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Glosario de abreviaturas

c-di-GMP: diguanilato ciclico

DGC: diguanilato ciclasas

PDE: fosfodiesterasas

GGDEF: Dominio diguanilato ciclasa (excepto dominios degenerados)
EAL: Dominio fosfodiesterasa (excepto dominios degenerados)
HD-GYP: Dominio fosfodiesterasa (excepto dominios degenerados)
GTP: Guanosina trifosfato

pGpG: 5'-fosfoguanilil-(3',5")-guanosina

GMP: Guanosina monofosfato

Rec: Dominio receiver fosforilable

RxxD: Sitio de regulacion alostérica de algunos dominios GGDEF
PilZ: dominio de unién a c-di-GMP

RTX: dominio repeats in toxins

FHA: Hemaglutinina filamentosa

PRN: Pertactina

Fim: Fimbria

AC: Adenilato ciclasa

TDN: Toxina dermonecrética

BACTH: Bacterial Adenylate Cyclase Two-Hybrid System

UM: Unidades de Miller

UFC: Unidades formadoras de colonias

BSA: seroalbumina bovina

DO: Densidad éptica

ABS: Absorbancia

HA: Epitope de hemaglutinina

Str: Estreptomicina

Gm: Gentamicina

Km: Kanamicina

Cb: Carbenicilina
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Capitulo 1
Introduccion

Histéricamente la microbiologia ha estudiado el comportamiento y la fisiologia
bacteriana considerando a estos microorganismos como seres aislados. Esta concepcién
ha llevado a la microbiologia a desarrollar y utilizar estrategias de cultivo en las que los
microorganismos proliferan de manera plancténica. No cabe duda de que este método
de estudio ha permitido avanzar notablemente en la comprension de la fisiologia
bacteriana. Si embargo, la evidencia experimental sugiere que el estilo de vida
plancténico no es la forma predominante en la que los microorganismos se encuentran
en la naturaleza'3.

A principios del siglo XX Zobell y otros autores describieron la tendencia de
muchas bacterias marinas a adherirse a distintos tipos de superficies*°. Curiosamente,
las primeras observaciones de organismos creciendo adheridos a superficies no fueron
realizadas por los sectores tradicionales de la microbiologia. Quienes reconocieron la
importancia del desarrollo de esta area de estudio fueron los sectores industriales
relacionados a sistemas de tratamientos de aguas y residuos®. La presencia de
microorganismos creciendo sobre superficies genera procesos de biodeterioro que
impactan sobre los sistemas de distribucion de agua potable, edificios, pinturas,
monumentos histéricos y sistemas de calefaccion y enfriamiento basados en circulacion
de agua.”.

En la segunda mitad del siglo XX William Costerton se convertiria en el principal
impulsor y maximo referente del estudio de los microorganismos adheridos a
superficies"'?. No obstante, no fue sino hasta el afio 1981 cuando F. McCoy, D. Bryers
J. Robbins y el propio W. Costerton acuiaron el término biofilm para referirse a las
“bacterias filamentosas” que se adherian a la superficie de reactores y caferias
industriales (Figura 1.1)™".

Desde aquellos anos, hasta nuestros dias, la definicion de biofiim ha sido
adaptada a los conocimientos de la época. Hoy en dia, una de las definiciones mas
aceptadas establece que un biofilm es “una comunidad microbiana sésil, caracterizada
por células que estan adheridas irreversiblemente a un sustrato o interfase, o unas con
otras, embebidas en una matriz de sustancias poliméricas extracelulares que ellas han
producido y que expresan un fenotipo propio™'?. Esta definicién incluye no soélo a
comunidades formadas por un solo tipo de bacterias sino también a consorcios formados
por multiples especies o por diferentes tipos de microorganismos (hongos, algas y

protozoos).
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Figura 11. Imagenes
representativas del articulo
publicado en 1981 por
McCoy et. al. en donde se
utilizdé por primera vez en la
historia de la microbiologia
el concepto de biofilm para
definir a la comunidad de
bacterias que se adherian a
la superficie de los sistemas
de circulacion de agua en
instalaciones industriales.

