion diferencial de ARNm (ARN mensajero) entre la cepa de referencia B.
pertussis Tohama | y la cepa Bp2723. Se estudiaron los siguientes genes: bvgA, bvgs, ptxS,
fhaB, bsp22, bcrh2, ompQ, vag8, brkA, bipA, fim2 (en el caso de B. pertussis Tohamal), fim3
(en el caso de Bp2723) y prn utilizando los cebadores descritos en la Tabla 2. Para la
visualizacidn de los fragmentos de amplificacién se utilizé el fluoréforo SYBR Green (Thermo
Scientific). Las condiciones de PCR fueron las siguientes: 95°C por 3 min para la activacién de
la enzima, seguido de cuarenta ciclos de: 95°C por 30 seg., 58°C 3 seg.y 72° 30 seg. Como gen
house keeping se utilizé el gen 16S, los cebadores utilizados para su amplificacidn fueron los
publicados por Nicholson y col. (41) (ver Tabla 2). De cada condicidn de cultivo se analizaron
triplicados y en cada corrida se incluyeron duplicados técnicos. Una vez finalizada la
amplificacién se obtuvieron los valores de ciclo de disparo (Ct) que fueron analizados segun
el modelo de AACt siguiendo lo descrito por Conover y col. (42). En el caso del gen bipA, se
debid modificar el modelo de andlisis ya que los valores de eficiencia de los cebadores no se
correspondian con los del gen house keeping por lo que se utilizé el modelo de Pfaffl. (43).
Las diferencias de expresion de ARNm se consideraron significativas cuando el test de

Student utilizado en la comparacion de medias arrojé un valor de p<0.05

Tabla 2- Secuencias de los cebadores utilizados para la amplificacién de productos de PCR en tiempo
real.

Gen Secuencia de cebadores Gen Secuencia de cebadores

F: 5’AGACCGTCAGCACCTACA
bvga fim2
R: 5°"GAGGTCTATCAGTTCCACCA R: 5°ACCACGGAAAAACCCATA

F: 5’ TGGCCTCCTACGTAAAAAG

F: 5 ATTACGTCAACCGCTACTTC F: 5'GAGCTACACCCTGCGTATC

bvgs fim3
R: 5'GTTCAGGATGGACATCAGTT R: 5°CTTCCTTGGGTTTCTTCACG
F: 5'GGTTCACTGGTAGAGAGCAC F: 5'GGTTCACTGGTAGAGCAC
vag8 ompQ
R: 5'GTTGAGCAGGGACACATTAC R: 5'GTTGAGCAGGGACACATTAC
F: 5'GAACTCGAAAGTGCCTACAC F: 5'GCCACGATTTCACGGTGCA
bsp22 fhab

R: 5" ATGTCCATCTGTTGCGTATT R: 5 CAGCGTCGLGTCATGLT

F: 5'GACGCAGGAGTTCAAAAG F: 5’ TGTTCCGCATGAATGTCTTC

brkA Prn

R : 5 TACGAAGCATAGAGGTTGTG R:5 TGTTGGCAAGGGTAAAGGTC

F: 5'CTATGCCTGCAGAAGACC 5'GACAGCGGTTTCTACCTGGA
berH2 bipA

R: 5'GAATCTGGATAGAGCGTGAG 5’ CGCCACCTTGAAGTCATTCT

F: 5" TCAGCATGTCGCGGTGAAT 5’ AGAACAGGCTGGCTGACG
168 ptxS

R: 5 TGTGACGGGCGGTGTGTA 5'GAACGTCCGGTCAGATGG
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1.2.4 SECUENCIAMIENTO DE GENES ASOCIADOS A VIRULENCIA DE CEPAS CLINICAS

El gen bvgS fue secuenciado para todos los aislados clinicos utilizados y también en el caso
de la cepa B. pertussis Tohama |. Para ello se utilizaron cinco juegos de cebadores generando
fragmentos de aproximadamente 500 pares de bases que fueron secuenciados por la
empresa Macrogen (Seul, Korea). En el caso de la cepa Bp2723 la totalidad del genoma fue
secuenciado en el laboratorio del Dr. Fritz Mooi, en Nijmegen, Holanda. Para el
secuenciamiento se utilizd un secuenciador 454 GS-FLX (Roche). Los contigs obtenidos
fueron utilizados para comparar las secuencias de los genes analizados por qRT-PCR y sus
regiones promotoras con las secuencias de la cepa BpTohama | utilizando la herramienta

BLAST de NCBI (www.ncbi.nIlm.nhi.gov).

Tabla 3- Secuencia de cebadores utilizados para la amplificacién del gen bvgs.

Dominio Secuencia de cebadores
F: 5" GCAGAAGCTGAACGCCACGTC
VT1F
R: 5’ ATTCAGGACCGCCACCTTCAC
F: 5°GCCTGCTGCGGGTGGTCA
VT2F
R: 5 TCGATGAGCACGCGCATGAAT
F: 5’ACCGCAACGAGATCTACCTG
PAS/His
R: 5 TCCAGGATGTCGCCTATCAGC
F: 5'CCGGGCCAAGACCACGTTCCT
RF
R: 5’AGCACCGCGTACGTCCGTAAC
F: 5°’ACTACCTGGGCCAGCGTGTC
Hpt
R: 5 CGGTATCTGCTGGGCGACCA
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1.3 RESULTADOS

11.3.1 Formacidn de biofilm sobre perlas de polipropileno por parte de ocho aislados
clinicos y la cepa de referencia B. pertussis Tohama |

Se comparé la biomasa adherida a perlas de polipropileno luego de 72 h de incubacién bajo
la forma de cultivo semi-continuo. Se estudiaron ocho aislados clinicos (Bp162, Bp462,
Bp892, Bp2723, Bp3495, Bp7470, Bp1938 y Bp2930) n comparacién con la cepa B. pertussis
Tohama |I. La cepa de referencia, adaptada al crecimiento en laboratorio, ha sido
extensivamente empleada en la produccidn de la vacuna celular, incluso ha sido utilizada en
nuestro pais para la inmunizacién de infantes (DTP-HB-Hib, quintuple bacteriana) y DTP-Hib
(cuddruple bacteriana). Para el estudio se utilizé6 como reactor un sistema de tubos de vidrio
rellenos con perlas de polipropileno, empleadas como superficie soporte, con cambio de
medio de cultivo cada 24 h. Los tubos fueron incubados en un sistema de roller drums
(rodillos con rotacién axial) a fin de permitir la agitacion adecuada para asegurar la aireacion
del sistema. La evaluacidn de la biomasa se realiz6 mediante la tincidon con cristal violeta
0,1%. Se pudo determinar que todos los aislados clinicos estudiados mostraban una
capacidad de formacién de biofilm significativamente mayor a la que exponia la cepa vacunal
(Figura 1.A). En la Figura 1.B se puede observar un ejemplo representativo de la tincién con
cristal violeta para cada aislado y para el control de tincién realizado con PBS. Llamd la
atencién la muy alta produccién de biomasa que mostrd la cepa clinica Bp2723, que
claramente resalta respecto de las demds cepas en cuanto a su absorcién a 590 nm. Este
interesante incremento en la formacién de biofilm nos llevé a estudiar en mayor detalle

dicho aislado clinico.
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Figura 1. A. Grafico comparativo de la absorcion de cristal violeta por parte de los biofilms formados
por aislados clinicos y la cepa de referencia de B. pertussis sobre perlas de polipropileno después de
72 h de crecimiento en el medio SS. Donde resalta la alta producciéon de biomasa generada por el
aislado clinico Bp2723; (B) imagen representativa de la tincidon con cristal violeta 0.1% de biofilms
adheridos a perlas de polipropileno de diferentes aislados y la cepa de referencia B. pertussis Tohama
I. Todos los tubos tienen la misma cantidad de perlas.

11.3.2 Cinética de crecimiento de las cepas B. pertussis Tohama | y el aislado Bp2723 en
medio liquido y adheridos a superficie formando biofilm

Los resultados obtenidos previamente nos llevaron a preguntarnos las razones del distinto
comportamiento entre los aislados clinicos estudiados y la cepa de referencia creciendo
adheridos a superficie. Con este fin se decidié monitorear en primer lugar las cinéticas de
crecimiento en cultivos liquidos y en biofilm para ambas poblaciones. Dada la particular
respuesta del aislado clinico Bp2723 se decidié realizar los estudios con esta cepa. Se buscd
evaluar si las cinéticas de crecimiento no sélo en medio liquido sino también en biofilm para
este aislado clinico y para la cepa de referencia mostraban diferencias. La Figura 2.A muestra
las curvas de crecimiento (DOgso Vs tiempo) para ambas cepas en cultivo plancténico. Se
puede observar que la cepa Bp2723 en la totalidad del periodo de tiempo evaluado presenta
niveles de absorbancia mayores a los de la cepa de referencia. Se comprobd que durante la
fase estacionaria de crecimiento la diferencia de absorbancia entre ambos cultivos es mayor

al 70%. La velocidad aparente de crecimiento (Map) (calculada a partir de las curvas logDO vs.
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tiempo) es de 0,054 + 0,03 h™ para la cepa B. pertussis Tohama | y de 0,090 + 002 h™* para la
cepa Bp2723; mientras que el tiempo de duplicacion es de 12,8 hy 7,7 h respectivamente.
En cuanto al estudio del crecimiento en biofilm, los resultados de las curvas UFC cm™ en
funciéon del tiempo (Figura 2.B) muestran como la cepa Bp2723 genera aproximadamente
diez veces mas biomasa en términos de CFU cm™ que la cepa B. pertussis Tohama | en las
mismas condiciones experimentales de cultivos en biofilm. En la Figura 2.C se puede
observar una imagen comparativa de la tincidn con cristal violeta de ambas cepas y del
control de tincién a las 24 h de crecimiento en biofilm.

Mediante estos experimentos se pudo observar que el aislado clinico Bp2723 no sélo forma
mas biofilm que la cepa de referencia, sino que también crece en cultivo plancténico con una

mayor velocidad.
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Figura 2.A. Curvas de crecimiento en cultivo plancténico de las cepas Bp Tohamal (linea
negra) y Bp2723 (linea roja). B curvas de crecimiento en biofilm de las cepas Bp Tohama |
(linea roja) y de la cepa Bp2723 (linea azul). Puede observarse el incremento de las UFC cm™
en el caso de la cepa clinica, y C, biomasa adherida a perlas de polipropileno luego de 24 h
de crecimiento. La tincion se realizé con cristal violeta 0.1%. Los tubos corresponden a: i- Bp
Tohama |, ii- Bp 2723 y iii-control con PBS.

11.3.3 Analisis fenotipico de las cepas Bp2723 y B. pertussis Tohama | creciendo en biofilm
través de la técnica 2D-DIGE

Un modo interesante de entender las diferencias que conllevan a la cepa Bp2723 a generar
mayor biomasa que la cepa B. pertussis Tohama | tanto en cultivos liquidos como en biofilm
es conocer el perfil proteico expresado por ambas cepas en las dos condiciones de cultivo.

En este sentido, y a través de un proyecto de colaboraciéon con la Dra. Monika Ehling Schulz,
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de la Universidad de Veterinaria de Viena, Austria, se llevd a cabo un analisis comparativo de
los perfiles proteicos de ambas cepas creciendo en biofilm y en cultivo plancténico utilizando
la técnica de protedmica 2D-DIGE. Para ello, el método de aislamiento la fraccién de
proteinas solubles elegido fue el empleado previamente en el laboratorio ( Tesis Doctoral del
Dr. D. O. Serra (44)) obteniéndose un buen rendimiento en cantidad de proteinas y buena
calidad de las muestras, como puede observarse en el gel SDS-PAGE en la Figura 3. En el caso
de las condiciones de la separacién de las proteinas en la primera y segunda dimensién, se
debid ajustar el protocolo y para ello, en primera instancia, se realizaron separaciones de
proteinas en 2D utilizando la tincidon con Nitrato de Plata (AgNO3) a fin de encontrar las
condiciones ideales para el isoelectroenfoque y para la obtenciéon de spots de forma y
separacion adecuados en los geles.

Una vez finalizada la etapa de puesta a punto, se marcaron las proteinas con marcadores
fluorescentes y se procedié a la realizacion del andlisis proteémico 2D-DIGE y la obtencién
de las imagenes. La Figura 4 muestra imagenes representativas de los geles obtenidos para
cada condicién de pH ensayada asi como también de los spots diferencialmente expresados
gue se encontraron luego del andlisis.

El andlisis comparativo de los geles fue organizado de a pares. Asi, se compararon los geles
obtenidos a partir de las muestras de B. pertussis Tohama | de 24h de cultivo plantdnico con
sus pares de la cepa Bp2723 y por otro lado, se compararon los geles de las muestras de
cultivos en biofilm de la cepa B. pertussis Tohama | y sus pares provenientes de la cepa
Bp2723 en los dos rangos de pH utilizados (47 y 6-9). El limite inferior de diferencias en la
expresion fue establecido como 3, es decir, sélo los spots con diferencias en el volumen de
radio superior a tres veces fueron seleccionados como diferencialmente regulados en cada
comparacion. Un andlisis global de los resultados es el representado en la Figura 5. Alli se
puede observar un grafico correspondiente al analisis de componente principal (ACP)
utilizando todas las diferencias encontradas entre los geles. Se puede ver como la
componente principal que separa los conjuntos de datos es el tipo de cepa, siendo la
segunda componente el tipo de cultivo; también se observa como los triplicados de cada
muestra resultaron muy similares, ya que los puntos que representan cada replicado de
cultivo no se alejan significativamente uno del otro en el andlisis estadistico. En referencia a
los porcentajes de spots diferencialmente regulados en cada caso se puede observar en la

Tabla 3 que existen un total de 28 spots up regulados en la cepa Bp2723 en ambas
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condiciones de cultivos en el rango de pH 4-7 y 7 spots down regulados en las mismas
condiciones, es decir: 11 spots fueron hallados up regulados en la cepa Bp2723 en ambas
condiciones de cultivo en el rango de pH 6-9 y 10 spots down regulados (Tabla 3). Sobre un
total de 1275 spots encontrados en todos los geles, sumando ambas condiciones de pH, la
diferencia en la expresidon de proteinas con mas de tres veces de expresion entre la cepa

Bp2327 y B. pertussis Tohama | es del 4,4%, siendo 2,4% las diferencias encontradas entre

cultivos plancténicos y de 1,96% entre cultivos en biofilm.

LR

Figura 3 Gel SDS-PAGE realizado como control de aislamiento de las fracciones proteicas de las
muestras correspondientes al cultivo en biofilm de la cepa B. pertussis Tohamal y replicado (calles
1y 2); cultivo en biofilm de la cepa Bp2723 y replicado (calles 3 y 4) y de los cultivos plancténicos
de las cepas B. pertussis Tohama | (calle 5) y Bp2723 (calle 6).
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Figura 4-Imagenes representativa de los geles 2D- tefiidos con colorantes fluorescentes para ambos rangos de pH estudiados. En la Figura A se observan
los geles correspondientes a las muestras provenientes de cultivos planctdnico. En verde se marcaron las proteinas de la cepa Bp 2723 y en rojo las
proteinas de la cepa Bp Tohama I. En la figura B se observan los geles provenientes de las cepas cultivadas en biofilm. En verde se observan las proteinas
provenientes de la cepa Bp 2723 y en rojo las provenientes de la cepa Bp Tohama I. En la Figura C se muestran los spots que fueron hallados
diferencialmente expresados luego del analisis estadistico. Los spots fueron escindidos manualmente luego de tefiir los geles con AgNO3 para su

posterior identificacion.
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Figura 5. Analisis de componente principal: cada punto corresponde a un replicado de
un grupo experimental basado en la expresién global de todos los spots expresados
diferencialmente (ANOVA de una via; p<0.05).

Tabla 3. Spots totales y spots expresados diferencialmente en las dos condiciones de
cultivo para la cepa Bp2723 respecto de la cepa B. pertussis Tohama I.

pH4-7 pH6-9
NUmero total de spots 2041 2317
NUmero de spots encontrados en todos los 677 598
geles
Spots expresados diferencialmente
~Cultivo planctonico 116 |3 1715
~Cultivo en biofilm 11214 1415

11.3.4 Identificacidon de las proteinas expresadas diferencialmente en biofilm y en cultivo
plancténico por la cepa Bp2723 en relacidn a la cepa Tohama |

Los spots diferencialmente expresados fueron escindidos de los geles posteriormente a su
tincion con AgNOs;, luego de lo cual fueron objeto de un analisis por espectrometria de
masas MALDI-TOF siguiendo la técnica de la huella peptidica. Las proteinas fueron
identificadas por comparacidn con la base de datos de Bordetella pertussis Tohama I. En la

Tabla 4 se indican las proteinas identificadas y su categoria funcional, asi como también su
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codigo de acceso a la bases de datos de UniProt (http://www.uniprot.org/). Muchas de las

proteinas identificadas no pudieron ser asignadas a ninguna categoria funcional ya que
corresponden a proteinas putativas. Un anadlisis comparativo con las bases de datos de
proteinas anotadas para organismos procariotas conocidos en UniProt tampoco arrojé
homologia significativa. Las demads proteinas identificadas se pudieron dividir en cuatro
posibles categorias funcionales; metabolismo y obtencion de energia, sintesis de
aminodcidos y proteinas, transporte y, la mds interesante: virulencia. En este ultimo grupo
de proteinas fueron identificadas cuatro proteinas sobre expresadas en ambas condiciones
de cultivos para la cepa Bp2723, ellas son: BcrH2, una chaperona del Sistema de Secrecién
Tipo 111 [136, 129]; OmpQ, una porina de membrana [122]; Vag8 y BrkA, autotransportadores
y factores de resistencia séricos [116, 117, 139]. La expresion de todos estos factores de
virulencia estd regulada por el sistema de dos componentes BvgAS de B. pertussis. Este
resultado nos llevé a evaluar la expresion de éstos y otros factores de virulencia regulados

por el sistema BvgAS mediante un andlisis de transcriptémica.
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Tabla 4. Se enumeran los spots diferencialmente regulados con mas de 3 veces de relacion de
radio de volumenes, junto con el nombre de la proteina identificada, su nimero de acceso, su
valor de radio de expresion en las diferentes condiciones de cultivo asi como también su peso
molecular y pl tedricos.

Nivel de |Nivel de
Ndmero |expresidn|expresion
de acceso [relativo |relativo en
El en cultivo MW
Spot # Nombre/probable funcién UniProtKB|biofilm  [plancténico|(KDa)/Tedrico|Pl/Tedrico
Methabolismo y produccién de energia
1|Aconitato hidratasa 2 Q7VX06 2,63 5,71 93,17 5,2
Dihidrolipoamida succinil transferasa, component del complejo 2-
2|oxoglutarateo dehidrogenasa Q7vz17 3,91 4,31 42,82 5,4
3|Citrato sintasa Q7VWA4 3,34 1,5 48,46 6
4|Putativa Aconitato hidratasa Q7VX12 3,9 3,81 97,74 6,9
5|Lactoil glutation liasa Q7wo0Q1 -3,66) -8,08] 14,88 5,6
6|Alcohol dehidrogenasa clase Ill Q7VT06 -1,5 -3,43 39,41 6,3
Biosintesis de aminoacidos y proteinas
7|Dihidrodipicolinato sintasa Q7VXZ8 -3,82 -2,83 31,09 5,7
8|Aminotransferasa de aminoacidos aromaticos Q7VXH5 -10,77 -12,42 43,09 6,1]
9|Cistationina beta-liasa Q7WO0K3 1,29 3,26 43,32 5,9
10|Metionil-tRNA formiltransferasa Q7VS89 -2,21 -4,3] 32,73 8,6
[Transporte
11|Proteina de unidn a leu/ile/val Q7VYN1 1,26 3,68 39,61 6,3
12|Proteina de unidn a sulfato Q7VZE6 1,71 4,26 37,91 7,8
12a Proteina de union a sulfato 1,17 3,23
13|Proteina periplasmica de unién a aminodcidos Q7VS83 1,43 4,43 36,14 6,6
14{Proteina putativa componente ABC, de unién a ATP Q7VVvVD3 -1,37 -4,3 26,05 6,8
15[Transportador ABC de unién a ATP Q7VTG4 2,98 6 25,57 5,6)
16|Proteina periplasmica de unién a molibdato Q7vUJ3 -1,44] 6| 26,45 8,7
Virulencia
17|Proteina putativa regulatoria Q84CS3 3,11 3,27 14,64 5,7
18|Porina de membrana externa Q Q45342 3,87 7,68 39,16 5,6
19|Autotransportador Vag8 Q8VV95 2,98 5,92 94,88| 6,3
20|Autotransportador BrkA FALE36 4,81 3,96 103,38 6,6
Procesos celulares
Estrés y regulacion
21|Proteasa putativa Zinc Q7VVY4 1,55 3,26 101,11 6
22|Proteina antioxidante Q7VZE7 3,58 6 23,77 5,6
23|Proteina Chaperona Dnal Q7VVY3 3,6 1,99 41,16 6,7
Otras
24 Proteina putativa no caraterizada Q7VSD3 2,83 3,28 68,65 5,1
25 Proteina putativa exportada Q7VTG5 -1,19 3,01 43,19 5,9
26 Proteina putativa exportada Q7VV70 1,62 3,56 28,74 7,8
27 Proteina putativa no caraterizada Q7VTSO -3,61] 1,26 19,83 5,3
28 Proteina putativa exportada Q7VWQ4 2,38 6,55 16,82 9,3
29 Putative uncharacterized protein Q7VVv97 2,77 3,42 61,71 8,5
30 Proteina putativa exportada Q7VSHO -1,13 -3,31 33,45 9
31 Proteina putativa exportada Q7VSM1 2,62 6,92 28,52 7,8
32 Proteina putativa no caraterizada Q7VVvV97 -7,52 -9,09 61,71 8,5
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11.3.5 Analisis de expresion génica utilizando la técnica de PCR en tiempo real.

Si bien la expresién de proteinas es una herramienta importante para conocer el fenotipo
diferencial entre estas dos cepas, resulta substancial considerar que en este caso solo se ha
evaluado la expresion de proteinas solubles y que ciertos factores de virulencia podrian no
detectarse en los geles 2D por ser proteinas exportadas y/o expresadas en membrana, como
las adhesinas y las toxinas. Por esta razén se decidié llevar a cabo un estudio adicional de la
expresion de los genes regulados positivamente por el sistema BvgAS. Se recurrié entonces a
la técnica de amplificacién por PCR en tiempo real de los siguientes genes:

e genes codificantes para los cuatro factores de virulencia hallados sobre-expresados
en los estudios de protedmica: bcrh2, ompQ vag8 'y brkA,;

e  otros genes de virulencia regulados por el sistema BvgAS: bsp22, codificante para la
proteina Bsp22, secretada por el Sistema de Secrecidn Tipo Il (45); prn, codificante para la
proteina PRN, autotransportador e importante adhesina de B. pertussis (46); fhaB,
codificante para la principal adhesina de B. pertussis, FHA (47, 48), proteina de membrana y
secretoria (49); fim2 y fim3 (50, 51), codificante para Fim2 y Fim3, importantes adhesinas
bacterianas; y ptxS, codificante para PT (toxina pertussis), principal toxina de B. pertussis (52,
53).

Los cebadores utilizados fueron disenados utilizando el programa Netprimer y se tuvieron en
cuenta las siguientes consideraciones:

e que lalongitud de los cebadores se encuentre entre 17 y 21 pares de bases;

e que no formen dimeros;

e que la diferencia entre las temperaturas de annealing; de los dos cebadores sea de

+19C;

e que la zona de amplificacidn se encuentre aproximadamente en la zona media del

gen;

e que el segmento amplificado se encuentre entre 70 y 150 pares de bases;

Los cebadores fueron testeados utilizando ADN gendmico para determinar cualitativamente
su eficiencia asi como también para determinar su temperatura de annealing. En todos los
casos 58°C resulté una buena temperatura y fue la que se utilizé en las amplificaciones en
tiempo real. La preparacidon del ADNc fue realizada en dos etapas, una primera etapa de
aislamiento de ARN utilizando Trizol, luego de la cual se midid la concentracion de ARN a

través de la absorcidon a 280nm (Nanodrop, Thermo Scientific), se observaron las muestras
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en geles de agarosa para analizar la calidad del RNA aislado (ej. Figura 6), y luego se
procedid al tratamiento con DNAsa y la realizacion de la retro-transcripcién.

Una vez obtenidos los ADNc, se determind cuantitativamente la eficiencia de los cebadores.
Para ello se realizaron amplificaciones para cada juego de cebadores utilizando como molde
el ADNc puro, y diluido 10, 100 y 1000 veces por duplicado técnico. Con los datos obtenidos
se construyeron las curvas logCt vs dilucidn, se determind la pendiente de la curva y se

calculd la eficiencia utilizando la siguiente ecuacion:

E=(1- 1(1‘5-}}} (1)
Donde E es la eficiencia y s la pendiente de la curva logCT vs. Dilucion.
En un caso, la eficiencia de los cebadores para el gen problema no coincidié con la eficiencia
de los cebadores para el gen house keeping (que fue del 100%); esto fue tenido en cuenta
para el tratamiento de los resultados, ya que se tuvo que recurrir al modelo de Pfaffll®),

ACP
gen house keeping (2)

ACP
gen house keaping

(Egen problema)

B (Egen house keeping)

Una vez obtenidos estos resultados se procedid a la realizacién de las PCR en tiempo real
para determinar los valores de Ct de cada gen en cada condicién estudiada, asi fue que se
realizaron determinaciones para 11 genes por triplicado para las siguientes muestras:

e Bp Tohama | proveniente de 24 h de cultivo plancténico

e Bp Tohama | proveniente de 72 h de cultivo en biofilm

e Bp2723 proveniente de 24 h de cultivo plancténico

e Bp2723 proveniente de 72 h de cultivo en biofilm
Los resultados del analisis utilizando el modelo de AACt o Pfaffl se observan en la Figura 7. Se
observa que en los cultivos planctdnicos sélo cuatro genes se encontraron sobre expresados
en el aislado clinico (fim2, vag8, brkA y bcrH2), tres de estos genes codifican para proteinas
gue habian sido observadas como up reguladas en el andlisis protedmico 2D. Cuando se
analizaron las diferencias de expresion entre ambas cepas cultivadas en biofilm se pudo
observar que todos los genes, a excepcidon de ompQ, se encuentran sobre expresados en las
células sésiles del aislado clinico. Muy importante resultd el hecho de observar una sobre

expresion de los transcriptos de las cuatro adhesinas: FHA, Fim, PRN y BipA. Estos resultados
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conjuntamente con los expuestos anteriormente indicarian que el aumento en la expresion
de varios factores de virulencia regulados por el sistema BvgAS, entre ellos fuertes
adhesinas, podria contribuir a explicar el aumento de la formacién de biofilm por parte del

aislado clinico Bp2723.