Formacion de biofilm in vivo

La microbiologia clinica empez6 a tomar real dimension de la importancia de los
biofilms microbianos en la salud humana cuando Niels Hgiby describi6 la presencia de
agregados de bacterias rodeados de una sustancia viscosa en muestras de esputo

provenientes de pacientes afectados por fibrosis quistica (Figura 1.2)".

Figura 1.2. Imagenes representativas del articulo de Niels Hgiby etf. al.
(1977) en donde se identificod por primera vez la presencia de agregados de
P. aeruginosa en muestras de esputo provenientes de pacientes con fibrosis
quistica. La imagen (a) corresponde a una muestra de esputo tefida
mediante la técnica de coloracién de Gram donde se observa la presencia
de células de P. aeruginosa y leucocitos polimorfonucleares. En (b) se
aprecia la formacion de agregados bacterianos (biofilms) rodeados de
células del sistema inmune en muestras de esputo.

Hgiby y sus colaboradores sugirieron con gran atino la relacion directa que podia
existir entre la formacion de esas estructuras y la persistencia observada en infecciones
con Pseudomonas aeruginosa en estos pacientes’'. Desde ese momento la

importancia de los biofilms en las enfermedades cronicas fue ampliamente reconocida.
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Posteriormente, la presencia de microorganismos formadores de biofilm fue identificada
como la causa de una gran variedad de afecciones a la salud humana y animal como por
ejemplo otitis media cronica’™"", infecciones asociadas a implantes'2?!, osteomielitis
cronica?24, rinosinusitis crénica®>2¢, otras infecciones cronicas?-?° e incluso infecciones
oculares provenientes de bacterias asociadas a los lentes de contacto®; (para mas
referencias acerca de infecciones cronicas originadas por bacterias formadoras de biofilm
se puede consultar la revision de Costerton et al.3'). Las infecciones que desarrollan
biofilm in vivo presentan dos caracteristicas sobresalientes: son infecciones altamente
resistentes a los mecanismos de defensa del sistema inmune y son tolerantes a
tratamientos antibioticos a los cuales las mismas bacterias planctonicas no lo son®2.

La formacion de biofilm permite a los microorganismos unicelulares adoptar una
forma de vida multicelular que aumenta la probabilidad de supervivencia en ambientes
hostiles pero también favorece el crecimiento y desarrollo en ambientes favorables®?.

Entre las ventajas que confiere a los microorganismos la organizacion en estructuras
comunitarias embebidas en una matriz encontramos:

(i) Permite a los microorganismos permanecer en un ambiente tanto tiempo como

sea posible mientras se mantienen las condiciones favorables para el desarrollo.

(iij) Favorece la tolerancia a condiciones adversas como exposicion a radiacion

UV**3% exposicién a metales toxicos>®%

asi como también a altas temperaturas,
condiciones de levada salinidad y pH extremos®.

(iii) Permite evadir el ataque de ciertos predadores como organismos unicelulares
eucariotas (amebas y protozoos) que sélo son capaces de atacar células
plancténicas®.

(iv) En las infecciones animales permite evadir el ataque de células fagociticas del
sistema inmune*’.

(v) Aumenta la tolerancia a antibiéticos*’~*

(vi) La vida en comunidad permite una diferenciacion celular y una verdadera division
del trabajo**°.