Figura 6. Andlisis de calidad del RNA purificado. Gel representativo donde se observa una
muestra de ARN recientemente purificado. Se pueden observar las tres bandas esperadas de
ARN ribosomal.
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Figura 7. Expresion relativa de los genes analizados por PCR en tiempo real. Las columnas representan la expresion relativa de los genes y corresponden a un promedio
de nivel de expresion de la cepa Bp2723 en relacion a la cepa B. pertussis Tohama |, en las condiciones de cultivo (A)- plancténico y (B)-biofilm
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11.3.5 Secuenciamiento de los genes del sistema BvgAS y factores de virulencia en el
aislado clinico Bp2723

En vista de los resultados obtenidos se traté de determinar si el aumento en la expresién de
algunos factores de virulencia en la cepa Bp2723 estaba asociado a alguna mutacion
especifica en la secuencia de las regiones promotoras de algunos de sus genes de virulencia
o la secuencia codificante de los mismos. De esta forma se pudo secuenciar, mediante una
cooperacion con el grupo del Dr. Frits Mooi (National Institute for Public Health and the
Enviroment, Bilthoven, the Netherlands), el genoma completo del aislado clinico Bp2723. Al
realizarse la comparacion entre los contigs obtenidos y la secuencia de la cepa B. pertussis
Tohama | (NCBI: 2929) se observd que no existian diferencias en las secuencias de los genes
analizados, a excepcidn de una Unica mutacién puntual en la posicion 2113 del gen
codificante para la proteina sensora BvgS donde se encontré la presencia de una A por una
G. Llamativamente esta mutaciéon habia sido descripta previamente por un grupo de
investigacidn en Francia, el cual habia reportado que la misma daba lugar a un cambio de un
aminodcido en la posicién 705 de la proteina correspondiente de una lisina (K ) por acido
glutdmico (E) (54). La regidon donde se encuentra la mutacién es la regién linker de la
proteina, contigua a la regién anclada a la membrana e inmediatamente anterior al dominio
autofosforilante del sensor y que ha sido descripto como actor mecanico influyente en la
autofosforilacion de su dominio contiguo (55). Ante estos resultados se realizd la
amplificacién del gen BvgS para el resto de las cepas clinicas estudiadas vy
sorprendentemente se observd que todas ellas presentaban la misma mutacidn singular en

la posicién 2113 (Fig. 8-9).

78



CAPITULO Il

Bpl62
Bp3495
Bp462
Bp892
Bp2930
Bp2723
Bpl938
Bp492
Bp Tohamal

Bpl62
Bp3495
Bp462
Bp892
Bp2930
Bp2723
Bpl938
Bp492
Bp TohamalI

Bpl62
Bp3495
Bp462
Bp892
Bp2930
Bp2723
Bpl938
Bp492
Bp TohamalI

Bpl62
Bp3495
Bp462

RESULTADOS

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
B e e e I I
CGGCGCCAGATCCGCCAGCGCAAGCGGGCCGAGCGGGCGCTGAACGACCAGCTGGAATTCATGCGCGTGCTCATCGACGGCACGCCTAACCCCATCTATG
CGGCGCCAGATCCGCCAGCGCAAGCGGGCCGAGCGGGCGCTGAACGACCAGCTGGAATTCATGCGCGTGCTCATCGACGGCACGCCTAACCCCATCTATG
CGGCGCCAGATCCGCCAGCGCAAGCGGGCCGAGCGGGCGCTGAACGACCAGCTGGAATTCATGCGCGTGCTCATCGACGGCACGCCTAACCCCATCTATG
CGGCGCCAGATCCGCCAGCGCAAGCGGGCCGAGCGGGCGCTGAACGACCAGCTGGAATTCATGCGCGTGCTCATCGACGGCACGCCTAACCCCATCTATG
CGGCGCCAGATCCGCCAGCGCAAGCGGGCCGAGCGGGCGCTGAACGACCAGCTGGAATTCATGCGCGTGCTCATCGACGGCACGCCTAACCCCATCTATG
CGGCGCCAGATCCGCCAGCGCAAGCGGGCCGAGCGGGCGCTGAACGACCAGCTGGAATTCATGCGCGTGCTCATCGACGGCACGCCTAACCCCATCTATG
CGGCGCCAGATCCGCCAGCGCAAGCGGGCCGAGCGGGCGCTGAACGACCAGCTGGAATTCATGCGCGTGCTCATCGACGGCACGCCTAACCCCATCTATG
CGGCGCCAGATCCGCCAGCGCAAGCGGGCCGAGCGGGCGCTGAACGACCAGCTGGAATTCATGCGCGTGCTCATCGACGGCACGCCTAACCCCATCTATG
CGGCGCCAGATCCGCCAGCGCAAGCGGGCCGAGCGGGCGCTGAACGACCAGCTGGAATTCATGCGCGTGCTCATCGACGGCACGCCTAACCCCATCTATG

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
e T T T T T e
TGCGCGATAAGGAAGGCCGCATGCTGTTGTGCAATGACGCCTACCTCGACACCTTTGGCGTGACTGCCGATGCGGTACTGGGCAAGACCATTCCGGAAGC
TGCGCGATAAGGAAGGCCGCATGCTGTTGTGCAATGACGCCTACCTCGACACCTTTGGCGTGACTGCCGATGCGGTACTGGGCAAGACCATTCCGGAAGC
TGCGCGATAAGGAAGGCCGCATGCTGTTGTGCAATGACGCCTACCTCGACACCTTTGGCGTGACTGCCGATGCGGTACTGGGCAAGACCATTCCGGAAGC
TGCGCGATAAGGAAGGCCGCATGCTGTTGTGCAATGACGCCTACCTCGACACCTTTGGCGTGACTGCCGATGCGGTACTGGGCAAGACCATTCCGGAAGC
TGCGCGATAAGGAAGGCCGCATGCTGTTGTGCAATGACGCCTACCTCGACACCTTTGGCGTGACTGCCGATGCGGTACTGGGCAAGACCATTCCGGAAGC
TGCGCGATAAGGAAGGCCGCATGCTGTTGTGCAATGACGCCTACCTCGACACCTTTGGCGTGACTGCCGATGCGGTACTGGGCAAGACCATTCCGGAAGC
TGCGCGATAAGGAAGGCCGCATGCTGTTGTGCAATGACGCCTACCTCGACACCTTTGGCGTGACTGCCGATGCGGTACTGGGCAAGACCATTCCGGAAGC
TGCGCGATAAGGAAGGCCGCATGCTGTTGTGCAATGACGCCTACCTCGACACCTTTGGCGTGACTGCCGATGCGGTACTGGGCAAGACCATTCCGGAAGC
TGCGCGATAAGGAAGGCCGCATGCTGTTGTGCAATGACGCCTACCTCGACACCTTTGGCGTGACTGCCGATGCGGTACTGGGCAAGACCATTCCGGAAGC

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
B T P e T O T e 1 T e O I I T
CAACGTGGTGGGCGACCCGGCGCTGGCCCGCGAAATGCACGAGTTCCTGCTCACGCGCGTGGCCGCCGAGCGCGAGCCGCGCTTCGAGGACCGCGATGTC
CAACGTGGTGGGCGACCCGGCGCTGGCCCGCGAAATGCACGAGTTCCTGCTCACGCGCGTGGCCGCCGAGCGCGAGCCGCGCTTCGAGGACCGCGATGTC
CAACGTGGTGGGCGACCCGGCGCTGGCCCGCGAAATGCACGAGTTCCTGCTCACGCGCGTGGCCGCCGAGCGCGAGCCGCGCTTCGAGGACCGCGATGTC
CAACGTGGTGGGCGACCCGGCGCTGGCCCGCGAAATGCACGAGTTCCTGCTCACGCGCGTGGCCGCCGAGCGCGAGCCGCGCTTCGAGGACCGCGATGTC
CAACGTGGTGGGCGACCCGGCGCTGGCCCGCGAAATGCACGAGTTCCTGCTCACGCGCGTGGCCGCCGAGCGCGAGCCGCGCTTCGAGGACCGCGATGTC
CAACGTGGTGGGCGACCCGGCGCTGGCCCGCGAAATGCACGAGTTCCTGCTCACGCGCGTGGCCGCCGAGCGCGAGCCGCGCTTCGAGGACCGCGATGTC
CAACGTGGTGGGCGACCCGGCGCTGGCCCGCGAAATGCACGAGTTCCTGCTCACGCGCGTGGCCGCCGAGCGCGAGCCGCGCTTCGAGGACCGCGATGTC
CAACGTGGTGGGCGACCCGGCGCTGGCCCGCGAAATGCACGAGTTCCTGCTCACGCGCGTGGCCGCCGAGCGCGAGCCGCGCTTCGAGGACCGCGATGTC
CAACGTGGTGGGCGACCCGGCGCTGGCCCGCGAAATGCACGAGTTCCTGCTCACGCGCGTGGCCGCCGAGCGCGAGCCGCGCTTCGAGGACCGCGATGTC

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
B e e T T e T I I T I e
ACGCTGCACGGCCGCACCCGCCATGTCTACCAGTGGACGATTCCGTACGGCGACTCGCTGGGCGAACTCAAGGGCATCATCGGCGGCTGGATCGACATCA
ACGCTGCACGGCCGCACCCGCCATGTCTACCAGTGGACGATTCCGTACGGCGACTCGCTGGGCGAACTCAAGGGCATCATCGGCGGCTGGATCGACATCA
ACGCTGCACGGCCGCACCCGCCATGTCTACCAGTGGACGATTCCGTACGGCGACTCGCTGGGCGAACTCAAGGGCATCATCGGCGGCTGGATCGACATCA
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ACGCTGCACGGCCGCACCCGCCATGTCTACCAGTGGACGATTCCGTACGGCGACTCGCTGGGCGAACTCAAGGGCATCATCGGCGGCTGGATCGACATCA
ACGCTGCACGGCCGCACCCGCCATGTCTACCAGTGGACGATTCCGTACGGCGACTCGCTGGGCGAACTCAAGGGCATCATCGGCGGCTGGATCGACATCA
ACGCTGCACGGCCGCACCCGCCATGTCTACCAGTGGACGATTCCGTACGGCGACTCGCTGGGCGAACTCAAGGGCATCATCGGCGGCTGGATCGACATCA
ACGCTGCACGGCCGCACCCGCCATGTCTACCAGTGGACGATTCCGTACGGCGACTCGCTGGGCGAACTCAAGGGCATCATCGGCGGCTGGATCGACATCA
ACGCTGCACGGCCGCACCCGCCATGTCTACCAGTGGACGATTCCGTACGGCGACTCGCTGGGCGAACTCAAGGGCATCATCGGCGGCTGGATCGACATCA
ACGCTGCACGGCCGCACCCGCCATGTCTACCAGTGGACGATTCCGTACGGCGACTCGCTGGGCGAACTCAAGGGCATCATCGGCGGCTGGATCGACATCA

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
e T T I I T I e
CCGAACGCGCCGAGCTGCTGCGCGAGCTGCACGACGCCAAGGAAAGCGCCGACGCCGCCAACCGGGCCAAGACCACGTTCCTGGCAACGATGAGCCACGA
CCGAACGCGCCGAGCTGCTGCGCGAGCTGCACGACGCCAAGGAAAGCGCCGACGCCGCCAACCGGGCCAAGACCACGTTCCTGGCAACGATGAGCCACGA
CCGAACGCGCCGAGCTGCTGCGCGAGCTGCACGACGCCAAGGAAAGCGCCGACGCCGCCAACCGGGCCAAGACCACGTTCCTGGCAACGATGAGCCACGA
CCGAACGCGCCGAGCTGCTGCGCGAGCTGCACGACGCCAAGGAAAGCGCCGACGCCGCCAACCGGGCCAAGACCACGTTCCTGGCAACGATGAGCCACGA
CCGAACGCGCCGAGCTGCTGCGCGAGCTGCACGACGCCAAGGAAAGCGCCGACGCCGCCAACCGGGCCAAGACCACGTTCCTGGCAACGATGAGCCACGA
CCGAACGCGCCGAGCTGCTGCGCGAGCTGCACGACGCCAAGGAAAGCGCCGACGCCGCCAACCGGGCCAAGACCACGTTCCTGGCAACGATGAGCCACGA
CCGAACGCGCCGAGCTGCTGCGCGAGCTGCACGACGCCAAGGAAAGCGCCGACGCCGCCAACCGGGCCAAGACCACGTTCCTGGCAACGATGAGCCACGA
CCGAACGCGCCGAGCTGCTGCGCGAGCTGCACGACGCCAAGGAAAGCGCCGACGCCGCCAACCGGGCCAAGACCACGTTCCTGGCAACGATGAGCCACGA
CCGAACGCGCCGAGCTGCTGCGCAAGCTGCACGACGCCAAGGAAAGCGCCGACGCCGCCAACCGGGCCAAGACCACGTTCCTGGCAACGATGAGCCACGA
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GATCCGCACGCCGATGAACGCGATCATCGGCATGCTGGAGCTGGCGCTGCTCCGTCCGACCGACCAGGAGCCGGATCGCCAGTCCATCCAGGTCGCGTAC
GATCCGCACGCCGATGAACGCGATCATCGGCATGCTGGAGCTGGCGCTGCTCCGTCCGACCGACCAGGAGCCGGATCGCCAGTCCATCCAGGTCGCGTAC
GATCCGCACGCCGATGAACGCGATCATCGGCATGCTGGAGCTGGCGCTGCTCCGTCCGACCGACCAGGAGCCGGATCGCCAGTCCATCCAGGTCGCGTAC
GATCCGCACGCCGATGAACGCGATCATCGGCATGCTGGAGCTGGCGCTGCTCCGTCCGACCGACCAGGAGCCGGATCGCCAGTCCATCCAGGTCGCGTAC
GATCCGCACGCCGATGAACGCGATCATCGGCATGCTGGAGCTGGCGCTGCTCCGTCCGACCGACCAGGAGCCGGATCGCCAGTCCATCCAGGTCGCGTAC
GATCCGCACGCCGATGAACGCGATCATCGGCATGCTGGAGCTGGCGCTGCTCCGTCCGACCGACCAGGAGCCGGATCGCCAGTCCATCCAGGTCGCGTAC
GATCCGCACGCCGATGAACGCGATCATCGGCATGCTGGAGCTGGCGCTGCTCCGTCCGACCGACCAGGAGCCGGATCGCCAGTCCATCCAGGTCGCGTAC
GATCCGCACGCCGATGAACGCGATCATCGGCATGCTGGAGCTGGCGCTGCTCCGTCCGACCGACCAGGAGCCGGATCGCCAGTCCATCCAGGTCGCGTAC
GATCCGCACGCCGATGAACGCGATCATCGGCATGCTGGAGCTGGCGCTGCTCCGTCCGACCGACCAGGAGCCGGATCGCCAGTCCATCCAGGTCGCGTAC

Figura 8. Fragmento de secuencia de bvgS amplificado por los juegos de cebadores disefados para el sector PAS de la proteina, se observa
como en las cepas clinicas existe una mutacion simple de una G por una A, resaltada con amarillo.
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10 20 30 40 50 60

Bpl62 RRQIRQRKRAERALNDQLEFMRVLIDGTPNPIYVRDKEGRMLLCNDAYLDTFGVTADAV
Bp3495RROIRORKRAERALNDQLEFMRVLIDGTPNPIYVRDKEGRMLLCNDAYLDTFGVTADAV
Bp462 RRQIRQRKRAERALNDQLEFMRVLIDGTPNPIYVRDKEGRMLLCNDAYLDTFGVTADAV
Bp892 RRQIRQRKRAERALNDQLEFMRVLIDGTPNPIYVRDKEGRMLLCNDAYLDTFGVTADAV
Bp2930RROIRQORKRAERALNDQLEFMRVLIDGTPNPIYVRDKEGRMLLCNDAYLDTFGVTADAV
Bp2723RROQIRQRKRAERALNDQLEFMRVLIDGTPNPIYVRDKEGRMLLCNDAYLDTFGVTADAV
Bpl938RROIRQRKRAERALNDQLEFMRVLIDGTPNPIYVRDKEGRMLLCNDAYLDTFGVTADAV
Bp492 RRQIRQRKRAERALNDQLEFMRVLIDGTPNPIYVRDKEGRMLLCNDAYLDTFGVTADAV
BpTohamal RRQIRQRKRAERALNDQLEFMRVLIDGTPNPIYVRDKEGRMLLCNDAYLDTEGVTADAV
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Bpl62 LGKTIPEANVVGDPALAREMHEFLLTRVAAEREPRFEDRDVTLHGRTRHVYQWTIPYGDSLGELKGIIGG
Bp3495LCKTIPEANVVGDPALAREMHEFLLTRVAAEREPRFEDRDVTLHGRTRHVYQWTIPYGDSLGELKGIIGG
Bp462 LGKTIPEANVVGDPALAREMHEFLLTRVAAEREPRFEDRDVTLHGRTRHVYQWTIPYGDSLGELKGIIGG
Bp892 LGKTIPEANVVGDPALAREMHEFLLTRVAAEREPRFEDRDVTLHGRTRHVYQWTIPYGDSLGELKGIIGG
Bp2930LGKTIPEANVVGDPALAREMHEFLLTRVAAEREPRFEDRDVTLHGRTRHVYQWTIPYGDSLGELKGIIGG
Bp2723LGKTIPEANVVGDPALAREMHEFLLTRVAAEREPRFEDRDVTLHGRTRHVYQWTIPYGDSLGELKGIIGG
Bpl938LGKTIPEANVVGDPALAREMHEFLLTRVAAEREPRFEDRDVTLHGRTRHVYQWTIPYGDSLGELKGIIGG
Bp492 LGKTIPEANVVGDPALAREMHEFLLTRVAAEREPRFEDRDVTLHGRTRHVYQWTIPYGDSLGELKGIIGG
BpTohamaILGKTIPEANVVGDPALAREMHEFLLTRVAAEREPRFEDRDVTLHGRTRHVYQWTIPYGDSLGELKGIIGG
140 150 160 170 180 190 200
Bpl62 WIDITERAELLRELHDAKESADAANRAKTTFLATMSHEIRTPMNAIIGMLELALLRPTDQEPDRQSIQVAYDSAX
Bp3495WIDITERAELLRELHDAKESADAANRAKTTFLATMSHEIRTPMNAIIGMLELALLRPTDQEPDRQSIQVAYDSAX
Bp462 WIDITERAELLRELHDAKESADAANRAKTTFLATMSHEIRTPMNAIIGMLELALLRPTDQEPDRQSIQVAYDSAX
Bp892 WIDITERAELLRELHDAKESADAANRAKTTFLATMSHEIRTPMNAIIGMLELALLRPTDQEPDRQSIQVAYDSAX
Bp2930WIDITERAELLRELHDAKESADAANRAKTTFLATMSHEIRTPMNAIIGMLELALLRPTDQEPDRQSIQVAYDSAX
Bp2723WIDITERAELLRELHDAKESADAANRAKTTFLATMSHEIRTPMNAIIGMLELALLRPTDQEPDRQSIQVAYDSAX
Bpl938WIDITERAELLRELHDAKESADAANRAKTTFLATMSHEIRTPMNAIIGMLELALLRPTDQEPDRQSIQVAYDSAX
Bp492WIDITERAELLRELHDAKESADAANRAKTTFLATMSHEIRTPMNAIIGMLELALLRPTDQEPDRQSIQVAYDSAX
BpTohamaI WIDITERAELLRKLHDAKESADAANRAKTTFLATMSHEIRTPMNAIIGMLELALLRPTDQEPDRQSIQVAYDSAX

Figura 9. Segmento de la secuencia de la proteina BvgS donde se observa que la mutacion en la secuencia codificante genera en todas las cepas
clinicas un intercambio de una K por un E en el dominio PAS.
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11.3.6 Formacion de biofilm por parte de la cepa mutante BpK;os—>E y ensayos de adhesion
con bacterias moduladas.

Como préximo paso del trabajo de Tesis se decidid estudiar si la mutacién en el gen BvgS
tenia algun efecto en relacién a la formacién de biofilm. A tal fin, el aislado clinico Bp2723 y
las cepas B. pertussis Tohama |, Bp K;0s—>E (recibida desde Francia) y BPSM fueron crecidas
en biofilm adheridas a perlas de polipropileno en sistema de agitaciéon por roller drums y
cultivo semi-batch. El objetivo del experimento consistid en evaluar la formacion de biofilm
luego de 72 h de cultivo entre el aislado clinico y una cepa derivada de Tohama que porta la
misma mutacién en el gen bvgs. El estudio realizado permitié demostrar que la formacién de
biofilm de la cepa Bp2723 era mayor que la de la cepa de referencia, pero no se observaron
diferencias significativas entre la biomasa generada por las otras tres cepas entre si (Figura
10). Este resultado indica que la mutacién estudiada no estaria directamente asociada al

aumento en la formacién de biofilm observado en los aislados clinicos.
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Figura 10. Formaciéon de biofilm evaluado por tincidon con cristal violeta 0,1%. Se observaron
diferencias significativas Unicamente en el caso de la cepa clinica Bp2723 que produce mayor
biomasa que cualquiera de las demas cepas estudiadas.

En paralelo a estos ensayos, y conociendo la informacion publicada por el grupo del Dr.
Herrou, quienes indican que la mutacion encontrada en el gen codificante para la proteina
BvgS esta asociada a una respuesta mas rapida frente a los agentes de modulacion como el
MgS0O, (54), se decidié proseguir estudiando posibles efectos de esta mutacion sobre la
capacidad de formacién de biofilm. Debido a que durante el trabajo diario en el laboratorio
se habia observado una modulacién mas rapida de las cepas clinicas, respecto de la cepa de

referencia, establecido por una inhibicion mas rapida de la presencia del halo de hemdlisis
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en placas de cultivo ABGs, producto de la ausencia de la expresion de la toxina Adenilato
Ciclasa, es que se decidié realizar un ensayo de adhesion a perlas de polipropileno utilizando
como células de partida las cuatro cepas mencionadas en el ensayo anterior pero
previamente moduladas por crecimientos consecutivos de 24 h en medio de cultivo SS con la
adicién de MgS0O, 40mM. Para el estudio de adhesién los organismos modulados que se
obtuvieron fueron incubados en un medio SS libre de agentes modulantes y se evalud la
adhesion a una superficie abidtica en las nuevas condiciones. Se utilizaron perlas de
polipropileno como soporte y se tomaron muestras (perlas) cada 30 min para evaluar
mediante tincién con CV la biomasa adherida. Los resultados obtenidos se pueden observar
en la Figura 11. Se puede ver que, si bien las cuatro cepas alcanzan valores similares de
adhesién al cabo de 4 h de incubacién, tanto las cepas Bp2723 como al cepa Bp Kos—>E
presentaron una mayor velocidad de pegado al soporte que las cepas BPSM y B. pertussis
Tohama |. Como puede apreciarse en la Figura 11, existe una diferencia marcada en la
cinética entre un grupo y el otro para comenzar a generar una pendiente en la absorcién de
cristal violeta. Las cepas Bp Ksos—>E y BP2723 comienzan a mostrar dicho incremento en la
pendiente a los 30 min., mientras que las cepas BPSM y BP Tohama | presentan un periodo la
de entre 120 y 150 min, sugiriendo un periodo de adaptaciéon al medio sin agentes
modulantes mayor. El fendmeno de adhesién estudiado, es gobernado por la expresion de
adhesinas.

Una adaptacidn mas rdpida en la respuesta a la modulacién junto a un aumento en la
expresion de factores de virulencia, demostrado para la cepa Bp2723, podrian conferirle a la
esta cepa y probablemente a los demas aislados clinicos que también poseen la mutacion
una mayor eficiencia en la infeccién. Para tener mayor precision en este sentido se deberdn

realizar estudios en modelos murinos, los cuales seran concretados a la brevedad.
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11.4 DISCUSION

Si bien pertussis ha sido tradicionalmente considerada una enfermedad aguda, es evidente
que la bacteria, después de mds de 60 afios de vacunacion sistematica, no ha podido todavia
ser erradicada de su hospedador natural. En este sentido, las vacunas actuales no resultan
efectivas para controlar eficazmente a estos organismos. Dilucidar los mecanismos
moleculares que le permiten a estas bacterias persistir en el tracto respiratorio constituye un
interesante desafio para poder implementar nuevas estrategias profildcticas y de
tratamiento. Desde la re-emergencia de pertussis a nivel mundial ha existido un gran
esfuerzo por avanzar en el esclarecimiento de las estrategias que adoptan estas bacterias
frente a la vacunacidn. Este conocimiento permitiria una mejor evaluacion de las férmulas
de las vacunas actualmente en uso y y tal vez rediseiar el calendario de vacunacién vigente.
Muchos grupos alrededor del mundo han postulado la modificacidn antigénica como una de
las principales causas de adaptacién de las cepas circulantes a la vacunacién masiva. Se ha
demostrado en este sentido que muchas cepas clinicas han mutado varios de sus antigenos,
incluyendo Toxina pertussis, Fim y PRN especialmente luego de la introduccién del uso
masivo de las vacunas acelulares (56-62). Si bien estos cambios podrian explicar la evasidn
de la bacteria a los ciclos de vacunacién, nosotros consideramos que pueden existir
mecanismos complementarios de adaptacion que le faciliten a B. pertussis evadir la
respuesta inmune y persistir en el hospedador. En esta direccién hipotetizamos que la vida
en biofilm puede constituir uno de estos mecanismos. En nuestro laboratorio se ha
demostrado la capacidad de la cepa de referencia Tohama | para formar biofilm tanto sobre
superficies abidticas (polipropileno, vidrio, poliestireno) como bidticas, (modelos murinos).
Sin embargo, se ha reportado que la cepa de referencia no es representativa de los
organismos circulantes en la poblacion y a partir de esta premisa se decidid estudiar el
comportamiento de aislados clinicos en cuanto a la formacién de biofilm. Los resultados
reportados en este capitulo corresponden a una caracterizacion de la capacidad de crecer
adheridos a perlas de polipropileno de ocho aislados clinicos que corresponden a una
coleccidn de cepas aisladas de pacientes con tos convulsa en el Hospital de Nifios Sor Maria
Ludovica de La Plata. Se ha demostrado que los mismos presentan una mayor capacidad de
formacion de biofilm sobre una superficie abidtica en comparacién a la cepa de referencia.