Estas ventajas estan conferidas en parte por la presencia de una matriz
extracelular que protege a la comunidad, pero también debido a cambios en el estado

fisioldgico de las bacterias que forman parte de estas comunidades?*?46:47,

Etapas de la formacion de biofilm

La observacion de la naturaleza sugiere que la enorme mayoria de los
microorganismos son capaces de crecer formando agregados embebidos en una matriz

que puede o no desarrollarse sobre superficies estables®*“8. Sin embargo, en condiciones
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de laboratorio, s6lo algunos microorganismos, como por ejemplo las bacterias del género
Pseudomonas, forman biofilm en casi todas las condiciones de cultivo®®. En el otro
extremo, existen microorganismos capaces de formar biofilm sélo bajo condiciones muy
especificas como por ejemplo Escherichia coli K12 o Vibrio Cholerae que forman biofilm
en medios minimos suplementados con aminoacidos*®.

Existen una enorme cantidad de variables que pueden influir en la manera en la
que un cultivo bacteriano se desarrolla en forma de biofilm: temperatura®-52, pH%2, fuente
de carbono®3%, la superficie sobre la cual se forma el biofilm3%5°, entre otras. La formacion
de biofilm también depende del tipo de cultivo utilizado. No presenta las mismas
caracteristicas el biofilm formado en sistemas de cultivo estatico en comparacion al
biofilm formado en sistemas de cultivo continuo. Mas aun distintas velocidades de flujo
en los cultivos continuos pueden determinar distintas caracteristicas de los biofilms®-%7.
En los ultimos afios se ha empleado también la técnica de cultivo en medio semisdlido
como modelo de estudio de biofilms®-°. Las colonias formadas en este tipo de cultivo
presentan caracteristicas que son atribuidas a los biofilms bacterianos. En esta condicion
de cultivo la absorcion de nutrientes y la eliminacion de desechos se produce a través de
la zona inferior de la colonia que esta en contacto directo con el medio de cultivo
agarizado. Los investigadores que desarrollaron este modelo de estudio lo proponen
como un modelo que es mas semejante a las condiciones naturales en que se desarrollan
algunas bacterias, en comparacion a los métodos tradicionales en donde el biofilm se
desarrolla rodeado de medio de cultivo. Sin embargo, en el caso de los biofilms formados
sobre el epitelio pulmonar o en las valvulas cardiacas los nutrientes que llegan a las
bacterias que estan formando el biofilm pueden hacerlo tanto desde la superficie de
contacto como del medio circundante.

La formacion de biofilm constituye un proceso que puede ser regulado a través de
multiples vias de sefializacion. La existencia de estos mecanismos actuando de manera
simultdanea e incluso convergente da cuenta de un proceso sofisticado y altamente
controlado para sensar y responder a diversos estimulos ambientales®'-52. En un articulo
publicado en el afio 2000, G. O’Toole, H. Kaplan y R. Kolter fueron los primeros en
reconocer en la formacién de biofilm un proceso de desarrollo bacteriano gobernado por
una serie de pasos finamente organizados que podria asemejarse al del desarrollo de un
organismo multicelular®.

Hoy en dia el area de biofiims estd dominada por el estudio del patéogeno
oportunista P. aeruginosa, el cual tal como mencionamos, representa una de las
principales complicaciones en la salud de pacientes afectados por fibrosis quistica. Otras
bacterias Gram negativas como P. fluorescens, E. coli, V. cholerae y Caulobacter

crescentus se destacan también como organismos de profundo estudio en el area de
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biofilms. Si bien a nivel molecular el proceso de formacién de biofilm puede presentar
grandes diferencias entre organismos diferentes, es posible establecer una serie de
etapas definidas como parte del proceso global. En este contexto, la formacion de biofilm
puede ser dividida en: (1) adhesion reversible a la superficie; (2) adhesion irreversible a
la superficie; (3) crecimiento y agregacion de células en microcolonias; (4) maduracion y
formacion de macrocolonias y (5) desprendimiento y dispersion de células para colonizar

otras superficies (Figura 1.3)*.

Figura 1.3. Etapas de la formacién de biofilm. (1) adhesién reversible;
(2) adhesién irreversible; (3) formacion de microcolonias; (4)
formacion de macrocolonias; (5) dispersién del biofilm. Imagen
adaptada de Sauer, 2003.

(1) Adhesion reversible a la superficie. En las bacterias moviles el flagelo constituye
un elemento fundamental en las primeras etapas del proceso de formacion de biofilms.
Este elemento permite a la bacteria vencer la fuerzas electrostaticas repulsivas que la
mantienen alejadas de la superficie y acercarse lo suficiente como para establecer
interacciones reversibles®”. En la etapa de adhesion reversible, el contacto con la
superficie se suele producir a través de uno de los polos de la bacteria®®. De todas las
células que en un momento dado interactuan con la superficie, solo algunas terminaran
generando una adhesion suficientemente estable como para empezar el proceso de
formacion de biofilm.

(2) Adhesion irreversible a la superficie. En algunas bacterias se ha visto que para que
el proceso de formacion de biofilm progrese hacia un estado irreversible es preciso que
la bacteria adopte un contacto con la superficie a través de su eje longitudinal. En P.
fluorescens, se ha demostrado que soélo aquellas bacterias que establecen un contacto
de este tipo con la superficie terminan adhiriéndose de manera irreversible®. La adhesina
LapA esta involucrada en esta etapa de la formacion de biofilm, las cepas mutantes en
esta adhesina se ven impedidas de progresar desde la etapa de adhesion reversible

hacia al etapa irreversible®. En otras especies como P. aeruginosa o P. putida esta etapa
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esta caracterizada por la aparicion de un movimiento superficial de las bacterias mediado
por estructuras contractiles denominadas pili tipo 1V/¢7:8,

(3) Formacion de microcolonias. La division celular de las bacterias adheridas a la
superficie conlleva al crecimiento de la comunidad en pequefas colonias denominadas
microcolonias. En esta etapa se vuelven importantes las adhesinas involucradas en la
interaccion célula-célula, tal como es el caso de LapF en P. putida®. Asimismo, comienza
a producirse una matriz extracelular que tiende a evitar la dispersiéon de las bacterias
fundadoras de la colonia. En P. aeruginosa, la produccion del exopolisacarido alginato es
fundamental para establecer esta etapa del proceso’®72,

(4) Formacién de macrocolonias. Esta etapa se caracteriza por la aparicion de un
matriz extracelular densa formada principalmente por polisacaridos, proteinas y ADN que
da soporte a la estructura del biofilm’®74, Cada organismo presenta una composicion
particular. P aeruginosa presenta una matriz cuyos principales componentes son los
polisacaridos alginato, Pel (pellicle formation) y Psl (polysaccharide locus) ademas de
ADN extracelualar’. Asi mismo, en esta etapa la comunidad adopta estructuras rodeadas
por canales a través de los cuales se facilita la absorcion de nutrientes y la eliminacion
de desechos desde y hacia el medio extracelular.

(5) desarmado. Por ultimo, cada biofilm constituye en si mismo una fuente a partir de las
cual se pueden desprender bacterias para colonizar otros nichos. Al dia de hoy, esta
constituye la etapa menos estudiada del proceso. Algunos autores afirman que el
desprendimiento del biofilm podria estar favorecido por la aparicién de zonas con escasa
llegada de nutrientes*®’®. Asimismo, a media que el biofilm aumenta en altura y cantidad
de células, la fuerzas de corte generadas por la circulacion de liquido a su alrededor se
hacen mas fuertes. Este aumento genera desprendimientos de agregados de bacterias
que pueden adherirse a superficies cercanas e iniciar el proceso de formaciéon de un
nuevo biofilm’”. Por ende, esta etapa esta dirigida no sélo por cambios fisioldgicos de las
bacterias dentro del biofilm sino también por esfuerzos mecanicos a Is que estan

expuestos los biofilms®.
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Conceptos generales sobre el segundo mensajero c-di-GMP