Dentro del grupo de aislados estudiados se selecciond a la cepa circulante Bp2723 para
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realizar estudios moleculares con el objetivo de entender mejor los mecanismos que le
permiten formar una cantidad de biomasa sésil cinco veces superior a la que produce la cepa
de referencia en las mismas condiciones experimentales. Los estudios de protedmica
revelaron interesantes diferencias en el perfil de expresién de proteinas de este aislado
respecto de la cepa B. pertussis Tohama I. Los analisis de componente principal indicaron
que las mayores diferencias se asocian a la diferencia entre las cepas y luego a las
condiciones de crecimiento. La mayoria de las 32 proteinas que se han encontrado
diferencialmente expresadas entre estas cepas, crecidas tanto en biofilm como en
condiciones plantdnicas, corresponden a proteinas metabdlicas, especialmente enzimas
involucradas en la obtencién de energia y proteinas de transporte. Aunque no se ha podido
determinar especificamente una Unica via metabdlica que se encuentre exacerbada, es claro
que las enzimas que se relacionan con la obtencion de energia (dihidropalmitoil succinil
transferasa y citrato sintasa) se encuentran sobre expresadas en la cepa Bp2723. Esto podria
estar asociado con la alta velocidad de crecimiento y mayor capacidad de formaciéon de
biomasa del aislado clinico tanto en condiciones de crecimiento plancténico como en
biofilm. Otro conjunto de proteinas que llamd nuestra atencidén y que se han encontrado
sobre expresadas en la cepa Bp2723 en ambas condiciones de cultivo han sido cuatro
factores de virulencia (BcrH2, OmpQ, Vag8 y BrkA) regulados positivamente por el sistema
regulatorio de dos componentes BvgAS. Este sistema de regulacion ha sido descripto como
determinante en la formacién de biofilm en la especie B. pertussis. Si el sistema no se
encuentra activo, la bacteria es incapaz de formar biofilm (63, 64). Dada la importancia de
este resultado, se decidié evaluar a nivel transcripcional el grado de expresidon génica de un
conjunto de factores de virulencia regulados por el sistema BvgAS. Para este andlisis se
incluyeron los genes codificantes para las proteinas que observamos sobre expresadas en los
geles 2D, asi como también genes codificantes para proteinas de membrana o secretorias
gue podrian no haberse detectado en nuestros estudios sobre la fraccidn proteica citosélica.
El analisis trancripcional de los genes estudiados mostré una buena correlaciéon entre la
expresion a nivel proteico y de los respectivos transcriptos de sus genes codificantes para el
caso de las proteinas BrkA, Vag8 y BcrH2 en el cultivo plancténico de la cepa clinica; los dos
primeros mostraron la misma correlacion cuando se compararon los cultivos en biofilm. En
el caso de OmpQ y BcrH2 en cultivos en biofilm tal correlacidon no fue observada. En relacién

a esto resultan interesante resaltar que experimentos realizados en nuestro grupo aun no
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publicados muestran que la expresion del gen ompQ en biofilms de B. bronchiséptica es
maxima a las 48 h y disminuye a las 72 h, esto podria explicar la disminucidon observada de la
expresion relativa de ompQ que podria no traducirse aun a las 72h en una disminucién en la
expresion de la proteina.

Otros genes codificantes de factores de virulencia que se observaro con mayor expresion
relativa en la cepa clinica en cultivo sésil en relaciéon a la cepa de referencia fueron las
adhesinas FHA, Fim, PRN e incluso BipA. Todas estas adhesinas han sido relacionadas a la
formacion de biofilm en B. pertussis. FHA ha sido ampliamente estudiada en este sentido y
se ha demostrado que es una de las adhesinas mas importantes que interviene en diferentes
etapas del desarrollo del biofilm tanto en cultivos in vitro como en cultivos in vivo realizados
en la cavidad nasal de ratones. Ha sido involucrada no solo en la primera etapa de adhesion
a la superficie sino también como factor necesario para el establecimiento de uniones célula-
célula en biofilms en desarrollo (63, 67). La participacion de PRN en la formacion de biofilm
ha sido demostrada a través del estudio del desarrollo de biofilm por parte de una cepa
mutante para la expresién de la misma, resultando el biofilm formado significativamente
menor al producido por la cepa salvaje. Esta proteina también ha sido observada sobre
expresada en estudios de protedmica previamente reportados en células sésiles de B.
pertussis Tohama | cuando se las comparé con su contraparte plancténica (63). Un efecto
similar de disminucidén parcial de la formacién de biofilm ha sido observado para una cepa
mutante en la expresidon de Fim (44). Un dato adicional en el caso de esta ultima adhesina es
en relacién a su posible rol en la formacién de fibras largas, que serian estructuras
fundamentales de los cimientos del biofilm formado por B. pertussis. Tales fibras estarian
generadas conjuntamente con la proteina Bsp22. En este sentido, se ha demostrado que un
sistema regulatorio diferente del BvgAS estimularia la expresién de estos dos factores de
virulencia que formarian estructuras de tipo filamentosas y que contribuirian a la formacién
del tipico biofilm de B. pertussis (68). En el caso de la cepa Bp2723, tanto bsp22 como fim se
encontraron sobre expresados en cultivos sésiles. A su vez, el gen codificante para BlpA, otra
importante adhesina, se encuentra expresado en las células sésiles de la cepa clinica. Esta
proteina esta fuertemente relacionada a la formacion de biofilm, especialmente en la fase
intermedia y es, junto con FHA, la responsable de la capacidad auto-aglutinante de B.
pertussis (69, 70). Si bien es regulada por el sistema BvgAS, su expresion es maxima en fase

intermedia, por lo que llama la atencidn su sobre espresion conjunta con genes de virulencia
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tardios como ptx, codificante para la TP (71). Es interesante resaltar que en un trabajo
publicado por nuestro laboratorio ya se habia reportado una sobre expresién de esta
proteina en el biofilm de B. pertussis Tohama |, cuando se lo compard con su contraparte
células plancténicas (65).Considerando toda esta informaciéon pareceria que la sobre
expresion de factores de virulencia en las células sésiles de la cepa Bp2723, especialmente
de adhesinas estimularia la formacién de uniones entre las bacterias y con el substrato asi
como también favoreceria el desarrollo de filamentos largos que mantendrian unida la
estructura del biofilm. De la misma manera, el aumento en la expresién de enzimas
involucradas en el catabolismo bacteriano podrian contribuir con el aumento en la velocidad
de crecimiento y la formacidén de biofilms mdas robustos.

En este trabajo se pudo demostrar que el aumento de la expresion de varios factores de
virulencia dependientes del sistema BvgAS no esta directamente relacionado a mutaciones
en dicho sistema de regulacidn, en genes estructurales y/o en las regiones promotoras
respectivas. La Unica mutacion hallada, sorprendentemente presente en todas las cepas
clinicas estudiadas no demostré relacion directa con la cantidad de biomasa formada en
biofilm. Esta mutacién corresponde a un cambio de Lysina por Acido Glutdmico en la
posicién 705 de la proteina reguladora BvgS y fue interesantemente descrita por Herrou y
col. en 2009 [53]. Si bien se ha reportado que la misma no afecta la virulencia de la cepa, ya
que los ensayos de infeccidn pulmonar en modelos murinos no indicaron diferencias en las
UFC mL" en comparacion a la cepa salvaje, si se ha probado que confiere a la bacteria un
fenotipo de respuesta rapida a los agentes modulantes como el MgS0,y el Acido Nicotinico.
Esta propiedad puede ser considerada como una importante ventaja adaptativa en si misma.
Como es sabido, el mecanismo de transmisién de pertussis de un paciente a otro es a través
de la inhalaciéon de micro gotas de saliva, y en este proceso se ha postulado la intervencién
de B. pertussis en su fase avirulenta (Bvg) o intermedia (Bvg'). Si alguna de estas fases es la
gue corresponde a la forma en que se transmite la bacteria, entonces una rapida adaptacion
a un nuevo nicho, factible de colonizar, desencadenando en un corto periodo de tiempo la
sintesis de adhesinas que aseguren el pegado irreversible a una superficie blanco le otorgaria
a la bacteria altas probabilidades de anclarse a un nicho, que mediante acciones de shear
hidromecanico trata de eliminarlas. De esta forma, estas bacterias ven favorecido su
posterior desarrollo de biofilm. Otra posibilidad es que la bacteria se transmita en fase

intermedia y se ubigque en un nicho donde por las condiciones de temperatura no pueda
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modular a fase virulenta, pero en este caso podria quedar retenida por la expresion de BipA.
Cuando las condiciones se tornen favorables estos organismos podrian pasar a fase virulenta
e iniciar la colonizacién. Los resultados de nuestra investigacion demuestran que la
evolucién de estas bacterias muestra un gran impacto sobre los mecanismos de adhesién y
formacién de biofilm, favoreciendo y potenciando la capacidad de las mismas de
desarrollarse bajo esta forma de vida. Los resultados expuestos indican que la ventaja de la
mutacion presente en todos los aislados clinicos estudiados representa una capacidad de
adherirse con mayor rapidez a una superficie abidtica cuando provienen de un cultivo en
condiciones modulantes. De modo que esta capacidad podria representar una importante
ventaja durante la interaccion dinamica que mantiene el patégeno con su hospedador.
Sumado a esto, los resultados observados indicarian un aumento significativo en Ia
expresion de muchos factores de virulencia en el aislado clinico estudiado independiente de
la mutacion hallada.

Dado que se han descripto otros sistemas o posibles elementos regulatorios en Bordetella,
que incluso regularian los mismos factores de virulencia que el sistema BvgAS, tales como el
GMP-di ciclico (72), el p(pp)gpp (68), small RNA (73) y el sistema de dos componentes RisAS
(74) consideramos que el efecto observado en la cepa clinica Bp2723 podria ser el resultado
de la confluencia de varios efectores regulatorios. Deberan realizarse nuevos estudios para

establecer cudles elementos regulatorios determinan el comportamiento observado.
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11.5 CONCLUSIONES

Los resultados presentados en este capitulo permiten arribar a las siguientes conclusiones:
i)- Todas las cepas de B. pertussis aisladas de pacientes infectados en el Hospital de Nifios
Sor Maria Ludovica poseen una capacidad exacerbada de producir biofilm en cultivos
abidticos cuando se las compara con la cepa vacunal B. pertussis Tohama .

ii)-La cepa Bp2723, presenta un aumento en la velocidad de crecimiento en cultivo liquido,
cuando se la compara con la cepa de referencia.

iii)- Los estudios de protedmica y de expresion génica (qRT-PCR) indican que existe una
diferencia significativa en la expresién de factores de virulencia regulados por el sistema
BvgAS en la cepa Bp2723 que incluyen fuertes adhesinas y que podrian serresponsables del
aumento en la formacién de biofilm por parte de la cepa Bp2723, sumado a la alta velocidad
de duplicacion.

iv)- La Unica mutacion hallada en los genes codificantes para factores de virulencia y sus
regiones promotoras en la cepa Bp2723 encontrada en la region linker del gen codificante
para la proteina sensora BvgS no se encuentra asociada a un aumento en la formacién de
biofilm.

v)- La mutacién hallada si estaria asociada a una adhesién mas rapida a sustratos abidticos

cuando proviene de un cultivo con condiciones modulantes.
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CAPITULO Il

Estudio de la presencia de factores de virulencia en la superficie de
células individuales de B. pertussis. Introduccién a la Mcicroscopia de

Fuerza Atomica
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Comentarios

Los resultados expuestos en el capitulo anterior indicarian que un aumento en la
expresion de factores de virulencia, principalmente adhesinas en la cubierta de células de la
cepa clinica Bp2723 le conferirian a las mismas una mayor capacidad para desarrollar un
biofilm. La presencia de “un mayor numero de adhesinas” implicaria en consecuencia tener
mas ventajas en las etapas de adhesidon y de estructuracion del biofilm maduro. Ademas se
deberia tener en cuenta en este andlisis las posibles ventajas que la formacion de un biofilm
le aportaria a estas bacterias en relacién a los tratamientos con antibiéticos y frente al
sistema inmune del hospedador. Las técnicas que se utilizaron para evaluar la expresion de
factores de virulencia fueron los estudios de protedmica y gRT-PCR. Si bien éstas poseen alta
sensibilidad, requieren de la utilizacién de métodos invasivos para la obtenciéon de
resultados. El procesamiento de los cultivos puede tardar uno o dos dias y la cantidad de
cultivo inicial deber ser considerablemente alta. Por estos motivos se decidié complementar
los estudios realizados con la utilizacion de una técnica no invasiva y de resolucién
nanométrica para estudiar la presencia de factores de virulencia en células de B. pertussis.
Para tal fin la técnica elegida fue la Microscopia de Fuerza Atémica, una metodologia que
permite identificar la presencia de factores de virulencia en la superficie de las bacterias y
realizar medidas en ambientes muy semejantes a los fisiolégicos. El objetivo final de estos
estudios fue el de desarrollar un método no invasivo y rapido de caracterizacién de cepas de
B. pertussis circulantes en la poblacion.

Se plantearon objetivos de corto y largo plazo:
e Los objetivos de corto plazo incluyeron: estudiar la expresiéon y distribucion de la

principal adhesina bacteriana (FHA), en la superficie de células individuales pertenecientes a
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la cepa adaptada al laboratorio B. pertussis Tohama |. Se eligié utilizar en primera instancia
dicha cepa ya que la misma posee baja patogenicidad en comparacion a los aislados clinicos,
ha sido ampliamente caracterizada desde su aislamiento en el afo 1950 y por el hecho de
que se dispone en el laboratorio de una cepa mutante defectiva en la expresion de la
adhesina en estudio. Conjuntamente con la caracterizacion de la distribucidn espacial se
planted lograr una caracterizaciéon temporal de la localizacion de la adhesina en la superficie
de células individuales.

e Los objetivos de largo plazo incluyen: lograr la identificacién de FHA y de otros
factores de virulencia asi como estudiar su dindmica temporal en la superficie de aislados
clinicos de B. pertussis, de modo de conseguir el desarrollo de una herramienta que
conjuntamente con las técnicas moleculares disponibles permitiera una caracterizacién
rapida de las cepas circulantes en la comunidad.

En los proximos dos capitulos se exponen los experimentos realizados en funcién de
cumplimentar los objetivos de corto plazo y se espera poder continuar en los proximos afios
con los experimentos que ayuden a resolver los objetivos de largo plazo.

A continuacién se expondran los fundamentos basicos de la técnica utilizada.
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I1l.1 Microscopia de Fuerza Atémica (MFA)

111.1.1 Fundamento

El Microscopio de Fuerza Atémica (MFA) es un equipo que pertenece a los microscopios de
barrido por sondas (del inglés Scanning Probe Microscopes). Fue desarrollado en 1986 por
Bining, Quate y Gerber (2) para poder obtener imagenes de alta resolucion en muestras no
conductoras ya que su antecesor, el Microscopio de Efecto Tunel (STM), si bien podia ofrecer
una resoluciéon mayor que la de los microscopios electrénicos, requeria que las muestras
fueran conductoras. Con la invencidon del MFA, se abrié un nuevo campo de estudio de
materiales bioldgicos, ya que permite trabajar en un ambiente liquido, con lo que las
medidas pueden ser realizadas en condiciones semejantes a las fisioldgicas (3-5). Este equipo
permite no solo obtener imagenes de altisima resolucién sino que ademas es apropiado para
realizar estudios novedosos de las propiedades mecdnicas de moléculas, células,
biosuperficies, etc (6-9). Asimismo, a través de la Espectroscopia de Fuerzas permite
identificar y cuantificar las fuerzas existentes al interaccionar diferentes moléculas y analizar
el plegamiento y desplegamiento de proteinas y otras biomoléculas (10-12).

En el MFA una punta de radio de curvatura muy pequefio (2-20nm) recorre la muestra de
manera que ambas se encuentren en contacto o a una distancia muy pequefia (0,5-10,0 nm),
manteniendo la fuerza aplicada o la distancia entre ambas constante. Cuando la punta, que
estd sostenida en el extremo de un soporte flexible llamado cantilever se mueve como
consecuencia de haber encontrado una superficie con relieve o depresion se produce una
deflexidn, positiva o negativa que es transmitida a un detector y de esta manera se genera
una imagen de la topografia de la muestra. Casi todos los MFA utilizan un sistema de
deteccion mediante el reflejo de un rayo laser en la parte posterior de la punta soportada
sobre el cantilever. Brevemente, el rayo laser se hace incidir sobre la superficie reflectora de
un cantiléver. Luego de ser reflejado, el laser es direccionado por medio de un espejo e
incide en un fotodetector, que transforma la sefial dptica en eléctrica. A través del software
se fija un valor de potencial en el fotodiodo que establece la condicién de operacién a una
fuerza de interaccidn constante. Cuando ocurren modificaciones de esta condicién debido a
la topografia de la muestra, un sistema de retroalimentacion permite restablecerla

modificando la distancia punta-muestra a través del movimiento del barredor piezoeléctrico
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o escaner solidario a la punta o a la muestra dependiendo del disefio del microscopio.
(Figura 1) (4).

Posicion

del
detector

Tubo plezoelectrlco

[y
e
- -

Creado por David Basech del Instituto de Tecnologia de California

Figura 1. Esquema de funcionamiento del MFA. Se observa el laser que incide en la superficie
reflectora del cantilever y es direccionado hacia el fotodetector.

111.1.2 Los componentes del MFA

Los elementos que componen un MFA son una base, un barredor piezoeléctrico o escanery
una cabeza Optica (Figura 2). La base contiene los circuitos electrénicos que le permiten
conectarse a la unidad de control, el escaner es un elemento piezoeléctrico tubular que
genera movimientos en los ejes z, x e y cuando se le aplica una diferencia de potencial
eléctrico. El escaner puede ser solidario a la punta o a la muestra dependiendo del modelo
de MFA del que se trate y es el elemento de regulacion con el cual la punta o la muestra se
alejan o se acercan para mantener la fuerza constante durante la medida. Finalmente, la
cabeza dptica posee ella misma varios componentes, un laser, un espejo y un detector. Los
detectores son fotodiodos que transforman una sefial laser en potencial eléctrico. Existen
fotodiodos de dos y de cuatro sectores. Este ultimo disefio permite obtener ademias de
resolucién en direccidn z, el seguimiento de las torsiones laterales de la punta.

En la Figura 3 se puede observar un MFA Multimode acoplado a una unidad de control
Nanoscope V (marca Bruker, Santa Barbara, USA) con el que se realizaron la mayoria de las
medidas que se presentan en este trabajo de Tesis. Se observa una unidad de control
conectada a la base del microscopio, sobre la que descansa el barredor piezoeléctrico
encima del cual se coloca la muestra, soportada sobre un portamuestras imantado. La

cabeza dptica se encuentra fijada mediante dos resortes. Las puntas o sensores de fuerza
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van montadas en un portapuntas que se coloca encima de la muestra. Los portapuntas
pueden ser de dos tipos (ver Figura 2): abiertos, si se van a realizar las medidas en aire o
cerrados si se va a trabajar en un ambiente liquido. Este ultimo tipo de portapuntas se
denomina celda de liquidos y posee dos orificios que permiten el ingreso y salida de las
soluciones, facilitando de esta manera mantener hidratada la muestra mientras se realizan

las medidas y también introducir nuevas soluciones durante el transcurso del experimento.

Ajuste del laser

B

ica B . enejeY
AIUSt? del Ajuste del
fotodiodo I .
aser en eje
1-Diodo laser
2-Espejo
3-Reflejo en
cantiléver
4-Espejo
5-Fotodiodo de
4 sectores
Ajuste de |a cabeza Ajuste de |a cabeza
en eje X enejeY
C D
R Celda de liquidos
] ““\ celda de g
- liquidos
|
' buffer Jeringa L'L
v Solucion buffer
muestra []:1

Figura 2. Componentes del MFA: (A) base, barredor piezoeléctrico y cabezal éptico, (B) cabeza
Optica con sistema de laser, espejos y detector y (C) celda de liquidos y esquema de montaje sobre
un barredor piezoeléctrico solidario a la muestra. Por los dos canales sefialados ingresan y salen
las soluciones durante la medida como se ejemplifica en D.
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Figura 3. Microscopio Multimode acoplado a la unidad de contro V, Brucker. Se observa la base del
microscopio, el piezoeléctrico solidario a la muestra, la cabeza dptica y una cdmara de video utilizada

para observar la muestra y la punta simultdneamente.

111.1.3 Fuerzas que operan entre la punta y la muestra

Como se explicé anteriormente, la sonda o punta acoplada al cantilever barre la muestra y
sensa las fuerzas de interaccidon que existen entre ellas, que idealmente corresponden a las
fuerzas de interaccién entre los atomos superficiales de la punta y los atomos superficiales
de la muestra. Para el estudio de estas fuerzas intermoleculares, se utilizan los modelos de
energia potencial. Uno de los modelos mas aceptados es el propuesto por Lennard-Jones en
1924, que propone que la energia potencial entre dos dtomos modelizados como dos

esferas, se describe con la siguiente ecuacion (1, 13, 14):
F 12 T 5]
Vir) =4 [(;) -(3) } &

Donde r es la separacidn entre los atomos, € es la energia potencial en el minimo, y o es el

diametro molecular efectivo. La funcidn que representa la ecuacion de Lennard-Jones se
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puede observar también en la Figura 4 (a). A distancias largas, las fuerzas que predominan
son de tipo atractivo y su comportamiento se rige con el término (0/r)6, que representa el
comportamiento de energia de las interacciones de tipo van der Waals. Cuando la distancia
entre los atomos es igual al didametro molecular efectivo, la energia potencial es 0 y a partir
de este momento, las fuerzas gobernantes de la interaccién comienzan a ser repulsivas,
debido a la superposicidén de orbitales electrénicos como describe el principio de exclusiéon
de Pauli.

La ecuaciéon 1 puede ser modificada considerando otras geometrias de la punta y la muestra
de manera que las funciones obtenidas sean mas adecuadas para la geometria real, tal como

se muestra en la Figurad byc:

Figura 4
(a)
U
| O
Feessss==saa r
[ )
(b)
Utl = & A
|t r12 124r2
! zzzzz.az/l
r STTTTT777 r

. 1D«R

Donde U; es la energia potencial de interaccion y r o D las distancias entre los objetos que
interactyan. Se debe tener en cuenta que la fuerza es la variacién de la energia en funcién
de la variacién de la distancia (dU/dr). Imagen extraida de Scanning tunneling microscopy

and spectroscopy: Theory, techniques, and applications (15).
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111.1.4 Los cantilevers

Como se ha indicado anteriormente, la punta que se utiliza para recorrer la muestra esta
sostenida sobre soportes flexibles triangulares o rectangulares denominados cantilevers, que
a su vez se encuentran unidos en forma solidaria a los extremos de una “oblea” o soporte
que los sostienen. Tipicamente, las medidas de la “oblea “son de 3,5 mm x 1,6 mm x 0,5 mm.
En cada borde pueden encontrarse hasta cinco cantilevers, dependiendo del modelo que se
elija. Las puntas, que normalmente tienen forma de pirdmide, se encuentran orientadas
hacia el lado de abajo del cantilever, de modo que cuando se coloca el portapuntas, la punta
quede enfrentada a la muestra. Las puntas son estructuras muy pequefas que normalmente
tienen 5 um de alto y un radio de curvatura variable de acuerdo a los modelos comerciales
disponibles (Figura 5). Cuanto mas aguda sea la punta mayor sera la resolucién obtenida ya
que la cantidad de dtomos que interaccionan con la muestra serd menor. Este es un
pardmetro muy importante a tener en cuenta en el momento de la eleccién de las puntas de
acuerdo a los objetivos del experimento. El material mas cominmente empleado en la
fabricacién de los cantilevers para MFA, es el Si o SizsN4, aunque también existen puntas de

Au, Pt/Ir, diamante o puntas modificadas con peliculas magnéticas para aplicaciones

especificas.
A B C
] 0
E
£
o
o
I |
0.z m;n_ 1.6 mm

Figura 5. Esquema de una oblea y cantilever tipico (A) e imagenes de los cantilevers triangulares y
rectangulares de Si;N, (B) asi como también de la punta con la que se realizan las medidas (C), donde
se observa su forma piramidal. (Imagenes tomadas de http://www.bruker.com/).

111.1.5 Modos de operacion del MFA

Una vez que la muestra y la punta estan montadas en el microscopio se debe elegir el
régimen en el que se va a trabajar. Para estudios topograficos existen tres formas de trabajo,
el modo contacto, en el que la punta y la muestra se encuentran muy cercanas unas a otras

(<0,5nm) de manera que las fuerzas que intervienen en la interaccién son de tipo repulsivas
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(ver Figura 6), el modo de contacto intermitente, en el que la distancia punta-muestra es
mayor (0,5-2nm) vy las fuerzas de interaccién gobernantes oscilan entre atractivas y
repulsivas (Figura 6) o el modo no contacto en el que la distancia es mayor (2-10nm) y donde
las fuerzas son de tipo atractivo de van der Waals (Figura 6). En el presente trabajo de Tesis
se utilizé el modo contacto para realizar los experimentos utilizando el MFA y es por eso que

a continuacion se explica con mayor detalle.