El grupo de investigacién dirigido por Moshe Benziman de la Universidad Hebrea
de Jerusalén (Israel) determind, en el afo 1987, que la celulosa sintasa de la bacteria
Acetobacter xylinum (actualmente Komagataeibacter xylinus) estaba positivamente
regulada por un “nuevo dinucledtido circular’”® (Figura 1.4). Esa publicacion constituye el

primer reporte acerca del diguanilato ciclico (c-di-GMP) en la literatura y marcé el primer

paso del desarrollo de un area de
Regulation of cellulose
synthesis in Acetobacter
microbiologia de los dltimos 30 | xylinum by cyclic diguanylic acid

afios. Sin embargo, durante los

estudio de gran impacto en la
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comunidad cientifica comenzd a Figura 1.4. Portada del articulo de Moshe Benziman (Ross, P. et
al. 1977) en el cual se describe por primera vez el rol de c-di-GMP

tomar real dimensidn de la en la regulacion alostérica de la celulosa sintasa de Acetfobacter
xilium.

importancia de este compuesto en
la biologia bacteriana. Desde ese momento hasta hoy, el c-di-GMP ha emergido como
una de las moléculas de sefializacion mas comunes en el universo bacteriano’®.

El c-di-GMP, o di-GMP ciclico o diguanilato ciclico es un dinucleétido de guanina
ciclado a través de los atomos de carbono 3’ y 5 de los residuos de ribosa que lo
componen (Figura 1.4.a). Este segundo mensajero esta involucrado en la regulacién de
procesos como la formacion de biofilm, movilidad, expresién de factores de virulencia y
control del ciclo celular®. El c-di-GMP es un actor clave en el control de los procesos que
regulan los cambios en el estilo de vida de las bacterias incluyendo las transiciones de la
vida libre a la vida sésil en comunidades formando biofilms’®.

La molécula de c-di-GMP presenta una flexibilidad tal que le permite existir en una
gran variedad de conformaciones. Estudios cristalograficos de proteinas unidas a c-di-
GMP muestran a esta ultima en conformaciones que van desde una estructura apilada
hasta una completamente extendida®!®2 (Figura 1.4.b y c). Esta propiedad de la molécula
hace posible la existencia de una gran diversidad de dominios proteicos de union a c-di-
GMP®'. Si bien en concentraciones fisioldgicas la molécula libre se encuentra como
monodémero, también es posible encontrarla en forma de dimeros. Esta propiedad es
fundamental para los mecanismos de regulacion alostérica que presentan algunas

proteinas encargadas de la sintesis del segundo mensajero®:.
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(a) (b)

. i Q OH
HoN.__N Nr&,o—P—OH

(c)

(ej: LapD, FimX, Ykul, BlrP1, TBD1265) (ej: PleD, WspR, PilZ, VpsT)  (ej: PilZ, XcClp)

Figura 1.4. Representaciones de la molécula de c-di-GMP. En la imagen (a) se puede observar los enlaces
fosfodiéster formados entre los carbonos 3’ y 5 de dos residuos de GMP. En la imagen (b) se observa una de
las estructuras tridimensionales que puede adoptar la molécula de c-di-GMP (imagen adaptada de Chou, S. H.
& Galperin, M. Y, 2016). En (c) se visualizan representaciones tridimensionales obtenidas en diferentes
estudios de cristalografia de diversas proteinas de unién a c-di-GMP. La imagen muestra algunas de las
diversas conformaciones que puede adoptar esta molécula (Imagen adaptada de Krasteva, P. V., 2012).

Gran parte de lo que hoy sabemos acerca de c-di-GMP proviene de estudios
realizados en P. fluorescens®, P. aeruginosa®, E. colif®, C. crescentus® y V. cholerae®.
Estas especies constituyen los principales modelos de estudio que han ayudado a la

comprension del rol de este segundo mensajero en el control de procesos bacterianos.