Fuerza .
Fuerza repulsiva

1

Contacto
intermitente

contacto Distancia entre la puntay la muestra

No-contacto

U

Fuerzaatractiva

Figura 6. Representacion de las fuerzas de interaccion gobernantes en los diferentes modos de
trabajo del MFA.

Modo Contacto: bajo este régimen, la punta y la muestra se encuentran interaccionando en
la zona repulsiva mientras que la punta recorre la muestra en las direcciones x e y. A través
del software se mantiene un valor de deflexidon constante en el cantilever, de tal manera que
la distancia punta-muestra sea la misma durante todo el barrido. El valor de deflexidn
constante elegido se denomina setpoint y para mantenerlo invariable, existe un mecanismo
de retroalimentacién que realiza un seguimiento continuo de la posicidn del laser incidente
en el fotodetector (restando los valores de deteccién del cuadrante superior e inferior del
detector) y modificando, segun sea necesario, la posicién en el eje z del piezoeléctrico para
mantener la condicion de deflexién constante. Con los datos de desplazamiento vertical para
cada punto (x; y) se grafica la imagen topografica de la muestra. También se obtienen
imagenes de deflexién para cada uno de los puntos que conforman la imagen (normalmente
512x512), con los que se construye una imagen comunmente denominada imagen de sefial
de error (deflection error) de la que no se puede extraer informacidn cuantitativa pero que

es mas util a la hora de identificar estructuras presentes en las muestras ya que se resaltan,
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en esta imagen las zonas de los bordes. Esta situaciéon ocurre ya que en los bordes, al ser
zonas donde se producen cambios bruscos de altura, el mecanismo de retroalimentaciéon no
alcanza a corregir la deflexidn en el tiempo de barrido y esto se observa como un cambio de
contraste en la imagen (4).

Otro tipo de imagen que se puede obtener en este modo de operacién son las imagenes de
friccion, que se generan a partir de la resta de la sefial incidente en los cuadrantes izquierdo
y derecho del fotodetector. Esta imagen ofrece informaciéon acerca de las fuerzas laterales
que operan entre la punta y la muestra (16).

Dado que el sistema funciona manteniendo a la punta en contacto directo con la muestra se
debe tener en cuenta que se corre el riesgo de danar la muestra si es demasiado blanda o de
dafiar la punta durante el barrido si la muestra es demasiado rigida.

Ademas de utilizarse este modo de operacidn para la obtencién de imagenes topograficas,
se puede aprovechar la flexibilidad de los cantilevers para ser utilizados como un sensor de
fuerzas. Al ser estructuras deformables y eldsticas, los cantilevers pueden ser considerados

como resortes y su comportamiento puede ser modelado utilizando la Ley de Hooke (14):

F=-k x (2)

Donde F es la Fuerza, k es la constante de resorte y x es la magnitud de la deflexion del
cantilever. La constante de resorte (k) es propia de cada cantilever y depende de la
geometria y dimensiones del mismo. Hoy en dia existen en el mercado puntas que poseen
constantes eldsticas que van desde los 0,01 a los 50 N/m, de esta manera, dependiendo del
cantilever elegido se pueden sensar fuerzas que van desde los pN hasta los uN. Para poder
cuantificar estas fuerzas, el equipo permite la obtencion de las denominadas curvas de
Fuerza vs. Distancia tal como la que se muestra en la Figura 7. Como alli se observa, la curva
se construye registrando la deflexion del cantilever en la direccién z en un punto (x, y)
definido en la superficie. En el momento en que la aproximacidn comienza, el valor de la
deflexion es cero ya que la punta se encuentra lejos de la superficie (zona | en la Figura 7).
Continuando con el acercamiento en la zona Il, la punta encuentra el primer punto de
contacto con la superficie. En este momento también es posible observar un pequefio pico
por debajo de la linea de no contacto debido a la presencia de fuerzas atractivas que luego
desaparecen debido al ingreso en el régimen repulsivo cuando prosigue la aproximacién

(zona lll). Hasta este punto la curva se denomina curva de aproximacion. Cuando la punta se
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aleja de la superficie comienza a registrarse la curva de retracciéon que puede mostrar un
pico de adhesién entre la punta y la muestra (zona 1V). Al proseguir la retraccion de la punta
se vencen las fuerzas de adhesion y se recupera el comportamiento tipico de la zona | donde
no opera fuerza alguna. La cuantificacion de la diferencia entre el punto minimo de la curva
de retraccion y el valor de la deflexién en la zona de no-contacto (cero) nos indica la
magnitud de la fuerza de interaccion entre nuestra punta y la muestra (17, 18) (IV en el

grafico 7).

Fuerza

Distancia

Figura 7. Curva de fuerza tipica obtenida con el MFA. En ella se observan cuatro zonas. En la
zona | la punta se encuentra alejada de la superficie, es la zona de no contacto. La zona |l
representa el punto de contacto inicial entre la punta y la muestra, a partir de alli, la zona Il
corresponde a la zona de contacto, donde gobiernan las fuerzas repulsivas. La zona 1V,
corresponde al punto se separacion luego de la retraccion de la punta. El pico que se observa
corresponde a un evento de adhesion.

La utilizaciéon de las curvas Fuerza vs. Distancia representd el inicio del campo de la
Espectroscopia de Fuerzas, que dio origen a la nanoindentacién y al estudio de las fuerzas de
interaccion intermoleculares asi como también al estudio de los perfiles de plegamiento y
desplegamiento de proteinas (10). En este trabajo se utilizaron las técnicas de
nanoindentacion (19), Espectroscopia de Fuerzas y Mapeo de Reconocimiento Molecular
utilizando puntas modificadas quimicamente (20). A continuacion se describen brevemente

los fundamentos de estas metodologias.

111.1.6. Imagen de Force Volume (Force Volume Imaging)

Una imagen de Force Volume (FV), combina la obtencion de una imagen topografica con la

adquisicion de curvas de fuerza. Una curva de fuerza tipica registra informacién en el eje z;
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en una imagen de FV, se combina esta informacion con los puntos x, y de recorrido a lo largo
de la muestra. De esta manera se obtiene un arreglo (x; y; z) de los valores de deflexién del
cantilever, tal como se observa en la Figura 8.A. La imagen topografica se construye
considerando el valor de deflexién maximo del cantilever, que es mantenido constante y
cuyo valor se elige de manera de realizar una fuerza adecuada para no dafiar la muestra.
Asociada a la imagen de topografia, el FV permite obtener imagenes de fuerza a valores de z
constantes, son las denominadas imagenes de fuerza que brindan informacidn cualitativa de
la interaccidn entre la punta y la muestra (una imagen representativa de la imagen de fuerza

se observa en la Figura 8.B)(1)

A B

]
| NN
-

Figura 8.A Esquema representativo de una imagen de FV, en cada pixel definido en la
superficie se realiza una curva de fuerzas. La Figura B representa la imagen de fuerza, cada
valor de distancia en z se encuentra asociado a un valor de interaccién punta-muestra. Las
imagenes fueron tomadas de la revision publicada por Hienz y Hoh (1).

Debido a la gran cantidad de informacidn que se registra en este tipo de imagenes, el tiempo
de adquisicion es mucho mayor al de una imagen topografica comun y dependiendo de la
velocidad a la que se realicen las curvas de fuerza sera el tiempo necesario para que se
adquieran. Es por esto que existe un numero limitado de pixeles por imagen, que depende
del microscopio con el que se trabaje. El microscopio Nanoscope V con el que se realizaron la
mayoria de las medidas de esta Tesis, permite realizar imagenes de FV con arreglos que van
desde 16x16, 32x2 hasta 64x64 pixeles. Una vez adquirida la imagen, la misma puede ser
visualizada con el software de analisis y alli se pueden observar, la imagen de topografia, las
curvas de fuerza, que pueden ser seleccionadas manualmente en el punto x, y que uno
desee y la imagen de fuerza, que uno puede modificar manualmente al elegir diferentes

valores de z (ver Figura 9).

108



CAPITULO Ill AFM-INTRODUCCION

Imagen de altura 200nm Imagen de fuerza 200nm

r i
00 I0um

2 04 cé os 1

-
=l

Curva de fuerza asociada a la posicidon
X, Yy marcada con una cruz en la
imagen de altura

Figura 9. Imagen de FV representativa donde se observa la silueta de una bacteria en el canal de
topografia. En el canal de fuerza se observa la misma silueta aunque la imagen corresponde a la
interaccion punta-muestra para el valor de z elegido en el canal de curva de fuerza, linea
punteada (abajo a la izquierda).

111.1.7. Estudios de propiedades nanomecdanicas mediante MFA

El segmento de aproximacion de las curvas de fuerza, como se explicdé anteriormente,
registra la deflexion del cantiléver desde su posicién de no contacto hasta un valor fijado en
la zona de contacto. De esta manera, si la muestra es mas blanda que la punta, la misma
actuara como un indentador, penetrando en la superficie. La informacién de dicho segmento
puede ser analizada para determinar las propiedades mecanicas de las muestras, tales como
la rigidez en términos del médulo de Young o la constante del resorte (21, 22).

Durante el desarrollo de esta Tesis se estudiaron las propiedades mecanicas de células
bacterianas de B. pertussis. Las mismas demostraron poseer un comportamiento eldstico
dentro de los pardmetros experimentales que se utilizaron para realizar las medidas. Por
esta razén se explicaran a continuacién los modelos matematicos mas aceptados para

analizar el comportamiento a la compresion por parte de los materiales elasticos.
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Los modelos tipicos para el analisis de la respuesta mecanica de muestras eldsticas son
derivados de las teorias cuasi-estaticas para las cuales, en la deformacidon que ejerce un
indentador de geometria esférica penetrando en una superficie rigida y plana, la constante

eldstica (Ky) del material viene dada por la siguiente ecuacién (14):

(3)

Ky=24 =
M 1_1.-"‘

Donde A es el area de contacto punta-muestra, E es el médulo de Young del material y v es
la relaciéon de Poisson, que es caracteristica de cada material y hace referencia a la
resistencia a la deformaciéon cuando se ejecuta una fuerza longitudinal. En un material
idealmente rigido, el valor de v es 0 y en el caso de materiales blandos, como los materiales
bioldgicos el valor es de 0,5 (19). El area de contacto entre la punta y la muestra resulta, en
la actualidad, imposible de determinar en tiempo real paralelamente a la realizacion de las
medidas, es por esto que en los modelos de ajuste se propone una aproximacién
considerando el radio de curvatura de la punta o indentador.
Los modelos mds utilizados para analizar la respuesta mecanica a partir de las curvas de
aproximacion consideran un régimen de mecdnica elastica continua y son: el Modelo de
Hertz y las modificaciones introducidas por Sneddon y el modelo de Johnson-Kendall—
Roberts. A continuacién se describen las caracteristicas mas importantes de dichos modelos:
e El modelo de Hertz, que es el mdas ampliamente utilizado, es aplicable a
deformaciones pequenas y considera una fuerza de interaccién nula en la zona de contacto.
Describe la deformaciéon de una punta blanda de geometria esférica indentando en una

superficie plana, dicha respuesta esta regida por la siguiente ecuacién (23):

52 — 9{1 - E;untrz}Fz (4)
16E, e B

Donde & es la indentacion, vpunta €5 la relacion de Poisson de la punta, y Epunta €l médulo de
Young de la punta. F es la fuerza aplicada y R el radio de curvatura de la punta.

En el caso de estudiar sistemas en los que el indentador sea rigido y la muestra blanda como
es el caso de las células, el modelo de Hertz resulta inadecuado. Por esta razén, Sneddon

introdujo modificaciones considerando una geometria esférica para el indentador
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penetrando en una superficie blanda (14). De esta manera, Emyestra<<Epunta Y ambos valores

pueden ser relacionados con la siguiente ecuacion:

1 1- p’muestra

= (5)

Epunta Emuestra
Las modificaciones de Sneddon ademads incluyeron modificaciones respecto de la geometria
de la punta, considerando una geometria cénica o parabdlica. Los modelos matematicos que
describen las modificaciones del modelo de Sneddon son (24):

Para el caso de indentadores de geometria cdnica la ecuacidn es la siguiente

2Etano
— —ge (6)
m(l—v*)
Donde E es el médulo de Young de la muestra,F es la fuerza, a es el dngulo medio de
apertura del cono, 6 es la indentacién y v la relacién de Poisson de la muestra.

Y para el caso de indentadores de geometria parabdlica la ecuacién es la siguiente:

. 4\."'E

F — E":_I'J*E."Iz (7)
3

Donde E es el médulo de Young de la muestra,F es la fuerza, 6 es la indentacién y R es el
radio de curvatura de la punta.

e El modelo de Johnson-Kendall-Roberts (JKR) describe la deformacidon de una esfera
sobre una superficie plana, tal como es descrito originalmente por Hertz, aunque considera
la presencia de fuerzas de interacciéon de corto alcance en el drea de contacto entre el
indentador y la muestra. Luego de introducida esta teoria varios trabajos demostraron que
resulta muy adecuada para interpretar el comportamiento elastico cuando existen fuerzas
atractivas de tipo Lennard-Jones pero falla en el caso de que se utilice un indentador de
radio de curvatura muy pequefio. Matematicamente el modelo se rige por la siguiente

ecuacion (14):

(8)
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Donde F es la fuerza, E es el Mddulo de Young, Fad es la fuerza de adhesién entre la punta y

la muestra, 6 es la indentacién, R el radio de la esfera y A es el area de contacto.

En este trabajo de Tesis se utilizé la aproximacion de Hertz, considerando las modificaciones
de Sneddon para analizar el comportamiento de la envoltura celular bacteriana ya que en las
curvas obtenidas no se observaron aportes de fuerzas de interaccidon de corto alcance. No
obstante, cuando el indentador penetrd la capa externa de la célula (membrana externa y
espacio intermembrana), el comportamiento observado en la curva de fuerzas de
aproximacion fue de tipo lineal. Esta respuesta a valores de indentacién mayores, refleja las
propiedades mecanicas de la membrana interna. Las respuestas lineales a la compresién
pueden ser analizadas modelizando la punta y la muestra como dos resortes independientes,
uno que se mueve en direccion a la muestra y otro que se encuentra fijo en la superficie. De
esta manera, como se ejemplifica en la Figura 10, los resortes hacen contacto en el punto zg
donde ninguno se encuentra comprimido. A medida que prosigue la aproximacién punta-
muestra, se mueve una distancia z negativa y ambos resortes comienzan a comprimirse. Las
distancias de compresion del cantilever, d y de la muestra i, se miden desde el la base del
resorte descomprimido hasta la base del resorte comprimido, tal como se observa en linea
punteada en la Figura 10. A la magnitud de dicha medida la llamaremos -z. Considerando la
ley de Hooke para resortes, la fuerza de compresion en cualquier posicidn del piezoeléctrico

se describe como (25):

F(Z)= K.d= Kyi (9)

Donde K. es la constante de resorte del cantilever y Ky de la muestra. Para dos resortes

lineales en contacto, la compresion viene dada por:

Z=d+i (10)

Si consideramos que la pendiente (s) de la curva deflexidon vs z es la relacion entre d e i,

entonces la ecuacion 10 puede ser reformulada como:

- (11)

f= Ko
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De esta manera, la constante de resorte de la muestra puede ser calculada directamente de
la curva Deflexion del cantilever vs. Z y se pueden estudiar propiedades de las células tales

como la presion de turgencia.

S

Fig. 10. Curva de deflexién vs posicion del
piezoeléctrico donde se observa un
comportamiento lineal en la curva de
aproximacién. Tanto el indentador como la
muestra se pueden considerar resortes que se
comprimen mutuamente al ingresar en la
zona de contacto. El punto z, representa el

punto de contacto inicial.

Deflecién del cantilever, d

0

Posicion relativa del piezoeléctrico, z

111.1.8. Espectroscopia de Fuerzas

Como se expuso anteriormente, el cantilever del MFA puede ser considerado un sensor de
fuerzas que, siguiendo la ley de Hooke (ecuacion 2) puede ser utilizado para cuantificar la
magnitud de la fuerza de interaccién que existe entre la punta y la muestra.

Si se realizara un experimento donde se modificara quimicamente el sensor, con un grupo
guimico deseado se podria, entonces, cuantificar la fuerza de interaccién existente entre
dicha funcionalidad quimica y otra que se encontrara en la superficie de la muestra. En este
sentido, los primeros experimentos se realizaron utilizando modificaciones quimicas de las
puntas de MFA con grupos funcionales sencillos (NH, COOH, CHs) que se utilizaron para
cuantificar las fuerzas de interaccién que se ponen de manifiesto al interactuar con muestras
modificadas con las esas mismas funcionalidades y asi poder comprobar las interacciones
existente entre los diferentes grupos (16). Este tipo de experimentos se denomina
Microscopia de Fuerzas Quimicas (en inglés, Chemical Force Microscopy). Poco tiempo
después de la realizacién de estos experimentos, las técnicas de funcionalizaciéon de puntas
de MFA se sofisticaron, permitiendo la modificacién de las puntas con macromoléculas, tales
como proteinas, polisacaridos, oligonucledtidos, etc. De esta manera se comenzaron a llevar
a cabo los denominados ensayos de Espectroscopia de Fuerzas de Moléculas Unicas (en
inglés, Single Molecule Force Spectroscopy SMFS). En la Figura 11 se pueden observar los

mecanismos de funcionalizacion mas utilizados para adherir moléculas de interés a las
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puntas de los cantilevers. Los primeros ensayos de SMSF que se realizaron involucraron la
cuantificacion de la interaccién del par molecular Biotina-Estreptavidina, ya que debido a su
conocida interaccién y sus multiples aplicaciones en la biologia molecular, resultaba un
modelo de referencia muy interesante. Desde ese momento hasta nuestros dias, numerosos
pares ligando-receptor han sido evaluados a través de esta técnica, desde pares antigeno-
anticuerpo hasta receptores neuronales-neurotransmisores (26, 27). Un paso muy
interesante constituyo la utilizacién del MFA para el mapeo de moléculas en la superficie de
células vivas, lo que se denominé ensayo de Mapeo de Reconocimiento Molecular (28, 29).
Esta técnica abrid un enorme campo de investigacion, especialmente en lo referido a la
sefializacion y dindmica molecular en la superficie de las células. Constituye una herramienta
muy importante en el estudio de los procesos celulares y de patogenia en el caso de
microorganismos.

Por ultimo, mas recientemente y aun en desarrollo, se encuentra la técnica de
Espectroscopia de Fuerzas de Células Unicas (en inglés, Single Cell Espectroscopy) que a
través de la modificacion del cantilever, esta vez no con moléculas, sino con células ( ya sea
eucariotas, fungicas, bacterianas, etc), permite estudiar los procesos de interaccidon entre
diferentes células e identificar el rol de diferentes moléculas en dicha interaccién (29-31).

En el presente trabajo de Tesis se utilizd la técnica de Espectroscopia de Fuerza de Moléculas
Unicas y la técnica de Mapeo de Reconocimiento Molecular para identificar la presencia de

una proteina especifica en la superficie de una bacteria de |la especie B. pertussis.
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B B B BBBOB B B

Figura 11- Esquema de un ensayo de Espectroscopia de Fuerzas en el que las moléculas presentes en la punta se
hacen interaccionar a través de la realizacién de curvas de fuerza con las moléculas presentes en la superficie
(A). Los métodos de funcionalizacion incluyen la funcionalizacidn de puntas de Si o SizN, con silanos a los cuales
es posible adherir nuevas moléculas. Otra posibilidad es la funcionalizacidon de las mismas puntas a través de la
esterificaciéon con etanolaminas o la funcionalizacién de puntas recubiertas con una capa de oro utilizando
diferentes tipos de tioles. En la figura C se observa la funcionalizacién de las puntas de MFA con proteinas a
través de la utilizacién de glutaraldehido. La Fig. D representa un método muy utilizado, desarrollado para evitar
las interacciones no especificas, a través de la funcionalizacién con un linker de polietilenglicol con diferentes
funcionalidades en las extremidades que permite a las moléculas adheridas a él moverse con mayor libertad en

la interaccion.
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Capitulo IV

Estudio de las propiedades nanomecanicas de cubierta
de la cepa de referencia B. pertussis Tohama |
asociados a la presencia de la proteina FHA
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IV.1 INTRODUCCION

Con el objeto de avanzar sobre los objetivos planteados en el Capitulo Il se decidié estudiar
la expresidn de la proteina Hemaglutinina Filamentosa (FHA) mediante el empleo del MFA.
La hipdtesis original fue que la presencia de esta adhesina, a nivel de cubierta celular,
modifica localmente las propiedades nanomecdnicas de células individuales. A tales fines
utilizando el MFA se buscé correlacionar la rigidez de la envoltura celular bacteriana con Ia
posible localizacidn de la adhesina FHA.
La Microscopia de Fuerza Atémica ha sido ampliamente utilizada en las ultimas décadas para
la caracterizacidén nanomecanica de materiales biolégicos (1-5). La posibilidad de realizar
experimentos en un ambiente liquido permite aproximar las condiciones de medida al
entorno fisiolégico de las muestras ya que las mantiene en un ambiente similar al que
encuentran en sus condiciones de vida natural (6, 7). Muchos grupos alrededor del mundo
han utilizado esta metodologia para estudiar la respuesta mecanica de bacterias Gram
positivas y Gram negativas, hongos, virus, asi como también de células animales (8-11). Se
ha estudiado el efecto que produce la utilizacién de bactericidas o la influencia del pH en las
propiedades mecanicas de células Unicas como una medida de la integridad de la envoltura
celular (3). Algunos trabajos recientes han dedicado esfuerzos al estudio comparativo de las
propiedades mecdnicas de cepas bacterianas que difieren en su virulencia y también se ha
estudiado para Escherichia coli el efecto de la presencia de diferentes estructuras expuestas
en la membrana, en relacién a la respuesta mecdnica de la bacteria (12-14).
Para el estudio de las propiedades mecanicas con el MFA se utiliza la punta del cantilever
como un indentador y se analiza la respuesta del objeto indentado a través de la evaluacién
de las curvas de fuerza en su segmento de aproximacion, que comprende el desplazamiento
de la punta cuando se mueve desde el punto de no contacto hacia la muestra, hasta el
momento en el cual se invierte el sentido del barrido en z. Una vez obtenidas las curvas, los
datos se pueden ajustar con modelos que interpretan el fendmeno de indentacion. En este
trabajo las curvas de fuerza fueron analizadas utilizando el modelo de Hertz, que interpreta
matematicamente la respuesta de un objeto a la compresién de un indentador de geometria
definida. Para poder aplicarlo, se deben cumplir las siguientes condiciones (15, 16);

e Elindentador debe ser infinitamente duro en comparacion a la muestra;

e El drea de contacto debe ser constante y pequefia en comparacion al tamano de

ambos objetos;
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e La deformacion debe ocurrir dentro de los limites de elasticidad del material.

Las curvas obtenidas con el MFA son curvas de Deflexidn del cantilever vs Desplazamiento en
Z, donde Z es la posicidn del piezoeléctrico el cual es solidario, en nuestros experimentos, al
sistema de sostén de la muestra. Para poder obtener informacién a partir de esas curvas es
necesario transformarlas en curvas de Fuerza vs Desplazamiento en Z, para lo cual se debe
correlacionar la deflexiéon del cantilever con la fuerza aplicada, utilizando la ley de Hooke
(ecuacion 2 seccidn lll)
F=-k x (1)

Donde x es la deflexién, F es la fuerza y k es la constante de resorte o constante elastica del
cantilever. Este dato representa una medida de la fuerza necesaria para deformar el
material, y es imprescindible conocer su magnitud con exactitud para poder determinar la
fuerza aplicada. Si bien los fabricantes de puntas de MFA indican una k estimada para sus
productos, muchas veces no coincide con el valor real y es por esto que existen distintos
procedimientos que permiten su determinacion (17). Uno de los métodos mas utilizados es
el thermal noise, incorporado dentro de las herramientas técnicas y de software de muchos
microscopios, permite un calculo rdpido de la constante de elasticidad que se puede realizar
antes de comenzar con los experimentos. Brevemente, el método se basa en registrar la
oscilacién del cantilever en funcién del ruido térmico, a partir del cual se construye un
grafico de densidad espectral de potencias (en inglés, Power Spectral Density), que permite
determinar la frecuencia de resonancia del cantilever a la temperatura de trabajo mediante
el ajuste con una funcién matematica Lorentziana (18). Una vez conocida la constante de
resorte reale se pueden adquirir los datos de fuerza con la precisién necesaria.

En este capitulo se presentan resultados obtenidos a partir de la utilizacién de la
metodologia descripta anteriormente aplicada al estudio de las propiedades nanomecanicas
de tres cepas diferentes de Bordetella pertussis: la cepa salvaje B. pertussis Tohama | , la
cepa BPGR4, mutante para la expresién de la adhesina FHA y la cepa Bp537, una cepa
mutante en fase avirulenta que carece no sélo de la expresion de la proteina FHA, sino
también de otros factores de virulencia expresados en superficie y regulados por el sistema
BvgAS. El objetivo general de esta etapa del trabajo fue establecer una metodologia no
destructiva que permita determinar cualitativamente el nivel de expresiéon de una proteina

especifica en la superficie bacteriana.
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Los objetivos especificos de este capitulo fueron:

e Poner a punto una técnica de inmovilizacion de bacterias para su observacién por
Microscopia de Fuerza Atomica.

e Estudiar las propiedades nanomecdnicas de células bacterianas individuales.

e Estudiar comparativamente el comportamiento mecanico de diferentes cepas de
Bordetella pertussis que varian en su patron de expresion de proteinas.

e Correlacionar espacialmente las propiedades nanomecdnicas con la expresion de la

proteina FHA.
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IV.2 MATERIALES Y METODOS

VI.2.1Microorganismos y condiciones de cultivo

En esta etapa del trabajo se emplearon la cepa salvaje B. pertussis Tohama |, la cepa BPGR4,
una cepa derivada de la salvaje BPSM (capitulo 1), una cepa mutante para la expresion de la
proteina FHA (AfhaB,(19)) y la cepa Bp537, una cepa mutante bloqueada en fase avirulenta
(Bvg, (20)). Todas ellas fueron cultivadas y mantenidas en placas de agar Bordet-Gengou
(Difco Laboratories, Detroit, MI) suplementadas con 15% v v?! de sangre de carnero
defibrinada (ABGs). Para los cultivos planctdénicos, las bacterias fueron crecidas a 37°C en el
medio SS. Las cepas mutantes se cultivaron en condiciones de restriccion recomendadas
para lo cual los medios de cultivo fueron suplementados con Estreptomicina, 50 ug/ mL en el
caso de la cepa AfhaB y Kanamicina 40 pg/ mL en el caso de la cepa Bp537 (Sigma St. Louis,
MO, USA). Los cultivos plancténicos fueron llevados a cabo a partir de colonias crecidas en
placas ABGs y se realizaron en frascos Erlenmeyer de 100 mL de volumen total conteniendo
30 mL de medio de cultivo SS, bajo agitacién (160 rpm) durante 24 h. Luego de ese tiempo,
las células fueron cosechadas por centrifugacién a 8000xg durante 10 min., lavadas con PBS

estéril dos veces (8000xg 10 min.) y suspendidas en el mismo buffer a una DO finalgso=1.

IV.2.2 Preparacion de las muestras para Microscopia de Fuerza Atémica

Luego de lavadas, las células fueron adheridas electrostaticamente a vidrios porta objetos de
lcmxlcm previamente incubados con una solucién acuosa de Polietilenimina (PEI, Sigma
Aldrich) 0,1% p/v (13, 21). Brevemente, se cortaron los vidrios portaobjetos en dimensiones
de 1cmxlcm aproximadamente, se lavaron con una solucidén acuosa de etanol 96%v/v y
luego con agua Milli-Q. Posteriormente se colocaron en un agitador orbital a baja velocidad
mientras se adicionaban gotas de solucién de PEI 0,1%. Los vidrios se agitaron durante 5 min
en estas condiciones y luego se dejaron secar a 37° C durante 15 min. Una vez secos, se
incubaron con 50 pL de suspensidn bacteriana durante 2,5 h para finalmente ser enjuagados
enérgicamente con agua Milli-Q. Para ser transportadas, las muestras se colocaron en una
caja de Petri junto con un algodén mojado para generar una cdmara humeda y evitar su

deshidratacion.
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IV.2.3 Imagenes de MFA y de Force Volume

Las curvas de fuerza utilizadas para la caracterizacion de las propiedades nanomecdnicas de
las células fueron obtenidas utilizando la herramienta Force Volume Imaging (FV) de un
microscopio Multimode acoplado a una unidad de control Nanoscope V (Bruker, Santa
Barbara, CA). Como se indicé en el capitulo Ill, el uso de la herramienta FV permite obtener
una gran cantidad de curvas de fuerza en el area seleccionada.

Cada vidrio conteniendo las células adheridas fue fijado a un portamuestras utilizando una
cinta adhesiva de doble faz e inmediatamente transferido a la celda de liquidos del
microscopio. Las medidas fueron realizadas en presencia de buffer PBS; para ello, 200uL de
la solucidn de buffer fueron ingresados a la celda a través de una jeringa de 1mL, el exceso
de buffer circuldé hacia el exterior de la cdmara mediante una manguera de silicona ubicada
en el orificio de salida. De esta manera las células se mantuvieron en solucién durante todo
el tiempo que duraron los experimentos.

Todas las medidas fueron realizadas utilizando puntas de Nitruro de Silicio (NP-10, Veeco)
con radio nominal entre 20 y 60nm (datos del fabricante). En el comienzo de cada
experimento se calibré la sensibilidad de la deteccion realizando una curva de fuerzas sobre
una superficie limpia de mica (SPI V-1). Se requiere de una superficie rigida tal como la mica
para que no ocurran fendmenos de indentacion y de este modo, la deflexién del cantilever
se corresponda con la distancia de movimiento del piezoeléctrico. La calibracién es necesaria
para determinar la relacidn entre la medida original registrada por el fotodetector en Voltios
y la medida de distancia de movimiento en Z del piezoeléctrico. Una vez determinada la
sensibilidad del detector, se utilizd el método de Thermal Tune para determinar la constante
de resorte del cantilever que en todos los casos estuvo entre 0,12 y 0,35 N/m. Para
comprobar el comportamiento elastico de las muestras (bacterias), se determiné el moédulo
de Young a diferentes velocidades de barrido, para ello se realizaron varias curvas de fuerza
sobre una misma célula variando su velocidad de barrido en Zentre 0,1y 2 Hz.

Habiendo comprobado que las muestras no se deformaban de manera irreversible en las
condiciones experimentales ensayadas, se adquirieron las imagenes para estudiar las
propiedades nanomecdnicas, las mismas se realizaron en modo contacto manteniendo una
fuerza minima aplicada para evitar dafiar las muestras. Una vez obtenida una imagen
adecuada de una bacteria se realizé6 una imagen de FV con arreglo de 32x32 pixeles a una

velocidad de barrido en Z de 1Hz para obtener las curvas de aproximacion.
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IV.2.4 Andlisis de las curvas de fuerza. Calculo de Mddulo de Young (E) y de la constante de
resorte de las bacterias (Ky)

Las curvas Fuerza vs Desplazamiento en Z se exportaron en formato txt para poder ser
analizadas utilizando un software desarrollado en el laboratorio por el Dr. Federico Castez. El
punto de contacto de las curvas de aproximacion fue determinado manualmente localizando
el punto a partir del cual la curva comienza a levantarse de la linea de no contacto (ver
Figura 1, punto (do, zo)). Todas las curvas presentaron un comportamiento no lineal a bajas
fuerzas, que se relacioné con el comportamiento mecdnico de la envoltura celular y un
comportamiento lineal, a altas fuerzas, asociado a la presién de turgencia del citoplasma
bacteriano. Estos dos segmentos de las curvas fueron ajustados con modelos adecuados
para calcular el médulo de Young y la constante de resorte de la bacteria (15, 16, 22).

Para aplicar los modelos de ajuste, las curvas de Fuerza vs Desplazamiento en Z fueron
convertidas en curvas de Fuerza vs. Indentacion. Este ultimo pardmetro fue calculado
midiendo la diferencia del desplazamiento en Z a fuerza constante entre una curva realizada
sobre una bacteria y una curva realizada sobre una superficie rigida (Figura 1). Calculando
punto a punto este valor se obtuvieron los datos de indentacién para construir las curvas
Fuerza vs Indentaciéon. Las mismas fueron, luego, ajustadas en su zona no lineal empleando
el modelo de Hertz (3, 23) que permitié determinar el médulo de Young. De acuerdo a la
geometria del indentador existen distintas relaciones entre la fuerza aplicada y la
indentacién (16). En nuestro caso el mejor ajuste fue obtenido con el modelo que considera
una geometria cdénica para la punta y que sigue la ecuacién:

_ 2FE tanza 5 2)
r(l-v7)
Donde F es la fuerza aplicada, a es el angulo de apertura del cono de la punta (53°, calculado
a partir de mediciones realizadas sobre imagenes SEM de los cantilevers utilizados), v es la
relacion de Poisson, que para materiales bioldgicos es 0,5 (24) y & es la indentacion. Esta
ecuacidn ya fue discutida para los modelos de Hertz en el capitulo lll.
La porcion lineal de la curva que se observa a valores de fuerza mayores fue ajustada
siguiendo la ley de Hooke para dos resortes en serie (ver capitulo Ill) y a partir de ella se

calculd la constante de resorte de la bacteria (Kj,) considerando la constante del cantilever

(K.) utilizado y siguiendo la ecuacién (discutida previamente en el Capitulo Ill) (23):
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s (3)
K, =K, s

Donde s es la pendiente de la regidn lineal del gréfico F vs 6, K. es la constante de resorte del
cantiléver y Ky la constante de resorte de la bacteria, que es directamente proporcional con

la presidon de turgencia del citoplasma bacteriano (25).
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Figura 1. Curva de deflexion vs desplazamiento en Z del piezoeléctrico donde (dg, z) corresponde al
punto de contacto. Calculando la diferencia en Z a una deflexién constante entre una superficie rigida

(linea continua) y una blanda (linea punteada) se puede determinar el valor de indentacidn (6).
Imagen Modificada de Ahmed Touhami y col., Langmuir 2003, 19, 4539-4543)

Los experimentos se organizaron de la siguiente manera: en una primera etapa se analizaron
60 células por cepa, para cada una de cuales se adquirié una curva de fuerza, obteniéndose
la estadistica del comportamiento mecdanico de una cantidad significativa de individuos de
cada poblacién. Luego se realizé un andlisis en el que se estudiaron células Unicas. Sobre
cada una de ellas se adquirieron entre 100 y 200 curvas que se analizaron para calcular el
modulo de Young y la constante de resorte. Para cada cepa se estudiaron 6 células
individuales provenientes de tres cultivos independientes (2 células por cultivo). De esta
manera se analizd la respuesta mecdnica dentro de una célula individual intentando
relacionarla con el comportamiento colectivo de las 60 células estudiadas anteriormente.

Los resultados del analisis de E de bacterias individuales se representaron en histogramas
donde la cantidad de eventos fue normalizada por el valor maximo de eventos en cada caso

ya que no todas las células estudiadas poseen la misma cantidad de curvas analizadas.
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IV.2.5 Mapas de mdédulo de Young y K;,

Cada valor de E fue correlacionado con la posicién espacial de la curva de fuerza a partir de
la cual fue calculado (coordenada x, y en la imagen de FV) y se construyeron de esta manera
mapas de elasticidad para células individuales donde se graficaron en escala de cyan a azul
los valores comprendidos entre 0,15 y 0,5 MPa y en escala de magenta a rojo los valores
comprendidos entre 0,5 y 1,0 MPa. Ademas se construyeron mapas de K, correlacionadas
con las posiciones x, y de regiones rigidas y blandas de una célula individual de manera de

establecer la existencia o no de correlaciones entre E y Kp.

1V.2.6 Analisis estadistico

Para determinar diferencias entre los valores promedio de E y K}, para cada cepa se realizd
un test de ANOVA de una via. El mismo test fue realizado para establecer diferencias en la
longitud de las células estudiadas. Se consideraron diferencias significativas cuando el valor
p fue <0,05. El test de Turkey fue aplicado post-hoc para establecer diferencias de a pares

considerando p<0,05.
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IV.3 RESULTADOS

IV.3.1 Imagenes obtenidas con MFA de células salvajes y mutantes de Bordetella pertussis.

Una de las mayores ventajas que nos ofrece el MFA es la posibilidad de obtener imagenes en
medio liquido, posibilitando asi mantener a las células vivas durante el experimento (6, 7).
Para determinar si nuestro método de inmovilizacién para bacterias fue exitoso se realizaron
varias imagenes de las muestras adheridas electrostaticamente al vidrio funcionalizado con
PEI. En ellas no se detectd arrastre del material y fue posible conservar la morfologia de las
células en barridos consecutivos de una misma zona asi como también se observé que las
bacterias no cambiaban de posicion o de tamafo. En la Fig. 2(A-C), se pueden observar
imagenes representativas de los preparados donde se ve que las células se distribuyen de
dos maneras, formando agregados en la superficie o distribuyéndose como células
individuales. Una observacion mas detallada nos permitid concluir que las células
presentaron una forma coco-bacilar, esperable para bacterias del género Bordetella (26). Se
determiné el valor medio de longitud de las células utilizando la herramienta cross section
del software Nanoscope?7.3. En la figura 3 se observa una imagen representativa del analisis
realizado; la herramienta permite hacer un corte transversal de la imagen determinando la
seccién a analizar mediante una linea cuya orientacién y longitud se establecen
manualmente. De esta manera se analizaron 50 bacterias diferentes para cada cepa y se
obtuvieron valores de longitud que no difirieron significativamente uno del otro, siendo el
promedio de 0,9+0,2 um, consistente con los datos de bibliografia para esta especie (27).

Luego del experimento se levantaron las células de los vidrios con un hisopo y se utilizaron
para inocular asépticamente varias placas de agar Bordet-Gengou suplementadas con sangre
de carnero. Se incubaron 24 h a 37°C. Luego de este tiempo fue posible detectar desarrollo
de B. pertussis en las placas, demostrando que las bacterias se mantienen vivas durante el

tiempo del experimento.
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Figura 2. Imagenes de células adheridas a vidrios recubiertos con solucién PEI 0.1%. A) Bp Tohama |,
B) AfhaB C) Bp537 y D) Imagenes de altura de Force volume realizado sobre una célula de B. pertussis.
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Figura 3.A Imagen de altura donde se observan células de B. pertussis adheridas al vidrio. Sobre una
de ellas se traza una linea blanca de manera manual para analizar su perfil de alturas en la imagen de
cross section (B). En dicha imagen se puede determinar los extremos de la célula y calcular su
longitud. En el caso de la bacteria seleccionada, la longitud ente los extremos es de 0,9um.
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Luego de la puesta a punto del proceso de inmovilizacién, se procedid a la realizacion de las
curvas de fuerza sobre la superficie bacteriana. Para ello se utilizé la herramienta de Force
Volume Imaging (FV). Como ya se menciond anteriormente, esta herramienta permite
generar una imagen topografica simultdneamente con el registro de las curvas de fuerza en
cada uno de los 16x16, 32x32 o 64x64 pixeles de la regidn estudiada. En nuestro caso, las
imagenes de FV que se realizaron no superaron los 32x32 pixeles para lograr compatibilizar
la resolucion espacial requerida con el tiempo de medida. De esta manera se consiguio una
relacion éptima de los parametros de modo que la interaccion punta muestra no fuera
excesiva en tiempo para evitar inducir cambios artificiales en el sistema. Una imagen de FV

tipica de una bacteria de Bordetella pertussis se observa en la Fig.2 (D).

1V.3.2 Analisis de las curvas Fuerza vs. Distancia

El analisis de las curvas de fuerza realizadas sobre la superficie de las células de B. pertussis a
través de la utilizacién de la herramienta de FV nos permitié conocer el comportamiento
mecdnico de las bacterias con una resolucion entre 80 y 100 nandmetros. En una etapa
inicial y previamente a la realizacion de los ajustes matematicos se analizaron
cualitativamente las curvas Fuerza vs Desplazamiento en Z. En la Figura 4 se puede observar
un grafico representativo de las curvas de fuerza obtenidas para los diferentes substratos;
mica, células de B. pertussis Tohama |, células de Bp537 y de AfhaB. En todos los casos se
puede observar que las curvas exhiben dos comportamientos diferentes a medida que el
indentador penetra en su superficie. Un comportamiento no lineal dentro de los primeros
100nm y un comportamiento lineal en el resto de la curva. Estos dos sectores pueden ser
correlacionados con diferentes estructuras de la bacteria. La medida del ancho del segmento
no lineal (correlacionado con el ancho de la envoltura celular) puede ser calculado a través
de la diferencia entre el punto de contacto (dg;z0) y la extrapolacion del ajuste lineal (3) como
se esquematiza en la figura 4-(b). Este cdlculo fue realizado para las tres cepas y se obtuvo
un promedio de 5523 nm para la cepa B. pertussis Tohama |; 120£19nm para la cepa AfhaB
y 137429nm para la cepa Bp537. Esta diferencia en el espesor del segmento que fue
marcadamente mayor en el caso de las cepas mutantes, puede estar relacionada a la menor
densidad de proteinas en la superficie de estas células, ya que estas estructuras, mas rigidas

(28-30) impiden la penetracidn de la punta al indentar en la superficie.
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Este analisis semi-cuantitativo de las curvas de fuerza nos indicé que existen diferencias en la
respuesta a la compresion por parte de las distintas cepas. Posteriormente se analizd
cuantitativamente la informacién de las curvas para obtener los valores del mddulo de
Young para cada cepa y obtener el perfil de elasticidad en dominios nanométricos de las

bacterias.
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Figura 4. (A) Curvas de deflexién de cantilever vs. Desplazamiento en Z realizadas sobre una
superficie rigida (mica) (linea negra), sobre una célula de B. pertussis Tohamal (linea azul), sobre una
célula AfhaB (linea magenta) y sobre una célula Bp537 (linea marrdn). La indentacién de la punta
puede ser calculada a partir de la diferencia de desplazamiento del piezoeléctrico (Z) entre la
superficie rigida y la superficie blanda (bacteria) a fuerza constante. En la Fig. B se observa como se
determina el ancho de la envoltura celular calculando la distancia entre el punto de extrapolacién del
ajuste lineal y el punto de contacto (dg;zp).

1V.3.3 Calculo de médulo de Young y Ky,

Las curvas Fuerza vs Indentacién fueron graficadas para cada cepa y se realizaron los ajustes
matematicos descriptos anteriormente que permitieron determinar el médulo de Young y K,
utilizando las ecuaciones 2 y 3. Para calcular el médulo de elasticidad, E (segun la ecuacion
2), es necesario conocer el angulo de apertura medio del cono, geometria con la cual se
modelizd el indentador (punta) utilizado. Para ello realizamos imagenes de microscopia
electrénica de barrido (SEM) con el objetivo de determinar las dimensiones de la punta. En
la figura 5 se muestran imagenes SEM representativas, donde se puede observar que los

lados de la base de la piramide miden 5um vy la generatriz mide 5,5 um. Con estos valores se

(4)
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calculé la altura del cono aplicando el teorema de Pitagoras y con esos datos se determiné el
angulo de apertura medio (a) utilizando la siguiente ecuacion, que resulté ser 53°:

a= 2 x arctan (r/h)

donde h es la altura, g la generatriz y r el radio medio de la base .

Figura 5. Imagenes SEM de un cantiléver y puntas NP-10, utilizadas para obtener los resultados
presentados en este capitulo.

En una primera etapa se calcularon los valores de K, y E a partir de las curvas de fuerzas
provenientes de 60 células diferentes para cada cepa realizando los ajustes lineales y no
lineales, como se observa en la figura 6. Los valores de K, promedio para las tres cepas
estudiadas (B. pertussis Tohama |, AfhaB y Bp 537) no mostraron diferencias significativas
(ANOVA, p<0,05), y variaron entre 0,044 y 0,058 N/m. Estos valores se encuentran en
acuerdo con valores publicados para otras bacterias Gram-negativas como Escherichia coli
(0,044 N/m) (23) y Shewanella putrefaciens (0,058N/ m) (3). La similitud en los valores de
constante de resorte entre las cepas no llama la atencidn si se considera que representa la
respuesta a la compresidon de la membrana interna y que es una medida proporcional a la
presion de turgencia de la célula. Al encontrarse las bacterias de las diferentes cepas
sometidas a las mismas condiciones de presién osmoética, resulta esperable que este valor no
cambie.

Respecto de los valores de E, B. pertussis Tohama | mostré diferencias significativas respecto
de las dos cepas mutantes cuyos valores promedio no difirieron entre si (ANOVA, Turkey;
p<0,05). Los resultados que se muestran en la figura 6 indican que el valor promedio de E
para la cepa salvaje fue de 0,4410,23 MPa; el de la cepa AfhaB fue de 0,18+0,09 MPa y el
valor medio para la cepa Bp537 fue de 0,11+0,06 MPa. Llama la atencion la gran desviacion

estdndar en el caso de la cepa B. pertussis Tohama |; que podria estar reflejando o bien la

132



CAPITULO IV RESULTADOS
heterogeneidad de valores de elasticidad entre células o la heterogeneidad de los valores
dentro de cada célula individual. Para dilucidar cudl de las dos opciones es la responsable de
la gran amplitud en valores de elasticidad en la cepa B. pertussis Tohama |, se realizaron
estudios de elasticidad de células individuales. Para ello se obtuvieron imdgenes de FV de
32x32 pixeles en una zona que contuviera una célula individual, de esta manera fueron
analizadas seis células diferentes para cada cepa.

Cabe destacar que los valores de E en cualquiera de las cepas no variaron significativamente
al cambiar la velocidad de barrido en Z durante la realizacién de las curvas de fuerza, razén
por la cual se considera que las medidas fueron realizadas dentro de los limites de

elasticidad de las células.
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Figura 6.A Valores de mddulo de Young promedio para cada cepa obtenidos a partir del andlisis de 60
células individuales para cada caso. Curvas de Fuerza vs. Indentacidn obtenidas para las cepas AfhaB
(B), Bp537 (C) y Bp Tohama | (D). Las curvas rojas corresponden al ajuste realizado siguiendo el
modelo de Hertz a partir del cual se calcula el mddulo de Young (E) y las lineas negras corresponden
al ajuste lineal a partir del cual se calcula la constante de resorte de la célula (K,). La extrapolaciéon
del ajuste lineal hacia el eje x indica el espesor de la envoltura bacteriana.
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VI.3.4 Analisis del comportamiento elastico de células individuales. Mapas de elasticidad.

En la Figura 7 se muestran los histogramas de los médulos de Young (E) representativos del
analisis de células individuales. Se puede observar que en el caso de las células
correspondientes a la cepa Bp537 (A) y la cepa AfhaB (B), los histogramas muestran una
distribucién monomodal alrededor de un valor mas probable de aproximadamente 0,11 y
0,22 MPa respectivamente. Las distribuciones pudieron ser ajustadas adecuadamente con
una funcién de distribucién LogNormal, la cual es ampliamente utilizada para el ajuste de
datos bioldgicos (31) y que resulta adecuada en este caso ya que no incluye valores
negativos carentes de sentido fisico. Los valores promedio de E obtenidos a partir del andlisis
de las células individuales se corresponden con los que se obtuvieron del analisis de curvas
individuales realizadas sobre 60 células diferentes (Fig. 6.A), lo cual es consistente con el
pequeiio valor de desviacidon estdndar obtenido en el analisis previamente descripto (ver
Figura 6) que reflejaba la homogeneidad en el comportamiento eldstico de la envoltura
celular de las cepas mutantes. En el caso de bacterias individuales correspondientes a la
cepa B. pertussis Tohama |, los resultados no fueron tan homogéneos. En la figura 7 (C, D, E)
se observan tres histogramas diferentes correspondientes todos ellos a distintas células de
esta cepa. El histograma mostrado en la Figura 7.C es representativo del analisis de tres
células. En él se pueden diferenciar dos distribuciones, una con un valor mas probable
alrededor de 0,22MPa vy otra distribucidon con un valor mas probable de 0,66MPa. Ambas
distribuciones pudieron ser ajustadas con la funcién LogNormal, aunque en el caso de los
valores mas bajos de E el ajuste mostrd un valor apartado del valor mas probable, lo cual se
puede atribuir a la poca cantidad de eventos presentes en esa zona del histograma. Los otros
dos histogramas (7-D y 7-C) son representativos cada uno de una célula individual y, si bien
en ellos no fue posible diferenciar dos poblaciones, las distribuciones son mas anchas (llegan
hasta valores de 1MPa) que aquellas correspondientes a las cepas mutantes (con valores
maximos en 0,5MPa). Las poblaciones pudieron ser correctamente ajustadas con la funcién
LogNormal. Estos resultados muestran claramente que existe una diferencia en la elasticidad

de las envolturas entre la cepa salvaje y las cepas mutantes. (Continua en Pag.129)
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Figura 7. Histogramas de células Unicas representativos para las seis células analizadas
para la cepa Bp537 (A), para la cepa AfhaB (B) y tres histogramas representativos de las
seis células analizadas para B. pertussis Tohama | (C, D, E). En cada caso, se observan los
histogramas ajustados con una distribucién LogNormal. Se puede observar como la mayor
variabilidad en las distribuciones se encuentra en las células de la cepa B. pertussis
Tohama I.
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Considerando los resultados obtenidos, encontramos dos cuestiones llamativas en el analisis
estadistico de las distribuciones del médulo de Young en la cepa salvaje:

e Valores entre 0,2 y 0,3 MPa observados en las tres cepas y consistentes con valores
ya publicados para otras bacterias Gram-negativas estudiadas con la misma técnica (3, 22),

e Valores altos de médulo de Young (0,6-0,7MPa) Unicamente observados en la cepa B.
pertussis Tohama I.
Para entender cual es la causa de la presencia de estos altos valores de E en la cepa B.
pertussis Tohama | es importante considerar las diferencias que existen entre las tres cepas
estudiadas. La cepa salvaje expresa en superficie varios factores de virulencia, como son las
proteinas FHA, Vag8, Fim, PRN, etc. (32-34). Ninguna de ellas se encuentra expresada en la
mutante de fase avirulenta Bp537 y en la cepa mutante AfhaB solamente existe un bloqueo
en la expresion de la proteina FHA. Debido a que no se observaron diferencias significativas
en los valores de E entre las cepas mutantes y que la proteina FHA es la Unica proteina que
se encuentra ausente en la superficie de ambas cepas en comparacién a la cepa salvaje,
pensamos que es la responsable del aumento de rigidez observado en ésta ultima. De esta
manera, los valores mas rigidos observados en el histograma de las células de B. pertussis
Tohama | fueron asociados a regiones de la envoltura donde se encontraria expresada la
proteina FHA. Para determinar su localizacién y organizacion espacial decidimos graficar los
valores de elasticidad en un mapa bidimensional de las bacterias estudiadas. Para
conseguirlo, utilizamos la propiedad de la imagen de FV de correlacionar cada una de las
curvas de fuerza adquiridas con una coordenada x, y. De este modo, para cada valor de E
calculado a partir de una curva Fuerza vs Indentacién se determind una coordenada espacial
y asi se construyeron los mapas que se observan en la Figura 8. Alli podemos observar la
imagen de FV, los histogramas de E asociados y su correspondientes mapas de elasticidad
para dos bacterias pertenecientes a la cepa salvaje. De la observacion de los mapas se puede
concluir que los valores de E no se encuentran homogéneamente distribuidos ya que existen
dos zonas que se pueden definir claramente, una que abarca los valores entre 0,15 y 0,5
MPa (azules) y otra zona que abarca los valores entre 0,5 y 1 MPa (rojos). Esta distribuciéon
no fue observada en el caso de las células pertenecientes a las cepas mutantes como se

puede ver en la Figura 9.
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Figura 8. Imagen de FV realizada sobre células de Bp Tohamal (A), el mapa de elasticidad
correspondiente a la bacteria recuadrada (B) donde se puede observar como los dominios
rigidos no se encuentran homogéneamente distribuidos. En la figura 8 (C) se observa el
histograma de mddulos de Young asociado a la célula analizada. En la figura (D) se observa el
mismo analisis para una célula diferente de Bp Tohamal.
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Figura 9. Imagenes de FV y mapas de elasticidad representativos de las células correspondientes a
las cepas AfhaB (A) y Bp537 (B). En ambas cepas se observan Unicamente valores menores a 0,5 MPa.