Sintesis y degradacion de c-di-GMP

Los niveles celulares de c-di-GMP estan determinados por las actividades
antagonicas pero coordinadas de enzimas diguanilato ciclasas que lo sintetizan (GGDEF)
y fosfodiesterasas especificas que lo degradan (EAL o HD-GYP) (Figura 1.5). En un
organismo bacteriano dado, a menudo hay multiples variantes de las dos enzimas, que
estan fuertemente reguladas por una variedad de sefales externas e internas debido a

la presencia de dominios sensores o reguladores especificos.
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P c-di-GMP

2GTP E. W { "PDES_." pGpG
———— 26MP
X: ej. REC, GAF,HAMP, PAS @:—_

Figura 1.5. Las diguanilato ciclasas (DGCs) contienen dominios
GGDEF que catalizan la sintesis de c-di-GMP a partir de dos
moléculas de GTP. Las fosfodiesterasas (PDEs) pueden ser de
dos tipos: (i) las que contienen dominios EAL catalizan la
degradacion de c-di-GMP hasta pGpG; (ii) las que contienen
dominios HD-GYP degradan el c-di-GMP para dar dos moléculas
de GMP. Imagen adaptada de Krasteva, P. V., 2012.

Diguanilato ciclasas

La reaccion de sintesis de c-di-GMP esta catalizada por dominios GGDEF (Figura
1.5). El mecanismo de reaccién requiere la dimerizacion de estos dominos®. Durante
este mecanismo, el acercamiento de dos moléculas de GTP unidas a cada uno de los
sitios activos conduce a la condensacion intermolecular y formacién del dinucleétido
ciclico con la concomitante liberacion de dos moléculas de fosfato®®. Hasta el momento,
todas las diguanilato ciclasas descriptas dimerizan en estructura homodiméricas, sin
embargo, Sarenko et al. recientemente han postulado la posibilidad de la formacion de

diguanilato ciclasas heterodiméricas®.

El domino GGDEF es denominado de esa manera en clara alusién a la secuencia
aminoacidica encontrada en el sitio activo de las diguanilato ciclasas (Figura 1.6). Si bien
el nombre acufado para definir este dominio da la idea de una secuencia obligada para
el desarrollo de la actividad, encontramos cierta variacion dentro de la secuencia del sitio
activo de multiples diguanilato ciclasas. En particular se destaca la variacion en la tercera
posicion de la secuencia en la cual es casi tan frecuente encontrar un residuo de
aspartato (GGDEF) como un residuo de glutamato (GGEEF). Ambas secuencias resultan
cataliticamente activas. Por este motivo también es frecuente encontrar al dominio

diguanilato ciclasa denominado como GG(D/E)EF®.

(@) G = Guanina (b) RxxD GGDEF

G -» Guanina
[+7] o w0 o
D - Aspartato s & o8

E = Glutamato G EF
H - Dl s R,_F“ L Y1 P"i £
F = Fenilalanina’ XA ""E < el Dh‘fﬁ X\ E EXo,L 57 3

Figura 1.6. (a) Secuencia aminoacidica que define el nombre del dominio GGDEF. (b) WebLogo del alineamiento
de 37 dominios GGDEF con actividad diguanilato ciclasa (adaptado de Adaptado de Schirmer, T., 2016).
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Los dominios GGDEF raramente son el Unico dominio presente en las diguanilato
ciclasas. El caso tipico, aunque poco comun de los llamados dominio stand alone GGDEF
es la proteina tDGC del organismo termdfilo Thermotoga maritima®'. En términos
generales los dominios GGDEF suelen encontrarse en el extremo C-terminal de proteinas
multidominio. En el extremo N-terminal de estas proteinas es comun encontrar dominos
relacionados con el sensado de senales ambientales (por ejemplo: PAS, GAF, CACHE,
GLOBIN) o dominios de fosforilacién como (por ejemplo, Rec) lo cual da cuenta del rol
de estas proteinas como parte de mecanismos de transduccion de senales.