Para corroborar que los dominios rigidos fueran una respuesta de la envoltura celular y no
que estuvieran influenciados o enmascarados por la existencia de componentes rigidos en
interior del citoplasma, elegimos dos regiones del mapa de elasticidad que difirieran en sus
propiedades eldsticas, uno correspondiente a una zona rigida y otro correspondiente a una
zona blanda y graficamos para cada una de ellas los mapas de valores de K, obtenidos
utilizando la ecuacién 3. Observamos que la constante de resorte de la célula (Kp) posee
valores similares en ambos casos (Figura 10), por lo tanto los dominios rigidos observados en
la superficie serian consecuencia Unicamente de la presencia de algun componente propio

de la envoltura, tal como lo es la proteina FHA.
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E-MPa 1N/m

1

0.1 N/m

Figura 10. Mapa de elasticidad de una célula de Bp Tohamal y mapas de constante de resorte
Kb asociados a regiones rigidas y blandas de la célula. Como puede observarse no varian los
valores de Kb en las regiones seleccionadas.
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IV.4 DISCUSION

El uso del MFA para el estudio de microorganismos ha dejado de involucrar Unicamente la
obtencién de imagenes topograficas de alta resolucién desde hace ya varios afos. Las
enormes ventajas que brinda este equipo para el estudio de estructuras finas de la superficie
microbiana, como pueden ser las adhesinas, pilis, flagelos, etc. han convertido al
instrumento en una herramienta muy poderosa para el estudio de los mecanismos infectivos
de importantes patdogenos (11, 35-37). La capacidad de realizar experimentos en medio
liqguido constituye una gran ventaja sobre otras técnicas microscépicas ya existentes (6, 7).
Los resultados que se expusieron en este capitulo comprenden un estudio de la topografiay
propiedades nanomecdnicas de varias cepas de Bordetella pertussis en condiciones
fisioldgicas. La observacién topografica no mostré grandes diferencias con las imagenes
obtenidas por otras microscopias respecto de la estructura de las células. La forma y el
tamafio resultaron acordes con datos previamente publicados (27) y no fue posible
identificar estructuras finas en la superficie de las bacterias. Este ultimo dato resulta
esperable en el caso de imdagenes realizadas en modo contacto en medio liquido debido a la
gran interaccién de la punta y la muestra que dificulta la observaciéon en alta resolucién de
los componentes de membrana. Los barridos consecutivos de la punta en contacto con la
muestra pueden generar el movimiento de estructuras superficiales que no se encuentran
fuertemente adheridas a la membrana de la célula o en caso de extenderse por fuera de la
envoltura puedan adquirir distintas configuraciones inducidas por el barrido de la punta (38,
39).

Los resultados obtenidos respecto del mddulo de elasticidad (E) y de la constante de resorte
(Kp) se encontraron en el rango de valores publicados para otras bacterias Gram negativas
(3,4, 9, 40, 41) aunque se observaron diferencias entre las cepas mutantes y la cepa salvaje,
mostrando esta ultima valores de mddulo de Young mayores. Este mismo fendmeno fue
también descripto por Abu-Lail (12) quien encontrd que las cepas mas virulentas de Listeria
monocytogenes muestran valores de elasticidad mayores. En nuestro caso, las cepas Bp537 y
AfhaB mostraron una alta homogeneidad dentro de las distribuciones de E, a diferencia de la
cepa B. pertussis Tohama |, que exhibié una gran heterogeneidad en su perfil de elasticidad
superficial. Los valores mas altos de E fueron asociados a la expresion de la proteina FHA. En

relacion a esto, los resultados muestran que la mayor rigidez se encuentra localizada en
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regiones discretas de la envoltura celular, lo cual indicaria que la proteina formaria
nanodominios en la superficie en lugar de expresarse homogéneamente en la misma. La
expresion localizada de proteinas ha sido descripta ya para bacterias Gram negativas. En el
caso de algunos autotransportadores, inclusive para Bordetella pertussis (como es el caso de
BrkA, (42)) se ha reportado una preferente localizacién polar. Recientemente se ha utilizado
la Espectroscopia de Fuerza Atdmica para conocer la distribucion de HBHA (proteina con
funcion similar a FHA) en la superficie Mycobacerium tuberculosis. Los resultados indican
que la proteina se encuentra alojada en regiones discretas de la envoltura (43). Utilizando la
misma técnica Alsteens y col. han estudiado la re-organizacidn de proteinas Als en la
superficie de Candida albicans en respuesta al estimulo por estiramiento con una punta
modificada con dicha proteina. Luego de la interaccion se observé una clara reorganizacion
de adhesinas de tipo amiloideo formando nanodominios (44). Otro caso interesante es el
descripto para S. salivarious, para la cual se mostré que existe un reordenamiento de los
componentes de la envoltura hasta lograr que la bacteria adopte su conformacién
energética mas favorable. Este reordenamiento trae como consecuencia el aumento de la
fuerza de interaccion entre la bacteria y la superficie (45).

De igual manera, nuestros resultados indican que la proteina FHA estaria organizada en
clusters, generando una gran ventaja para su funcion in vivo. FHA es la principal adhesina de
Bordetella pertussis, es un factor de virulencia determinante en la formacién de biofilm, no
Unicamente en el reconocimiento y adhesidn inicial de las bacterias a las células del epitelio
respiratorio a través de sus dominios RGD (46, 47), sino también en etapas posteriores del
desarrollo del biofilm maduro (48). Asimismo, FHA es una proteina involucrada en la invasion
celular que permite la posterior persistencia del patégeno en las células del sistema inmune
(49). ElI ordenamiento en nanodominios, contrariamente a lo que ocurriria para una
distribucidn aleatoria en la superficie, otorgaria a la célula una ventaja importante al generar
una mayor fuerza de interaccién focal con los tejidos, consecuencia de la suma de las
interacciones individuales de las proteinas presentes en la superficie, favoreciendo de esta

manera la etapa de adhesidn, primer paso en el establecimiento de la infeccidn.
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IV.5 CONCLUSIONES

Los resultados expuestos en este capitulo y su posterior analisis nos permiten arribar a las
siguientes conclusiones:

i)- Existen diferencias significativas entre los valores de mdédulo de Young para las tres cepas
estudiadas, siendo la cepa B. pertussis Tohama | la que presenta valores mayores de rigidez
en la envoltura celular.

ii)- Las diferencias encontradas en la poblacion global se correlacionan con las caracteristicas
de elasticidad expuestas por células individuales para las tres cepas estudiadas.

iii)- Los valores mas rigidos de moédulo de Young encontrados en bacterias de la cepa B.
pertussis Tohama | se asocian a la presencia de la proteina FHA en la superficie bacteriana.
iv)- La proteina FHA pareceria estar organizada en nanodominios en lugar de encontrarse

homogéneamente distribuida en la superficie celular.
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V.1 INTRODUCCION

Como se describid en el capitulo anterior, la expresién y localizacién de la proteina FHA en la
superficie de B. pertussis no seria un fendmeno que ocurre al azar. Nuestros estudios
indicaron que las adhesinas se encontrarian localizadas en nanodominios, confiriéndole a la
bacteria un agrupamiento que le brindaria la posibilidad de obtener una adhesién focal de
mayor magnitud, valiéndose de la suma colectiva de las interacciones proteina-superficie
individuales que lo conforman. No obstante, se debe reconocer que las evidencias
encontradas son de tipo indirecto debido a que la presencia de la proteina no se identificé a
través de un mecanismo de reconocimiento molecular. Por esta razén nos propusimos
avanzar en el estudio de la localizacién de la adhesina FHA en la superficie de bacterias
individuales de B. pertussis utilizando la técnica de Espectroscopia de Fuerza Atémica (del
inglés Atomic Force Spectroscopy, AFS) y obtener, de esta manera, una identificacién
molecular mas precisa de la localizacion de la proteina en la superficie celular.

Como se describié en el Capitulo Ill, una de las herramientas mas valiosas del MFA es la
posibilidad de realizar curvas de fuerza sobre la superficie de una muestra. Considerando al
cantilever como un resorte, se puede calcular la fuerza que aplica siguiendo la ley de Hooke

(ecuacion 2 capitulo llI):

F=-k x (1)

Dependiendo de la constante de resorte del cantiléver, se pueden sensar fuerzas de
interaccidn entre la punta y la muestra en el rango de los pN a uN (1); que combinado con la
gran precision lateral y la posibilidad de realizar las medidas en ambientes muy cercanos a
los fisioldgicos, permiten confeccionar experimentos sumamente valiosos referidos a la
localizacion de grupos funcionales y moléculas en la superficie celular (2, 3). La técnica de
Espectroscopia de Fuerza de Moléculas Unicas (en inglés, Single Molecule Force
Spectroscopy, SMFS), ha permitido la cuantificacidon de fuerzas intermoleculares de una gran
variedad de pares ligando-receptor. Entre otros, ha sido utilizada para medir la interaccién
entre biotina-estreptavidina (100-253pN) (4-6), entre mucinas oculares humanas (100-
1200pN) (7), entre la toxina colérica y el gangliésido Gy (54-62pN) (8), entre la proteina
Concanavalina A y diferentes manosidos (47 pN) (9) y entre una amplia variedad de

antigenos y sus respectivos anticuerpos (100, 200, 240, 125 pN) (10-13). Este tipo de
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experimentos permite determinar, no solo la magnitud de la fuerza de interaccion entre las
moléculas involucradas, sino también, la constante de disociacion entre ellas, a través de la

siguiente ecuacion:

Kgoprn T TX
F=—22 ln( ) (2)
X Kﬂff.ax'p KE‘oer

Donde F es la fuerza de ruptura de la interaccidn ligando-receptor, Kz, €s la constante de
Boltzman, Koff exp. €S la constante de disociacidn experimental, T es la temperatura, x es la
distancia en la coordenada de reaccion entre el estado asociado y el intermediario de
reaccién y r es la tasa de aplicacién de la fuerza (loading rate). Las fuerzas de ruptura se
encuentran directamente relacionadas con la cinética de disociacion de los complejos y por
ello dependen de la tasa de aplicacion de la fuerza (14), que por definicidon corresponde a la
derivada en el tiempo de la aplicacion de la fuerza y se puede calcular como el producto de
la constante de fuerza del cantiléver por la velocidad de retraccién de la punta. Esta
condicién es cierta Unicamente si la unidn se encuentra fija en una posicion (1). De hecho,
experimentalmente la tasa de aplicacidon de la fuerza se calcula a como la pendiente de la
recta que une los puntos de la curva de retraccién en la zona anterior y préxima a la ruptura
de la unién (15). De acuerdo a la ecuacion 2, la fuerza sigue un comportamiento lineal, de
pendiente positiva con el logaritmo natural de la tasa de aplicacidn de la fuerza. Si se calcula
la fuerza de adhesion promedio entre un ligando y un receptor a diferentes velocidades de
retracciéon de la punta, que como se dijo anteriormente son proporcionales a las tasas de
aplicacion de la fuerza (loading rate), se deberia poder graficar una recta y calcular la
constante de disociacidn experimental (Kofr.exp). EI comportamiento de la curva F vs In (tasa
de aplicacién de la fuerza) indica que a mayor velocidad de retracciéon, mayor es la fuerza de
interaccion medida, este fendmeno se puede interpretar a través de la teoria del modelo de
las barreras energéticas. Como indica la teoria de Bell-Evans (16), los procesos de disociacion
en los que interviene una fuerza externa dependen de la tasa de aplicacién de dicha fuerza
(loading rate).

La dependencia de la fuerza de ruptura del enlace ligando- receptor con la velocidad con que
se aplica fuerza a estos enlaces radica en el entorno dindmico en el cual ocurre ese proceso.

Las colisiones del solvente pueden asistir a la ruptura del enlace transfiriendo energia al
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complejo. El nimero de colisiones es proporcional al intervalo de tiempo durante el cual se
puedan producir las mismas. De esta manera, a menores tasas de aplicacion de la fuerza
(mayores tiempos de interaccidon) habria una mayor asistencia de las colisiones para romper
el enlace resultando en una aparente menor fuerza de interaccién ligando-receptor. En el
caso de que el intervalo de tiempo de aplicacion de la fuerza sea menor (mayor tasa de
fuerza) ocurririan menos colisiones y consecuentemente la fuerza observada para la ruptura

seria mayor tal como se observa en la Figura 1 (17).

7

Unide | Disociade

Sim fuerza aplicada

Energia de interaccidn
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. , Separacian . ., -
Figura 1-Esquema de energia de interaccidn para un par ligando-receptor en funcion de la separacién

(eje de aplicacion de la fuerza). La linea negra representa el perfil de energia sin la aplicacion de una
fuerza externay la linea roja representa el perfil de energia cuando se aplica una fuerza externa en la
separacion. Se puede observar como baja el delta de energia (AGu) al aplicar una fuerza el sistema. X
es el valor en distancia de la separacién en la coordenada de reaccién entre el estadio unido y el
estadio intermedio.

Modificado de Muller y col. Nat Chem Biol 2009.5(6): 383-390

Ademds de la tasa de aplicacién de la fuerza existen otros factores que determinan la
magnitud de la fuerza de ruptura medida en un experimento de Espectroscopia de Fuerzas
de Moléculas Unicas, tales como la fuerza idnica del medio o el solvente en el que se
realicen las medidas que pueden apantallar cargas o estabilizar uniones a través de puentes
de hidrogeno, etc. También resulta de gran importancia establecer un tiempo adecuado de
residencia de la punta en la superficie de modo que sea suficiente como para permitir que se

produzcan las interacciones (18-20).
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No obstante su amplia aplicacion en la investigacion, se debe considerar que la técnica de
Espectroscopia de Fuerzas de Moléculas Unicas presenta una falla inherente a la utilizacién
de moléculas bioldgicas purificadas ya que éstas son removidas de su contexto bioldgico,
que controla su ensamblado y estado funcional. Un caso particular es el de los receptores de
membrana ICAM, cuya purificacion se realiza en la mayor parte de los casos para formas
truncadas, que consisten Unicamente en la porcidén extracelular, con lo cual, ademas de ser
caracterizados en su forma no nativa, tampoco poseen los dominios regulatorios. Para salvar
este problema, se puede utilizar células que expresen el receptor como muestra. El principio
de la SMFS puede ser aplicado al estudio de interacciones especificas de moléculas Unicas en
la superficie de diferentes células. Para ello se deben cumplir ciertos postulados: i) la unién
de las moléculas a la punta del cantilever debe ser mucho mdas fuerte que la interaccién
entre las moléculas estudiadas, ii) la molécula de interés se debe encontrar en su estado
nativo, v iii), las interacciones detectadas deben representar interacciones de moléculas
individuales (21). Este tipo de experimentos se denominan ensayos de Mapeo de
Reconocimiento Molecular y permiten estudiar la localizacién en tiempo real de las
moléculas de interés manteniendo las células vivas y de esta manera obtener informacion
sobre los procesos naturales que ocurren en las superficies celulares. En este tipo de
experimentos, las interacciones y las fuerzas de ruptura de los eventos de reconocimiento
estdn gobernadas por los mismos factores que los expuestos anteriormente para los ensayos
de SMFS. La idea global es la utilizacion de una punta funcionalizada con un ligando que
interaccione de manera especifica con un componente de la superficie celular y que permita
determinar su localizacién espacial y su dindmica de movimiento.

En este capitulo se utilizé la Espectroscopia de Fuerza de Moléculas Unicas y el Mapeo de
Reconocimiento Molecular para detectar la localizacién y dindmica espacial de la proteina
FHA en la superficie de células de B. pertussis Tohama | empleando puntas funcionalizadas

con anticuerpos de isotipo IgG anti-FHA de origen comercial.
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Los objetivos especificos de este capitulo son:

e Establecer un protocolo de funcionalizacidn para puntas de SisN4 con un anticuerpo
anti-FHA.

e Determinar la eficiencia de este procedimiento realizando experimentos de SMSF
entre la punta modificada con el anticuerpo y la proteina FHA purificada depositada sobre
mica.

e Determinar el valor de velocidad de retraccion mas adecuado para la realizacién de
curvas de fuerza en ensayos de Mapeo de Reconocimiento Molecular entre la punta
funcionalizada y la proteina en la pared celular.

e Realizar ensayos de Mapeo de Reconocimiento Molecular sobre la superficie de
bacterias individuales de B. pertussis Tohama I.

e  Construir mapas de localizacion de los eventos de reconocimiento en la superficie de

bacterias individuales y evaluar posibles cambios dinamicos en el tiempo.
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V.2 MATERIALES Y METODOS

V.2.1 Microorganismos, condiciones de cultivo y preparacion de las muestras bacterianas
para su estudio con el Microscopio de Fuerza Atémica.

Para estos estudios se utilizaron la cepa salvaje B. pertussis Tohama | y la cepa AfhaB
descriptas en el capitulo IV. Se utilizaron las mismas condiciones de cultivo alli descriptas.
Las bacterias inactivadas por calor fueron obtenidas por calentamiento de una suspensién
bacteriana de DOg50=1 a 56°C durante 30 min.

Las células fueron adheridas electrostaticamente a vidrios previamente tratados con una
solucién de PEI 0,1%. Las medidas se realizaron en buffer PBS tal como se describio en el

capitulo IV.

V.2.2 Preparacion de las muestras proteicas para su observacion y estudio por Microscopia

de Fuerza Atomica

La proteina Hemaglutinina Filamentosa (FHA) purificada (Sigma, St. Louis, MO, USA) fue
adherida a una superficie limpia de mica. Para ello, se levanté la capa superficial de discos de
mica de 1cm de didametro utilizando una cinta adhesiva y permitiendo, de esta manera, que
guede expuesta una cara limpia del material para su posterior funcionalizacion. Las
superficies limpias de mica se pusieron en contacto con 50ul de una solucién etandlica de
APTES 1% durante 1 min y se lavaron con agua Milli-Q tres veces. Luego, los discos de mica
funcionalizados fueron secados bajo una corriente de N, e incubados con 50ul de solucién
acuosa de glutaraldehido 0,5% (Sigma, St. Louis, MO, USA) durante 15 min (22). Estos discos
fueron posteriormente lavados con agua Milli-Q. A continuacién fueron secados bajo
corriente de N, y se incubaron durante 15 min. con 30ul de solucién de FHA en buffer PBS (
10ng/ul). La estrategia quimica utilizada para la adhesion de la proteina a la superficie de
mica se muestra en la Figura 2. Luego de lavar la superficie de las muestras tres veces con
agua Milli-Q, los discos se adhirieron al porta muestras del MFA a través de una cinta de
doble pegamento para ser colocados sobre el barredor piezoeléctrico del microscopio. La
correcta funcionalizacién de la superficie fue estudiada a través de la realizacion de
imagenes en modo contacto al aire utilizando una punta de SisN4 limpia y aplicando una
fuerza maxima de 1 nN. Una vez obtenidas las imagenes y para corroborar la presencia de

material blando (proteinas), se incrementd la fuerza aplicada hasta 8 nN, de manera de que
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con el barrido, el material organico que pudiera encontrarse en la superficie, fuera
arrastrado hacia los costados del cuadrante. Una vez realizados 10 barridos consecutivos, se
retorné a una fuerza de 1nN y se amplié la ventana de barrido; de esta manera, se observd
el material arrastrado en los bordes del cuadrado de barrido inicial, corroborando la
presencia de material blando en la superficie. Las imagenes fueron adquiridas con un

microscopio NanoWizard3-Bioscience, JPK (JPK Instruments AG, Berlin, Alemania).
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Figura 2- Esquema de las reacciones quimicas que ocurren durante la funcionalizacién de una
superficie de mica con APTES y glutaraldehido para adherir una proteina. En una primera etapa, los
grupos OH de la superficie de mica reaccionan con los grupos silanos del APTES en un medio
etandlico liberando tres moléculas de etanol (a). En la segunda etapa, un grupo aldehido del
glutaraldehido reacciona con los grupos NH, del APTES generando una unién imida (b),
posteriormente, los grupos NH, de las lisinas presentes en la proteina reaccionan con el segundo
grupo aldehido del glutaraldehido produciendo la segunda unién imida y fijando la proteina a la
superficie (c).
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V.2.3 Funcionalizacion de la punta del cantilever

Para los ensayos se utilizaron cantilevers de SisNs NP-10 (Bruker, Santa Barbara, CA), que
fueron funcionalizados con anticuerpos especificos para el reconocimiento de la proteina
FHA (NIBSC, Londres, Inglaterra). Los anticuerpos comerciales producidos en oveja vy
liofilizados fueron re-suspendidos en buffer PBS y alicuotados para su conservacién a -20°C.
La funcionalizacion de las puntas se realizd utilizando una modificacion de la técnica
mostrada en la figura 20-C del capitulo Ill. A continuacion se explica en mayor detalle: las
puntas se lavaron con agua Milli-Q, y se incubaron con una solucidn acuosa de
glutaraldehido 0,5% durante 15 min luego de lo cual se lavaron nuevamente 3 veces (22), se
incubaron con 30 pl de solucién de anticuerpo anti-FHA (1mg/ml) durante 15 min y se
lavaron nuevamente tres veces con Milli-Q. Paralelamente a este protocolo, se realizé un
segundo tratamiento en el cual las puntas fueron incubadas 1 min con una solucién
etandlica de APTES 1% previamente a la incubacién con glutaraldehido. Debido a que no se
observaron diferencias en la calidad de la funcionalizacién, determinada a través de la
realizacion de ensayos de Espectroscopia de Fuerza Atdmica, se utilizd el protocolo sin
APTES para los ensayos posteriores. La quimica de la funcionalizacién se ejemplifica en la
Figura 3.

Inmediatamente después de funcionalizadas con el anticuerpo, las puntas fueron
transferidas al porta puntas de la celda de liquidos para ser colocadas sobre la muestra, que
se soporta sobre el barredor piezoeléctrico del MFA. Las medidas fueron realizadas en buffer
PBS de manera de mantener las muestras en condiciones cercanas a las fisiolégicas durante

el tiempo del experimento.

Figura 3- Funcionalizacién de una punta de SizN, con gluataraldehido (GA). Los grupos sililamino,
presentes en la superficie de las puntas (23, 24) forman una unién imida con el aldehido del
glutaraldehido, el segundo grupo aldehido reacciona con los grupos NH, de las lisinas del anticuerpo
formando una segunda unién imida que lo mantiene unido a la punta.

El dibujo no estd realizado a escala. Se pretende mostrar las uniones donde interviene el GA.
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V.2.4 Experimentos de Espectroscopia de Fuerzas de Moléculas Unicas y ensayos de
Mapeo de Reconocimiento Molecular

Previo al estudio de las muestras de interés, se colocd en el portamuestras un disco limpio
de mica para realizar la calibracion de microscopio y la determinacién de la constante de
fuerza del cantiléver. Las constantes de resorte encontradas para todos los casos estuvieron
entre 0,05 y 0,08 N/m. Luego de la calibracion se colocaron las muestras (FHA adheridas
sobre discos de mica o bacterias adheridas electrostaticamente a vidrio). Durante todo el
experimento se trabajé en el modo Force Volume (FV), es decir, la construccidon de las
imagenes se realizd a través de la realizacidén de un arreglo de curvas de fuerza y se utilizg,
en el caso de las muestras correspondientes a FHA purificada un Microscopio Nanoscope IV y
para el caso de las muestras bacterianas un Microscopio Multimode Nanoscope V (ambas de
la firma Bruker, Santa Barbara, CA). Todas las medidas fueron realizadas en buffer PBS. La
fuerza maxima aplicada fue de 1nN vy el recorrido en Z utilizado fue de 1um para las bacterias
y de 0,5um para las muestras de FHA purificada. De este modo se asegura que la punta se
despegue completamente de la superficie y que ocurra la ruptura definitiva de las fuerzas de
interaccidon entre la punta y muestra asi como también tiene lugar la relajacién de las
moléculas luego de la ruptura de la unién. En el caso de los experimentos realizados sobre la
proteina FHA purificada, se adquirieron 1000 curvas de fuerza para cada velocidad de
retraccién. Como se comentd anteriormente, estas curvas fueron adquiridas utilizando un
MFA acoplado a una unidad de control Nanoscope IV que permite la realizacién de arreglo
de curvas de fuerza que no superen los 10x10 pixeles, por lo que se adquirieron 10 arreglos
para cada velocidad de retraccién (50, 100, 500 y 1000 nm/s), manteniendo el tiempo de
contacto en superficie en 500ms. Luego se analizaron las curvas de retraccién y se
obtuvieron los valores mas probables de fuerza de interaccidon para cada velocidad de
barrido en z y se realizd el grafico Fuerza vs In loading rate (tasa de aplicacion de la fuerza)
para comprobar la dependencia lineal de dichos parametros, tipico de una interaccion
especifica ligando-receptor. En el caso de la muestra correspondiente a las bacterias, la
velocidad de barrido en Z elegida fue de 500nm/s, y el tiempo de contacto en superficie fue
también de 500ms. En una primera etapa, se realizaron imagenes de FV de 16x16 y una vez
observada una célula aislada, se realizé un zoom en el area y se incrementé la resolucién de

la imagen de FV a 32x32 de manera de lograr un area por pixel de aproximadamente
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100nm?>. Sobre una misma célula se realizaron dos imagenes de FV consecutivas, separadas
por un tiempo de aproximadamente 40 min.

Para corroborar la especificidad de las interacciones se realizaron en ambos casos ensayos
de bloqueo incubando las muestras con una solucidon de anticuerpo anti-FHA en PBS (10
mg/ml) durante una hora, seguido de tres lavados con agua Milli-Q previamente a la
realizacion de los ensayos de Espectroscopia de Fuerzas utilizando la punta derivatizada con
el anticuerpo especifico. En el caso de las células, se utilizd6 ademas una cepa mutante
defectiva para la expresion de la proteina FHA, la cepa BPGR4, como control de la

especificidad de las interacciones.

V.2.5 Analisis de las curvas de fuerza

Una vez obtenidas las curvas, se utilizd el software OpenFovea (25) para analizar los eventos
de interaccion presentes en las curvas de retraccion. Cada curva fue analizada
individualmente para determinar el valor de fuerza y la distancia desde el punto de contacto
en la cual se produjo el evento de ruptura. Estos parametros se calcularon como se indica en
la Figura 4. También se determind la cantidad de eventos de interaccidn presentes en cada
curva, parametro referido como picos por curva. Los valores obtenidos en cada caso se
graficaron en histogramas.

En el caso de los ensayos realizados sobre células de B. pertussis Tohama |, se analizaron
también las curvas de aproximacidn para determinar los valores de mddulo de Young
siguiendo el protocolo descripto en el capitulo IV y utilizando el software desarrollado por el

Dr. Federico Castez en nuestro laboratorio.

Figura 4. Curvas de fuerza tipicas de un
ensayo de SMFS, la magnitud del pico de
adhesion se determina calculando el valor
de fuerza resultante de restar el valor del
minimo del pico de adhesion en el eje y y
el valor de la linea de base (0 pN) .La
distancia a la que ocurre el evento de
adhesion se determina calculando la
distancia en el eje x entre el punto de
contacto, que corresponde al punto de
interseccion entre la linea gris punteada y
Fad$|/,-<-—>| la curva de fuerza y el valor en x

/ | correspondiente al minimo del pico de
adhesion (/).

pzJan4

Distancia 0
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V.2.6 Construccidon de mapas de fuerza y elasticidad

Los valores obtenidos del andlisis de eventos de interaccion y médulo de Young para la cepa
B. pertussis Tohama | fueron correlacionados con las coordenadas x, y de la curva de fuerzas
de la cual fueron determinados en la imagen de topografia del FV y se construyeron mapas
de fuerzas donde se observa la distribucién de los eventos de reconocimiento de la proteina
FHA en la superficie de las células. Para cada bacteria se realizaron dos mapas, uno
utilizando los datos de la primera imagen de FV, correspondiente al tiempo 0 y otro
utilizando los datos de la segunda imagen de FV realizada sobre la misma bacteria y
correspondientes al tiempo 40 min. De la misma manera se construyeron mapas de
elasticidad donde se graficaron los valores de mddulo de Young para los dos tiempos

estudiados.

V.2.7 Analisis estadistico

Todos los datos colectados del analisis de eventos de interaccidn entre la punta modificada
con el anticuerpo anti-FHA y células de B. pertussis Tohama |, al igual que los datos de
distancia a los cuales se produjeron los eventos correspondientes a cada tiempo de estudio
fueron graficados en histogramas individuales y los datos fueron ajustados con una funcién
de probabilidad LogNormal para determinar los valores mas probables de fuerza de

interaccion y distancia de interaccion.

V.2.8 Analisis de clusters y vecinos proximos

A partir de la construccidén de los mapas de fuerza se pudo definir la matriz de fuerzas Fij,
con1<i<lx 1<j<ly, donde Lxy Ly representan el nimero de filas y columnas del mapa de
fuerzas respectivamente. En una primera instancia, se realizé un binarizado de la matriz de
fuerzas, definiendo un valor umbral de fuerza fu. De esta manera, los elementos de la matriz
binarizada pueden escribirse como

B,'j =1si F,‘jZ fu

Bj = 0 en caso contrario

Al generar imagenes a partir de la matriz binarizada, éstas toman la forma de mapas de dos
colores. Convencionalmente, podemos interpretar a cada sitio (i,j) como “ocupado” (si B; =

1) o “desocupado” (si Bj = 0). Cada sitio, genéricamente designado por sus indices (i), tiene
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en la grilla rectangular bidimensional cuatro sitios “primeros vecinos” (cuyos indices son (i +
1,j), (i,j £ 1)) y sitios “segundos vecinos” (con indices (i + 1,j+ 1), (i+1,j-1), (i-1,j+ 1), (i -
1,j - 1)). Denotaremos C(l),-,- y C(Z),-j a los numeros de coordinacion a primeros y segundos
vecinos de cada sitio, respectivamente, los cuales se interpretan como los nimeros de

vecinos ocupados sin incluir (en el caso de C(l),-j ) e incluyendo (en el caso de C‘z),-,- ) los

|ll

segundos vecinos. Ambas cantidades nos brindan una medida del “aglutinamiento” de los
sitios, en el sentido de que cuanto mayor sean los nimeros de coordinacién, mds contactos
existirdn entre sitios ocupados. Otra alternativa para la caracterizacion estadistica de la
distribucién de sitios ocupados se puede lograr estudiando la formacién de “conglomerados”
o “clusters”: diremos que dos sitios ocupados pertenecen a un mismo cluster si tales sitios
pueden unirse (admitiendo movimientos en diagonal, es decir, incluyendo conexiones a
segundos vecinos) por un camino de sitios ocupados; por el contrario, si, para unir dos sitios
con tales movimientos sobre la grilla necesariamente debemos pasar por al menos un sitio
desocupado, diremos que tales sitios pertenecen a clusters distintos. Claramente, cuanto
mayor sea la “afinidad” entre sitios ocupados, la distribucidn de clusters tenderd a optar por
configuraciones con una cantidad relativamente baja de clusters y, considerando un nimero
fijo de sitios ocupados en la grilla, tales clusters tendran un tamafio relativamente
importante. Contrariamente, si la afinidad entre sitios es baja (es decir, si no hay una

marcada preferencia por buscar el contacto entre los sitios), la distribuciéon tenderd a

preferir configuraciones que consten de una gran cantidad de clusters de pequeio tamafio.
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V.3 RESULTADOS

V.3.1 Experimentos de Espectroscopia de Fuerza de Moléculas Unicas. Interaccién FHA-
anti-FHA

Los experimentos aqui descriptos fueron realizados en colaboracién con el grupo dirigido
por el Prof. Dr. Giovanni Dietler, de la Universidad de Lausanne, Suiza. Mas especificamente
fue el Dr. Sandor Kasas quien colaboré muy generosamente con nosotros en la puesta a
punto de la funcionalizacion de las puntas y el andlisis de los eventos de adhesién.

Como se puede observar en la Figura 5, la proteina FHA purificada fue adherida a una
superficie de mica, limpia y modificada quimicamente con APTES vy glutaraldehido. En las
imagenes, obtenidas al aire, se puede observar una gran cobertura de estructuras esféricas
de tamafio variable entre 6 y 14 nm de alto, tal como se observa en la figura 5, que podrian

corresponder a cumulos de proteina.
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Figura 5.A-Imagene de AFM tomada en modo contacto al aire donde se observan las estructuras
esféricas correspondientes a la proteina FHA adherida sobre mica. La figura C muestra el perfil de
alturas correspondiente a la zona de la figura A, alli se observa la presencia de estructuras de
entre 6y 14 mn.

Una vez corroborado el método de funcionalizacidn para la superficie, se procedid a la
realizacion de los experimentos de Espectroscopia de Fuerza de Moléculas Unicas utilizando
una punta modificada con un anticuerpo anti-FHA comercial. Se realizaron 1000 curvas de
fuerzas para cada velocidad de retraccidon aplicando una fuerza mdaxima de 1 nN, con

recorrido en Z de 0,50 um de modo de asegurar la correcta separacion de la punta de la
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superficie y de esa manera evitar arrastrar material de un punto a otro y también para
permitir la ruptura completa de la interacciones punta-muestra que se pudieran haber
establecido. Las curvas de fuerza adquiridas fueron analizadas para determinar la cantidad y
magnitud de eventos de interaccion, asi como también para determinar la distancia desde el
punto de contacto a la que ocurrieron los eventos de adhesién. En la Figura 6.A se puede
observar una curva de fuerza representativa, donde existe un evento de adhesién tipico
entre la punta funcionalizada con anticuerpos y la proteina FHA adherida a la superficie. En
la Figura 6.B y C se grafican los histogramas representativos para las fuerzas de adhesién
detectadas y las distancias a las que ocurren. La fuerza mds probable de interaccion para la
velocidad de retraccion que se muestra (500nm/s) es de 150pN. 1494 eventos presentaron
dicho valor de adhesion, un valor tipico para la interaccion antigeno-anticuerpo medido con
esta técnica, como ya fuera reportado para el par Fluoresceina anti-Fluoresceina (=160-
200pN) (11) o para la interaccidon entre los receptores ICAM-1 y anticuerpo anti-ICAM-1
(100pN) (26), o entre Toxina Pertussis y anti-Toxina Pertussis (100, 188 y 241pN) (27). En el
histograma se observa que el resto de los eventos detectados presentan valores de
interaccion mayores, de hasta 975pN. Estos valores responderian a la ruptura de la
interaccion de mas de un anticuerpo con mas de una proteina. Durante la funcionalizacion
de la punta, los anticuerpos son unidos a la superficie empleando glutaraldehido. Por una
parte, esta molécula se une covalentemente a los residuos sililamino superficiales de las
puntas de nitruro de silicio (23, 24) y por otra parte establece una unién covalente con los
grupos amino libres de las lisinas de los anticuerpos (28) tal como se explicé en la seccién
V.2.3. En este proceso no es posible controlar exactamente la cantidad de anticuerpos
unidos a la punta y en general se acepta que es una cantidad mayor a uno. De esta manera,
cuando la punta estd en contacto con la superficie, todos los anticuerpos presentes en ella, y
gue estéricamente se encuentran libres de interaccionar con la proteina de la superficie lo
haran, de manera tal que al separarse de la muestra pueden existir eventos que involucran
varias interacciones que se rompen al mismo tiempo. De este modo, la cantidad de
anticuerpos implicados en la interaccién a una Unica distancia punta-muestra, determinara
la magnitud de la fuerza de adhesidén, siendo la mas probable la interaccidon de un Unico par
antigeno-anticuerpo de =150pN para el caso de la proteina libre inmovilizada sobre mica.

En la Figura 6.C se puede observar el histograma de distancias para la velocidad de

retraccion seleccionada (500nm/s), que presenta un valor mas probable de 40nm y un
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maximo de 370nm. Las dimensiones de la proteina filamentosa FHA son 50nm de longitud y
5nm de ancho (29). Si consideramos un valor de longitud tipico de entre 15 y 20nm para un
anticuerpo (30), la distancia maxima desde el punto de contacto a la cual se podria producir
un evento de adhesién seria de =70nm (suma de las longitud de la estructura antigeno-
anticuerpo). De esta manera, la distancia mas probable detectada experimentalmente
(40nm), se encuentra dentro de las distancias esperables. Los valores mayores de distancia
de ruptura, estarian asociados a eventos donde las proteinas pudieran encontrarse
superpuestas, de modo que cuando la punta se aleja de la superficie “estira” un conjunto de
proteinas y el evento de ruptura de la adhesién, que se produce cuando la punta y la
muestra se separan definitivamente, ocurre a una distancia mayor de la esperable.

Una vez realizado este andlisis para cada una de las 4 tasas de aplicacién de la fuerza
estudiadas se graficaron los valores de fuerza de adhesidon mas probable vs el In de la tasa de
aplicacion de la fuerza (In(Ir)), tal como se muestra en la Figura 6.D. Los tres ultimos puntos
se ajustaron con una ecuacién lineal con un valor r’=0,98. En dicho ajuste no se incluye el
primer punto registrado a velocidad de retraccion 50nm/s, ya que pertenece a un
comportamiento diferente en funcion de la fuerza. Este efecto ocurre como consecuencia de
un cambio en el mecanismo de reaccién con el cambio del intermediario de reaccién a uno
de mayor energia. Como se comentd en la seccion V.2, este comportamiento es
caracteristico de interacciones entre dos moléculas que se reconocen especificamente,
como el caso de los pares antigeno-anticuerpo (31).

En la Figura 6.A se muestra en el inset el ajuste lineal realizado en la zona inmediatamente
anterior a la ruptura del evento de interaccién, cuya pendiente se utilizdé para determinar el
valor de tasa de aplicacidon de la fuerza. Para cada velocidad de retraccién se realizaron 10
ajustes en 10 curvas diferentes y se calculé un promedio para el valor de tasa de aplicacién
de la fuerza que fue el que se utilizd para graficar la recta F vs In tasa de aplicacion de la
fuerza (32).

Para corroborar la especificidad de la interaccién FHA-anti-FHA, se realizé un experimento
de bloqueo incubando la muestra de FHA sobre mica con una solucidon de anticuerpo
purificado durante una hora. Luego de lavar se realizé un experimento de Espectroscopia de
Fuerza de Moléculas Unicas y se analizaron las curvas de retraccion de la misma manera que
en los experimentos anteriores. La velocidad de aplicacion de la fuerza elegida fue de

500nm/s, ya que es la velocidad de retraccion intermedia para la curva F vs. In tasa de
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aplicacidon de la fuerza dentro del comportamiento lineal. El anadlisis de los resultados indicé
una importante disminucién en la cantidad de eventos de adhesidn, tal como se observa en
el histograma de la Figura 6.E donde se puede ver que el valor mas probable sigue siendo de
150pN, al igual el valor mas probable observado anteriormente, aunque la cantidad de
eventos especificos descendid mas de un 60% debido a la disminucion de los sitios de
reconocimiento a causa del bloqueo previo. De esta manera, comprobamos que nuestro
protocolo de funcionalizacién de la punta de SisN4 funciona correctamente para la deteccion

de eventos de reconocimiento especificos entre el par FHA-anti-FHA.
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interaccion luego del bloqueo de la superficie con una solucidn de anticuerpo antiFHA, los

7
.

RESULTADOS

600-

T

500-

f

T

T

i

400-
300-

N" de eventos

200-
1004

NN

400 600 800 1000
Fuerza/pN

R

o
)]

D 200-

180
= 1601
140
120
1001
80

Fuerza/

40 : : :
In (Ir)/pN/s

]
i

T

i

2

s —

2

|

S\

S

-

fils: %\\ \SN\W\\\\\\\\\\\\\\ M
200 400 600 800 1000
Fuerza/pN

eventos de reconocimiento disminuyeron en mas del 60%.

164



CAPITULO V RESULTADOS

V.3.2 Experimentos de Mapeo de Reconocimiento Molecular y controles.

V.3.2.i Curvas de fuerza y eventos de adhesion de la poblacion total de células estudiadas

Una vez determinado el protocolo de funcionalizacidn para la punta y habiendo corroborado
el reconocimiento especifico de la proteina FHA por parte del anticuerpo, decidimos realizar
los experimentos de Mapeo de Reconocimiento Molecular sobre la superficie de células de
la cepa B. pertussis Tohama |. La velocidad de retraccién elegida fue 500nm/s. Las bacterias
fueron cosechadas en fase exponencial y se adhirieron electrostaticamente a vidrios de
lcmxlcm, pre-incubados con una solucién de PEI 0,1%. Una vez funcionalizada, la punta se
transfirié inmediatamente a la celda de liquidos y se colocé el buffer PBS. Luego de haber
calibrado la sensibilidad del microscopio utilizando una superficie limpia de mica y de haber
determinado la constante de fuerza de la punta se comenzaron a adquirir imagenes de FV de
16x16 pxeles. Al detectar la localizacion de alguna bacteria individual se realizé sobre ella
una primera imagen de FV con arreglo de 32x32 pixeles seguida de una segunda
inmediatamente después. Se designd tiempo 0 a la primera imagen y tiempo 40 min a la
segunda imagen ya que ese fue el tiempo que transcurrié entre la adquisicion de ambas.
Este tipo de experimentos se realizd para 5 células de la cepa B. pertussis Tohama |. Una vez
adquiridas las imagenes de FV, se analizaron las curvas de retraccién para determinar los
eventos de adhesion y las distancias de separacidn punta-muestra para dichos eventos. En la
figura 7.A se muestra una curva de fuerzas sin ningin evento especifico de adhesidn, en la
figura 7.B puede observarse una curva que presenta un evento Unico de adhesién de 140 pN
de magnitud a una distancia punta-muestra de 96nm. También se encontraron curvas con
dos eventos de reconocimiento, tales como los que aparecen en la curva de fuerzas de la
Figura 7 C, que presentan valores de 300 pN y que corresponderia a la ruptura de la
interaccidon de 2 pares antigeno-anticuerpo cada uno. También se obtuvieron curvas de
fuerza con mayor numero de eventos de adhesién, tal como se observa en la Figura7.D,
donde se ven tres eventos de adhesién cerca del punto de contacto, que poseen magnitud
de entre 160 y 200pN, dentro de los limites de la fuerza encontrada para pares simples FHA-
anti-FHA. Sin embargo, a una distancia mayor, se puede observar un evento diferente, con
forma de “meseta”; este tipo de eventos de adhesion fue frecuentemente observado en las
curvas adquiridas y han sido descriptos en la bibliografia como eventos de estiramiento de la
membrana celular. Al separar la punta de la superficie, la interaccion genera el despegue de

la membrana de las estructuras a las que se encuentra unida, generando nanotubos de
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membrana tal como ha sido descripto para el caso de células eucariotas (33). Un esquema
de este fendmeno se puede observar en la Figura 7-E. En el caso de una bacteria Gram-
negativa, el origen de las mesetas puede atribuirse a la separacién de un segmento de

membrana de la capa de peptidoglicano del espacio inter-membrana (34).
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Figura 7- Curvas de Fuerza representativas de las observadas para la interaccidn entre la
punta modificada con el anticuerpo anti-FHA y bacterias de la cepa B. pertussis Tohama |
adheridas a la superficie de vidrio. Se observaron curvas sin eventos (A), con un evento
especifico (B), con dos eventos especificos (C) y con mayor nimero de eventos, como el
caso D, donde se observan tres eventos especificos asociados a la ruptura de la unién FHA-
anti-FHA y un evento tardio tipo meseta, que refleja el estiramiento de la envoltura celular
al retraer la punta modificada, generando un nanotubo de membrana. El mecanismo

propuesto para la generaciéon de dichos nanotubos se puede observar en el Figura E
(modificado de de Muller et all. Nat Chem Biol 2005 (6): 383-390)
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Con los valores de fuerzas de interaccion encontrados en todas las células estudiadas se
construyeron histogramas de fuerza para t=0 y t=40 min tal como se puede observar en las
Figuras 8.A y 8.B. Las distribuciones de los histogramas son muy parecidas entre si, abarcan
un rango de valores de adhesidn que va desde los 50pN hasta los 900pN, aunque la mayor
cantidad de eventos corresponden a valores pequefos de fuerza de interacciéon. En ambos
casos se observa un valor mas probable de 150pN, que es un valor tipico de interaccion para
un par antigeno-anticuerpo y fue el valor mas frecuentemente observado en los
experimentos de SMFS realizados con la proteina FHA purificada. Sin embargo, dentro del
conjunto total de la poblacién, es posible, en ambos histogramas, diferenciar maximos
locales alrededor de valores tales como 225pN y 300pN. Estas sub-poblaciones estarian
asociadas a la ruptura de la interaccion entre dos anticuerpos y una o mas proteinas en la
superficie al mismo tiempo, lo cual arrojaria un valor de adhesién correspondiente al doble
del valor de interaccién unitario o incluso a la interaccidon de un anticuerpo y un fragmento
Fab de un segundo anticuerpo interaccionando de manera conjunta, como fue descripto por
Hinterdorfer y col. (26, 35). Este fendmeno es esperable debido a que durante la
funcionalizacién no es posible asegurar que en la punta solo exista la presencia de una Unica
molécula de anticuerpo con la técnica de funcionalizacidn utilizada. De esta manera al
interaccionar mas de un par antigeno-anticuerpo, se producen eventos de interaccion de
mayor magnitud pero con la particularidad de ser multiplos entre si. Paralelamente se
realizaron los histogramas de distancia, donde se grafican las longitudes en las que se
producen los eventos de reconocimiento medidos desde el punto de contacto (Figura 8.Cy
D). Para ambos tiempos, t=0 y t=40 min, la distribucién de las distancias es similar, y se
ajusta bien con una funcién LogNormal. El valor mds probable en ambos casos es de entre
100 nm. Este valor se encuentra por encima de los valores tedricos de longitud
proteina+anticuerpo (=70nm), aunque se debe considerar que en estos experimentos, la
proteina se encuentra inmersa en la membrana celular de la bacteria, que como se mostré
en el capitulo anterior, posee caracteristicas elasticas. De esta manera, la distancia de
ruptura incluye el estiramiento parcial de la membrana celular en la cual se encuentra la
proteina y por esta razon los valores de distancia resultan mayores que en los ensayos
anteriores donde la proteina se inmovilizd sobre mica. Los valores de distancia se extienden
hasta 500nm o incluso algunos eventos se registraron en valores de distancia de 700 u

800nm. Estos valores estarian asociados a los eventos de adhesién que ocurren cuando se
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produce un estiramiento de la célula en su conjunto al retirarse la punta. La uniformidad en
las distribuciones a ambos tiempos de medida indica que no existen contaminaciones en la
punta, ya que éstas generarian un aumento en la distancia o variacién en el perfil de
distribucion.

Un dato interesante es que la cantidad de eventos de adhesién totales fueron
marcadamente mayores para el tiempo 40 min que para tiempo 0. En el tiempo 0 la cantidad
de eventos de adhesidon totales encontrados fue de 495 y la cantidad de curvas que no
presentaron eventos de adhesion fueron 745 mientras que para el tiempo 40 min la cantidad
de eventos de reconocimiento detectados fue de 761 y la cantidad de curvas que no
presentaron adhesién disminuyeron (698). Este primer analisis global indica que en un
periodo de 40 min la cantidad de eventos de reconocimiento en la superficie celular
aumenta significativamente. Es por esto que decidimos estudiar el comportamiento de los
eventos de reconocimiento en las células individuales, de modo de determinar si el

comportamiento global es representativo del comportamiento individual de las bacterias.
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Figura 8- Se grafican los histogramas de fuerzas para todas las células estudiadas para el tiempo
=0 (A) y el tiempo=40 min. (B), ambos histogramas se ajustaron con una funcion LogNormal y
arrojaron un valor mas probable de 150pN que corresponderia a la interaccidon de un dnico par
FHA-anti-FHA. Los histogramas de distancia para los eventos de reconocimiento se observan en

las Figuras Cy D para el t=0y el t=40 min respectivamente.
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Otro analisis que se llevd a cabo fue la determinacion de la cantidad de picos por curva, es
decir, la cantidad de eventos de reconocimiento antigeno-anticuerpo que se produjeron en
una misma curva de fuerzas. Los datos fueron graficados en un histograma luego de ser
normalizados por el valor maximo de eventos. La normalizacion fue necesaria ya que debido
a la deriva (drift) térmica del piezoeléctrico, y la deformacién que pueden sufrir las células
entre los dos barridos que se realizaron, el drea de la imagen ocupada por la bacteria puede
variar entre las dos imdagenes de FV adquiridas. Los histogramas asociados a las diferentes
bacterias y tiempos estudiados se pueden observar en la Figura 10. La cantidad maxima de
picos por curva en el caso de la célula A para t=0 y t=40 min fue de 4 picos por curva, sin
embargo la cantidad de eventos totales porcentuales aumentd de 49% a 73% en la segunda
imagen (t=40 min). La célula B presentd un valor maximo de 3 picos por curva para t=0 los
cuales disminuyeron a 2 picos por curva a los 40 min, mientras que la cantidad de eventos de
reconocimiento porcentuales aumento de 40 a 48% desde el t=0 a t=40 min. La bacteria C
resulté el caso mas interesante ya que no solo presenté un aumento porcentual de 50 a 71%
en los eventos de reconocimiento en la segunda imagen sino que también aumenté el valor
maximo de picos por curva de 4 a 5. El andlisis de la evolucion temporal de los eventos de
reconocimiento realizados con estas tres bacterias confirma que luego de la realizacién de
un primer barrido con la punta funcionalizada aumenta la cantidad de eventos de
reconocimiento en la superficie de B. pertussis Tohama | demostrando que el
comportamiento global observado para la poblacién total de células estudiadas (seccién
V.3.2.i) refleja el comportamiento individual de las células analizadas. De la misma manera,
el analisis de la cantidad de picos por curva indica que la cantidad de eventos mas frecuentes
en las tres células en ambos tiempos de medida es 1, sugiriendo que, como se dijo
anteriormente, el evento que mds cantidad de veces se observa corresponde a la interaccion
de un anticuerpo con la proteina FHA.

Para corroborar que los eventos de reconocimiento que se detectaron fueran especificos de
una interacciéon FHA-antiFHA, se realizd un nuevo experimento de bloqueo en el cual se
incubaron las células de B. pertussis Tohama | adheridas al vidrio con una solucién de
anticuerpo purificado en PBS, durante 1h y luego de tres lavados con agua Milli-Q, se realizé
el experimento de Mapeo de Reconocimiento Molecular. Los resultados obtenidos se
muestran en la Figura 11.A. Alli se puede observar que la cantidad de eventos de interaccion

encontrados en una unica célula disminuyd aproximadamente a la mitad (de un promedio de
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96 eventos por célula a 40) aunque el valor mas frecuentemente observado siguié siendo
150pN. No se observan subpoblaciones en la distribucion indicando que existe una menor
interaccidon entre los anticuerpos de la punta y las proteinas en la superficie como
consecuencia del bloqueo realizado. Este experimento indica que la naturaleza de los
eventos medidos corresponde a la interaccidén especifica del anticuerpo anti-FHA y la
proteina FHA en la superficie de la célula.