Hasta el momento se han descripto al menos cuatro mecanismos que afectan la
actividad de las diguanilato ciclasas mediante mecanismos de fosforilacién y regulaciéon
alostérica positiva o negativa. (i) La diguanilato ciclasa de BpeGReg de B. pertussis
posee un dominio GLOBIN sensor de oxigeno (O2) en el extremo N-terminal®?. En
ausencia de O, BpeGReg se encuentra en forma de homodimero inactivo. La unién de
O al dominio sensor produce cambios conformacionales que ubican a los dominios
GGDEF de cada mondmero en la posiciéon adecuada para catalizar la formacion de los
enlaces fosfodiéster entre las moléculas de GTP que estan unidas a cada protomero®%,
(ii) En sentido opuesto, la proteina DgcZ (antes llamada YdeH) de E. coli posee un
dominio sensor de Zinc (Zn*?) en el extremo N-terminal. En ausencia de Zn*?, DgcZ es
un homodimero constitutivamente activo®. La union de Zn*? al dominio sensor N-terminal
altera la conformacién de la proteina de manera tal que los dominios GGDEF quedan
posicionados de un forma no compatible con la sintesis de c-di-GMP. Hasta el momento,
constituye el unico caso conocido de una diguanilato ciclasa inhibida por unién a ligando.
(iii) La proteina PleD de C. crescentus constituye el modelo mas estudiado de diguanilato
ciclasas activadas por fosforilacién. Esta enzima posee en el extremo N-terminal un
dominio Rec (receiver). La forma no fosforilada de PleD se encuentra en forma de
monodmeros inactivos. La fosforilacion del dominio Rec induce la dimerizacién y activacion
de esta diguanilato ciclasa®.(iv) el ultimo mecanismo de regulacién descripto hasta el
momento es la inhibicion no competitiva generada como consecuencia de la union de c-
di-GMP al sitio alostérico | ubicado dentro del dominio GGDEF. Este sitio posee una
secuencia caracteristica RxxD (donde x significa cualquier aminoacido) que se localiza
dentro del dominio GGDEF a escasos 5 aminoéacidos del sitio activo (Figura1.6.b). A
pesar de la cercania en términos de estructura primaria, el plegamiento secundario del
dominio determina que el sitio | y el sitio activo queden localizados en sectores
diametralmente opuestos. Por ende, su mecanismo de accién no esta relacionado con
un bloqueo estérico del sitio activo. Cada protdmero de la diguanilato ciclasa es capaz de
unir una molécula de c-di-GMP a través de este sitio. A su vez la formacién de dimeros

entre estas moléculas de c-di-GMP genera un aumento en la rigidez de la proteina que
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determina la imposibilidad de catalizar la reaccion de sintesis®. Se ha sugerido que este
mecanismo funciona como un modo de retroalimentacion negativa tendiente a evitar el
agotamiento de GTP que seria letal para la bacteria®. Este mecanismo de regulacion
esta presente en una gran cantidad de diguanilato ciclasas como por ejemplo la ya

mencionada PleD de C. crescentus %" y WspR de P. aeruginosa®.

Fosfodiesterasas

La actividad fosfodiesterasa de las enzimas encargadas de la degradacién de c-
di-GMP esta asociada a dos clases de dominios: EAL y HD-GYP (Figura 1.5). El dominio
EAL fue el primer dominio de degradacién especifica de c-di-GMP identificado y sigue
siendo el mejor caracterizado. El producto de la actividad fosfodiesterasa del dominio
EAL es el dinucleétido pGpG (5'-fosfoguanilil-(3',5')-guanosina). La hidrdlisis posterior a
GMP (guanosina monofosfato) es mucho mas lenta y existen dudas acerca de su
relevancia en situaciones fisioldgicas®. Otra enzima, la oligoribonucleasa Orn estaria a
cargo de la hidrolisis de pGpG a GMP®°. Las fosfodiesterasas de dominio EAL requieren
un catién divalente para la actividad enzimatica. En la mayoria de los casos se encuentran
iones Mg*? o Mn*? coordinando parte del sitio activo de la enzima, mientras que el Ca*?y
el Zn*2 inhiben eficazmente la actividad enzimatica'®. Los dominios EAL cataliticamente
activos suelen tener una alta afinidad por c-di-GMP en el rango nanomolar, y la unién de
c-di-GMP puede aumentar la afinidad de dimerizacion''. Aunque los mondémeros pueden
ser cataliticamente activos, la dimerizacion mejora sustancialmente la estabilidad de las
proteinas y la actividad catalitica®®.