Posteriormente se realizé otro ensayo control utilizando como muestra una cepa mutante
para la expresidon de la proteina FHA, la cepa BPGRA4. La cantidad de eventos de interacciéon
observados a través del anadlisis de las curvas de retraccidon fue muy baja (16 eventos, Figura
11.B) en comparacién a la cantidad de eventos encontrados para la cepa salvaje (96 eventos
por célula en promedio). Esta marcada disminucién en los eventos de interaccién, asi como
también la naturaleza aleatoria de los mismos demuestran la especificidad de la interaccién
que existe entre la punta funcionalizada con el anticuerpo y las proteinas FHA presentes en

la superficie de las células salvaje.
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Figura 10- Histogramas correspondientes a los valores de cantidad de picos por curva (resaltadas en la
curva que se muestra como ejemplo con flechas) obtenidos para cada una de las bacterias estudiadas a
diferentes tiempos. t=0 y t=40 min. Se observa en todos los casos un aumento porcentual en la cantidad de
eventos de reconocimiento en la segunda imagen de FV. En la curva de Fuerza vs desplazamiento que se
muestra en el margen superior se muestra un ejemplo de cémo se determind la cantidad de picos. En la
curva graficada se observaron tres picos de interaccidn especificos para el par FHA-anti-FHA.
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Figura 11. (A) Histograma de fuerzas de un experimento de bloqueo realizado sobre células de B.

pertussis Tohama | donde se observa una marcada disminucién en la cantidad de eventos de

reconocimiento. (B) Histograma correspondiente a la interaccién entre la punta funcionalizada y la
superficie de una célula Afhab donde no se observan interacciones especificas.
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V.3.2.iii Mapas de fuerza y elasticidad

El incremento en la cantidad de eventos de adhesion en la segunda imagen de FV que se
encontrd en la totalidad de las células estudiadas nos llevd a preguntarnos si ese aumento
de la presencia de proteina FHA en la superficie de la célula se encontraba acompaiiado de
una organizacién espacial especifica. Es por esto que se graficaron los mapas de fuerza para
cada bacteria a partir de la correlacidn entre el valor de fuerza de interaccion de una curva 'y
sus coordenadas espaciales x, y en la imagen de FV. Los mapas de fuerza para las células
estudiadas se observan en la Figura 12. Como indica la escala de colores, los pixeles negros
corresponden a valores nulos de interaccién, y conforme se incrementa el valor de
interaccion, el color de los pixeles cambia de gris a blanco.

Los mapas de fuerza muestran un importante aumento de valores no nulos de adhesién en
las tres células en el segundo barrido. Si bien es posible identificar diferencias en las
distribuciones locales de los eventos no resulta sencillo definir dominios diferentes entre las
imagenes correspondientes al tiempo 0 y tiempo 40min para las células A y B. En el caso
particular de las células By C, se observa una zona, identificada dentro de una linea roja, que
corresponde a la zona de contacto entre las células donde existe un marcado aumento de los
eventos de adhesidn entre la primera y la segunda imagen de FV. Este resultado es muy
interesante ya que, considerando la capacidad de la proteina FHA para generar interacciones
con ella misma y promover uniones entre las células durante la maduracidn del biofilm (36),
el aumento de la exposicion de la proteina FHA en la zona de contacto entre dos células
mostrado en el mapa de fuerzas de las células B y C estaria indicando que las proteinas se
ubican en dicha zona luego del estimulo de interaccion con el anticuerpo facilitando la unién
entre células vecinas.

En el capitulo anterior (IV) se mostré que la proteina FHA no se expresaria aleatoriamente en
la superficie bacteriana sino que formaria nanodominios y que su presencia en la envoltura
estaria asociada a un aumento en la rigidez de la misma en bacterias de la cepa B. pertussis
Tohama | (37). Por esta razon, decidimos analizar si la zona de contacto, donde se observo
un aumento en la expresiéon de los eventos de adhesion presenta también un aumento local
del mdédulo de Young. Para ello, se realizé el analisis de las curvas de aproximaciéon y se
calculé el moédulo de elasticidad tal como se indicé en el capitulo IV. Los mapas construidos a
partir de dicho analisis se observan en la Figura 13. Es importante destacar que los valores

absolutos de moddulo de Young calculados a partir de las curvas de aproximacion
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provenientes de los ensayos de Mapeo de Reconocimiento Molecular son marcadamente
mayores que aquellos determinados en el capitulo IV. Este fendmeno responde a la
diferencia en el recorrido en Z entre las curvas de fuerza. En el capitulo IV, el recorrido era
de 500nm, valor apropiado para estudiar la respuesta mecdnica de bacterias de manera que
la indentacién no supere el 30 % de la altura total de la muestra. En el caso de los
experimentos de Mapeo de Reconocimiento Molecular se recomienda que el recorrido de la
punta no sea inferior a 1um ya que si lo fuera, se corre el riesgo de que las interacciones no
se rompan y no se observen los eventos de reconocimiento en las distintas posiciones x; y de
la muestra. En nuestro procedimiento experimental la cantidad de datos es constante tanto
en el recorrido de 500 nm como de 1 um, por lo cual el ajuste del comportamiento no lineal
del primer tramo de la curva de aproximacién punta-muestra necesario para determinar el
maodulo de Young de la envoltura celular resulta fuertemente afectado por la componente
lineal que abarca la mayor cantidad de datos en el caso del recorrido mas extenso. Es por
esta razén que los resultados de mdédulo de Young calculados alcanzan valores de hasta
2MPa en lugar de 1 MPa en los experimentos de Mapeo de Reconocimiento Molecular
donde la longitud total del recorrido tanto de aproximacién como de retraccidon en Z de la
curva de fuerzas es de 1um. No obstante, considerando que este fendmeno se observa en
todas las curvas de fuerza realizadas, se puede analizar un comportamiento relativo de la
rigidez y en ese sentido, resulta claro que en la zona de contacto entre la célulaBy C, en la
segunda imagen de FV, aparecen valores que indican una mayor rigidez, acompanando el

incremento en la aparicién de nuevos eventos de adhesion.
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t=0min t=40min

900 pN

Figura 12- Imagen de FV y mapas de fuerza asociados a las tres bacterias
gue aparecen en la imagen. Los mapas corresponden a tiempo 0 y tiempo
40 min. En el mapa correspondiente a la bacteria C se resalta la zona de
contacto y la presencia en ella de un aumento en los eventos de adhesion
en el segundo mapa. Cada pixel mide 94x94nm. 0pN
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t=0 ‘ ‘ 2 MPa t=40 ‘ ‘

Figura 13. Mapas de elasticidad correspondientes a la bacteria C de la Figura 12 donde se observa
dentro del circulo negro un aumento en la rigidez de la envoltura celular, en el mapa
correspondiente a la imagen de 40 min., coincidente con el aumento de los eventos de adhesién
detectados en el segundo barrido realizado con la punta funcionalizada.

V.3.2.iv Andlisis de clusters y vecinos proximos

Como se comentd anteriormente, los mapas de fuerza mostraron para las células estudiadas
un aumento en la cantidad de eventos de reconocimiento al realizar la segunda imagen de
FV. No obstante, a simple vista resulta dificil establecer si los nuevos eventos de adhesién se
encuentran organizados espacialmente o si su distribucion es al azar. Por esta razén
realizamos un analisis de clusters comparando la organizacidn de los eventos de adhesidn en
las primeras (t=0 min) y segundas imagenes (t=40 min) de FV para las tres células mostradas
en la Figura 12. El analisis se realizé utilizando una clasificacion binarizada de los datos (nulos
y no nulos), donde cada valor no nulo de fuerza de interaccidon fue denominado cluster. Se
determind en cada mapa de fuerza la cantidad de clusters conectados entre si, permitiendo
uniones laterales y diagonales. Los resultados del andlisis se observan en la Figura 14 vy
muestran que en todos los casos hubo una disminucién en la cantidad de clusters en el
segundo mapa de fuerzas, es decir a tiempo t=40 min. En la célula A, se determind una
reduccion a la mitad (de 16 a 8), la bacteria B redujo su cantidad de clusters de 10 a 7 y la
bacteria C fue la que mayor reduccion presentd, de 14 a tan solo 3 clusters en el segundo
mapa de fuerzas. Adicionalmente se realizd un analisis de vecinos préximos observandose

qgue para las tres células se produjo un aumento en la cantidad promedio de vecinos
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primeros y segundos para cada valor no nulo de fuerza en la segunda imagen de FV. Estos
resultados nos indican que luego de mapear una bacteria de la cepa B. pertussis Tohama |
con una punta funcionalizada con un anticuerpo anti-FHA, la cantidad de eventos de
reconocimiento, que podria traducirse como cantidad de proteinas presentes en la
superficie celular, aumenta entre un 10 y un 24% y que también se asocian formando
clusters de mayor tamano.

Estos resultados nos llevaron a preguntarnos por la naturaleza del estimulo que genera la
reorganizacion de proteinas que se observa en la superficie de las bacterias. Si bien los
experimentos de Mapeo de Reconocimiento Molecular demostraron un aumento de la
presencia de eventos de reconocimiento en la zona de la superficie que esta siendo
recorrida por la punta funcionalizada, el estimulo puede ser de dos tipos: por un lado se
trataria del establecimiento de una fuerza especifica que involucra el estiramiento producido
por el anticuerpo presente en la punta que interacciona con dominios especificos de la
proteina FHA y por otra parte se puede considerar una accién estrictamente mecdnica, si
consideramos la presion o la deformacién que realiza la punta sobre la muestra. Para tratar
de resolver cual de estas alternativas es aplicable al sistema en estudio, realizamos dos
imagenes de FV consecutivas sobre bacterias de la cepa B. pertussis Tohama | utilizando una
punta de SisN4 sin funcionalizar y analizamos las curvas de aproximacion para determinar si
se generaban zonas de diferente rigidez entre una y otra imagen. Como ya se discutio
anteriormente, la presencia de la proteina FHA en la superficie se encontraria asociada a
dominios rigidos de la envoltura celular (37). El analisis de las imagenes adquiridas indico
que los valores de médulo de Young no variaron entre t= 0 y t=40 min (ver Figura 15). Este
resultado nos permite inferir que la reorganizacién de FHA en la superficie durante los
experimentos de Mapeo de Reconocimiento Molecular responderia exclusivamente al
estiramiento inducido por la interaccién especifica con el anticuerpo presente en la punta.
Este fendmeno es conocido como reordenamiento inducido por fuerzas (Force -induced
reorganization) y se encuentra ampliamente descripto en los mecanismos de
mecanotransduccién de células eucariotas que derivan en la formacion de clusters
moleculares en la membrana celular (38-40) o en el aumento de la adhesién bacteriana
mediada por adhesinas de tipo fimbrias en condiciones de shear hidromecanico. (continda

pag.173)
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t=40min

Figura 14. Analisis de clusters realizado para cada bacteria presente en la imagen de FV, para t=0 y t =40 min. Los pixeles blancos corresponden a
valores no nulos de interaccién. A t=40 min para las tres bacterias, la cantidad de clusters encontrados fue menor, sugiriendo una organizacién en
dominios de las proteinas FHA en la superficie luego de un primer barrido con la punta funcionalizada. Las dimensiones de cada pixel son de

94x94nm.
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t=0

E-MPa

0,15

Figura 15. Mapas de elasticidad realizados a partir de los valores de médulo de Young determinados
para una misma célula de B. pertussis Tohama | a t=0 y t=40 min utilizando una punta de Si; N4 sin
funcionalizar. Se puede observar una zona de mayor rigidez aunque no varia su localizacién o
magnitud entre los dos mapas sugiriendo que el estimulo mecanico no induciria el aumento de la
presencia de la adhesina FHA en la superficie.

Una vez concluido que la presencia del anticuerpo especifico en la punta es necesaria para

observar el aumento de los eventos de reconocimiento en el segundo mapeo, nos
preguntamos si dichos nuevos eventos corresponderian a un aumento de la cantidad de
proteinas FHA en la zona analizada generadas por sintesis entre el primer y segundo barrido
o por difusiéon desde zonas laterales no mapeadas en el primer barrido o; si el aumento en
los eventos de reconocimiento se debe a un cambio de conformacion de las mismas
proteinas expuestas originalmente como consecuencia del estiramiento inducido por la
fuerza aplicada (interaccion FHA-anticuerpo) permitiendo reconocer sitios antigénicos
nuevos expuestos en el segundo mapeo. Para contestar estas preguntas se realizd un
experimento de Espectroscopia de Fuerzas utilizando cantilevers funcionalizados con
anticuerpos para realizar el mapeo de células previamente inactivadas por calor. De esta
manera, al inactivar el metabolismo se descartan fendmenos de sintesis o difusién. Se
analizaron tres bacterias individuales. Los resultados obtenidos en estos ensayos no
difirieron de los resultados obtenidos utilizando células vivas: se registré un aumento en la

cantidad de sitios de reconocimiento en el segundo mapeo al igual que una reduccion de la
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cantidad de clusters (Tabla 1). Estas observaciones indicarian que el fendmeno de aumento
de los sitos de reconocimiento no estaria asociado a la sintesis de nuevas proteinas FHA o de
su difusidn desde zonas linderas sino que probablemente el estiramiento aplicado produzca
cambios conformacionales en las moléculas que le permitan interaccionar con sitios
homadlogos de otras proteinas FHA (posiblemente a través de la exposicion de dominios de
repeticién en tdndem) en una primer instancia para luego permitir la interaccién con otras
moléculas de FHA vecinas generando dominios mayores de adhesinas. La longitud de la
proteina (50nm) le confiere una gran capacidad rotacional que le brindaria la libertad de
movimiento necesaria para tales interacciones. Este fendmeno también ha sido observado y

descripto por Alsteens y col. para células de la levadura Candida albicans (41)

Tabla 1-Porcentaje de eventos de reconocimiento en el segundo mapeo y evolucion de la cantidad

de clusters en bacterias muertas por calor.

% de incremento de los | Cantidad de clusters | Cantidad de clusters
sitios de t=0 min t=40 min
reconocimiento en el
segundo mapeo

Célulal 15 22 6
Célulall 23 5 1
Célula lll 12 9 8
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V.4 DISCUSION

La utilizaciéon de la Microscopia de Fuerza Atdmica para el estudio de la presencia y
distribucién de antigenos y factores de virulencia en la superficie de microorganismos
patdégenos abre la puerta a un nuevo campo de investigacion sobre los mecanismos
moleculares que intervienen en su patogenicidad. La gran ventaja de esta técnica es que
brinda la posibilidad de obtener resultados con resolucion nanométrica sin modificar las
muestras y manteniéndolas en condiciones fisioldgicas. Los resultados que se presentan en
este capitulo muestran por primera vez la realizacion de experimentos de Mapeo de
Reconocimiento Molecular en la superficie de B. pertussis. En particular se puso a punto un
protocolo de funcionalizacidon de puntas de MFA con anticuerpos especificos y a través de la
realizacion de varios controles se establecio la especificidad de la interaccién. La uniformidad
en los histogramas de fuerza y de distancia obtenidos para los dos tiempos de medida,
sumado a los controles de bloqueo indica un reconocimiento altamente especifico tanto
para la proteina purificada como para la proteina inmersa en una matriz compleja como la
de la superficie bacteriana. El valor mds probable de adhesién para el par antigeno-
anticuerpo en la superficie de una célula viva fue de 150pN, un valor caracteristico para
interacciones antigeno-anticuerpo (42, 43), el cual es coincidente con el valor de interaccién
mas probable resultante de los ensayos de Espectroscopia de Fuerzas de Moléculas Unicas
utilizando como muestra la proteina FHA purificada y depositada sobre mica. La existencia
de maximos locales presentes en la distribucién de eventos de reconocimiento cuyas
magnitudes son multiplos del valor de interaccién encontrado para un par antigeno-
anticuerpo evidencia la interaccién de varios pares moleculares rompiéndose de manera
conjunta, fendmeno caracteristico de este tipo de ensayos debido a la existencia de mas de
una molécula de anticuerpo presente en la punta funcionalizada. El analisis de clusters, al
igual que el andlisis de primeros y segundos vecinos demostraron que luego de recorrer la
superficie de una bacteria con una punta modificada con un anticuerpo especifico para el
reconocimiento del antigeno FHA, se estimula la reorganizacion de la proteina en la
superficie al igual que un aumento en su densidad aparente. Nuestros ensayos indican que
esta reorganizacion no seria consecuencia de un estimulo mecénico ejercido por la punta del
cantilever interaccionando de manera continua con la célula, como tampoco de un proceso

de sintesis o difusion de las proteinas en la membrana externa debido a que el
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comportamiento de células muertas fue el mismo que el observado para bacterias vivas. El
fendmeno observado podria ser consecuencia del reconocimiento quimico especifico entre
los pares ligando-receptor sumado a un cambio de conformacidon de la adhesina FHA
inducido por la fuerza de estiramiento aplicada que le permitiria interaccionar con proteinas
vecinas y de esta manera generar una reorganizacion en dominios mayores. Estos resultados
coinciden con el trabajo publicado por Lecuyer y col (44) donde se menciona que el estrés
mecanico podria inducir una deformacidn fisica o una respuesta bioldgica en bacterias del
género Pseudomonas (modificaciones quimicas superficiales, aumento de densidad de sitios
de unidn) resultantes en un aumento de las uniones entre la célula y la superficie. Un
fendmeno similar ha sido observado por Alsteens y col. para Candida albicans (41), donde,
realizando ensayos similares a los descriptos en este capitulo observaron que el estimulo de
estiramiento de la adhesina amiloidea Als utilizando un anticuerpo especifico produce el
estiramiento de las adhesinas, desplegando dominios de homo-reconocimiento que se
encontraban ocultos y que promueven la interaccidon con mas proteinas Als generando asi un
nucleo de agregacién que magnifica la fuerza de interaccién.

Como se ha reportado, uno de los mecanismos mas importantes en la colonizacién e
infeccion por parte de los microorganismos es la adhesion. Como se mencioné en el Capitulo
IV, la proteina FHA es la principal adhesina de Bordetella pertussis (45, 46), la cual posee al
menos tres dominios de reconocimiento para la adhesion a células del hospedador tal como
se comentd en el Capitulo I: i)es mediadora de la unién a las células del epitelio respiratorio
o matrices extracelulares a través de su dominio de reconocimiento de heparan sulfatos, ii) a
través de su dominio RGD permite la adhesion a macréfagos, monocitos y leucocitos v, iii) a
través de su dominio tipo lectina es mediadora de la unién a células no ciliadas del epitelio
respiratorio (47). De esta manera, un cambio conformacional producido como consecuencia
de un estiramiento mediado por una interaccién especifica que generase una reorganizacién
de las adhesinas en dominios de adhesién promoveria un anclaje mas fuerte a la superficie a
colonizar y consistiria en una ventaja adaptativa muy importante en ambientes de shear y
estrés mecanico como lo constituyen los epitelios respiratorios. Hasta nuestro conocimiento,
es la primera vez que se describe para una bacteria la dindmica de reorganizacién de una
proteina en la superficie de una célula individual con resolucién espacial en el orden de los
nandmetros. Si bien algunos grupos han demostrado la existencia de una organizacion de las

adhesinas en nanodominios nunca se ha reportado una dinamica espacial en tiempo real
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(48, 49). La posibilidad de generar una reorganizacién espacial de adhesinas como
consecuencia de la aplicacién de una fuerza a través de un reconocimiento especifico podria
constituirse en una hipdtesis sobre el mecanismo sensor que estimula a las bacterias a pasar
de una adhesidn reversible a una adhesidn irreversible sumada a las ya existentes que se
refieren a condiciones de estres nutricional o caracteristicas fisicoquimicas de las superficies

(50, 51).
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V 5 CONCLUSIONES

Los resultados expuestos en este capitulo y su analisis permiten arribar a las siguientes

conclusiones:

i) Se logré con éxito la funcionalizacion de las puntas del cantilevers de MFA con moléculas
del anticuerpo IgG anti-FHA utilizando la técnica de fijacién con glutaraldehido.

ii) Se verificé la interaccion FHA-anti-FHA y se calculd la fuerza promedio de interaccién
entre el anticuerpo y el antigeno depositado sobre mica cuyo valor mas probable fue
150pN.

iii) Se logrd identificar en la superficie de bacterias individuales de la cepa B. pertussis
Tohama | la presencia de la proteina FHA utilizando una punta funcionalizada con el
anticuerpo anti-FHA. El valor promedio de interaccion anticuerpo-antigeno fue también
de 150pN.

iv) Se observd que existe un aumento en la presencia de la proteina FHA en la superficie de
células bacterianas individuales luego de un primer mapeo con la punta funcionalizada y
que la densidad de FHA aumenta entre un 10 y un 24% y que existe un reordenamiento
en dominios de FHA mayores y que tal reordenamiento no involucraria la presencia de
nuevas proteinas sintetizadas o difundidas dentro de la membrana.

v) La presencia de clusters moleculares de adhesinas le conferirian a la bacteria la capacidad
de generar interacciones focales de mayor magnitud valiéndose de la sinergia de las

interacciones individuales que participan en ella.
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VI

Conclusiones Generales y Perspectivas

El presente trabajo de Tesis Doctoral pretendid
abordar la tematica del desarrollo en biofilm por parte de aislados clinicos de Bordetella
pertussis utilizando diferentes disefios experimentales. A través de técnicas moleculares
como la protedmica comparativa y la expresion relativa de genes se logrd identificar un
aumento en la expresidn de factores de virulencia en un aislado clinico de B. pertussis en
comparacion con la cepa B. pertussis Tohama |. Muchos de estos factores de virulencia,
sobre-expresados en el aislado clinico estudiado, corresponden a importantes adhesinas,
gue han sido reportadas como necesarias para el desarrollo de las etapas de adhesién y
maduracion del biofilm de la cepa de referencia de B. pertussis. Si bien no se han podido
identificar polimorfismos en la secuencia de genes estructurales y regulatorios que permitan

explicar el patrén de expresién detectado en la cepa clinica, el andlisis realizado conlleva un
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avance importante en la busqueda de los mecanismos de adaptacion a nivel de crecimiento
adherido a superficies de las cepas circulantes en nuestra regidon. En este trabajo se
demostré que todas las cepas aisladas de pacientes infectados poseen una mayor capacidad
de formacién de biofilm comparadas con la cepa de referencia B. pertussis Tohama |,
creciendo en las mismas condiciones experimentales. Esta respuesta adaptativa de estos
aislados circulantes a mas de 50 afios de vacunacion sistematica en nuestro pais, podria
favorecer la persistencia del patdgeno en el hospedador. Los mecanismos regulatorios
determinantes del aumento en la expresidén de factores de virulencia en el aislado clinico
Bp2723 deberdan ser estudiados en mayor profundidad para tratar de entender
completamente su adaptaciéon a la vida en biofilm e identificar nuevos targets en el
tratamiento de pertussis considerando la adaptacién de las cepas circulantes.

Es evidente que en el tema de tos convulsa existen muchos interrogantes que no han tenido
todavia respuestas concluyentes. Lo concreto es que todavia la enfermedad no ha podido
ser erradicada, aun después de 60 afios del uso de distintos tipo de vacunas en paises con
muy alta tasa de cobertura. Esto implica que la inmunidad generada por las vacunas en uso
no ha sido lo suficientemente efectiva para controlar y erradicar a esta poblacién.

La hipdtesis del crecimiento en biofilm le otorgaria a estas bacterias proteccién contra los
mecanismos de defensa inmune del hospedador y resistencia a los tratamientos con
antibidticos ya que la comunidad microbiana se encontraria protegida por una matriz
polimérica formada durante el desarrollo del biofilm.

Paralelamente al estudio de la formacién de biofilm por parte de las cepas clinicas de B.
pertussis se realizé un abordaje micro y nanoscépico de la distribucién de la proteina FHA, la
principal adhesina de B. pertussis. A través del andlisis de elasticidad de la superficie de

células individuales de la cepa B. pertussis Tohama | y utilizando como controles dos cepas
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mutantes que no expresan la proteina FHA se logrd correlacionar la presencia de la proteina
con zonas de mayor rigidez de la superficie bacteriana. También se identificaron
espacialmente dichas regiones de mayor rigidez, las cuales forman nanodominios donde se
encontraria anclada la proteina FHA.

La presencia de FHA en la superficie de B. pertussis y su distribucidon en nanodominios fue
confirmada a través de ensayos de Reconocimiento Molecular que se llevaron a cabo
utilizando una punta del MFA modificada con un anticuerpo especifico IgG anti-FHA. Para
realizar estos experimentos fue necesario poner a punto un protocolo de funcionalizacion de
puntas que involucré una primera etapa de realizacién de experimentos de Espectroscopia
de Moléculas Unicas que tuvieron como finalidad corroborar la especificidad de las
interacciones de dicha punta funcionalizada con la proteina FHA purificada e inmovilizada
sobre una superficie de mica. Estos ensayos junto con los experimentos de bloqueo
permitieron corroborar la correcta funcionalizacion de la punta del -cantilever.
Posteriormente se detecté la presencia de FHA en la superficie de células individuales de B.
pertussis Tohama | y se evalud su dinamica espacial en el tiempo, observandose que luego
de estimular la superficie celular con una punta modificada con un anticuerpo especifico, se
registrd un aumento en la densidad de sitios de reconocimiento en la superficie de todas las
células estudiadas y que este aumento se encuentra acompafiado de una organizacidon en
clusters de mayor tamafio. Esta distribucion favoreceria fuertemente la interaccién entre las
adhesinas vy la superficie durante la etapa de adhesidén irreversible, que es la primera etapa
en la formacién de biofilm.

De esta manera, hemos logrado investigar los factores y procesos moleculares involucrados

en la formacion de biofilm de B. pertussis utilizando técnicas macro, micro y nanoscépicas.
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En el futuro se plantea la necesidad de continuar estudiando la organizacién y dindmica
molecular de otros factores de virulencia expresados en superficie por células individuales
de B. pertussis provenientes de cultivos planctdnicos pero también provenientes de cultivos
en biofilm de diferentes tiempos de crecimiento, de manera de entender cuales son los
factores involucrados en cada etapa de la formacidn de biofilm. Los objetivos de largo plazo
incluyen el estudio de la expresién de factores de virulencia en la superficie de células

provenientes de aislados clinicos.
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