Si bien la denominacion utilizada para este dominio denota la importancia de los
aminoacidos glutamato (E), alanina (A) y lisina (L) en el sitio activo, es preciso destacar
que el motivo catalitico podria ser extendido hasta un quinto aminoacido debido a que la
mayoria de las fosfodiesterasas EAL presentan una arginina (R) en la quinta posicidon
(EALXR)7981,

El otro tipo de fosfodiesterasas de c-di-GMP son aquellas caracterizadas por la
presencia de un dominio HD-GYP. A diferencias de las fosfodiesterasas EAL, las HD-
GYP son capaces de degradar la molécula de c-di-GMP hasta GMP teniendo a pGpG
como un intermediario de la reaccion'®. El prototipo de fosfodiesterasa HD-GYP es el
regulador de respuesta RpfG de Xanthomonas campestris'®®. Esta proteina es parte de
un sistema de dos componentes que regula la expresion de multiples factores de
virulencia en esta bacteria'®. La sustitucion de cualquiera de ambos aminoacidos del par
HD por alanina produce una pérdida total de la actividad enzimatica y regulatoria'®. Por

el contrario, la sustitucion de cualquiera de los aminoacido de la triada GYP por alanina
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no tiene efectos sobre la actividad fosfodiesterasa. Sin embargo, estas sustituciones si
afectan la interaccion de esta proteina con proteinas GGDEF a través de la cual regula

la formacion de biofilm y la expresion de factores de virulencia'®.

Proteinas de union a c-di-GMP

Pese a que la descripcidon de c-di-GMP como modulador alostérico de la celulosa
sintasa data del aiio 198778 no fue sino hasta el afio 2006 que el primer dominio de unién
a c-di-GMP fue descripto’®’. Michael Galperin y sus colaboradores demostraron que la
proteina PilZ (PA2960) de P. aeruginosa es capaz de unir c-di-GMP y demostraron
ademas que el dominio a través del cual lo hace esta presente en una enorme cantidad
de proteinas'’ (por ejemplo en la proteina BcsB del complejo de la celulosa sintasa
descripta por Benziman y colaboradores’®). El nombre PilZ acufiado para este dominio
proviene del hecho de que éste es el unico dominio presente en la proteina homoénima.
Posteriormente fue demostrado que la capacidad de union a c-di-GMP reside en los
motivos RxxxR y DxSxxG 8108109,

En este punto del recorrido del estudio de c¢-di-GMP, las herramientas
bioinformaticas de analisis de genomas tomaron una relevancia sobresaliente. Llamé la
atencion que mucho genomas bacterianos que contenian dominios GGDEF y EAL no
contenian ninguna proteina con dominio PilZ predicho. Tal es el caso de bacterias de los
géneros Brucella o Rickettsia en los cuales es posible identificar genes que codifican
dominios GGDEF y EAL pero ninguno que codifique para un dominio PilZ'%. Esta
observacion llevé a la conclusion de que debian existir dominios de union a c-di-GMP
alternativos a PilZ. Asimismo, en un trabajo publicado en el afio 2008 Beyhan y
colaboradores demostraron que la delecién de todos los genes que codifican para
proteinas con dominio PilZ no elimina la regulacién por c-di-GMP del fenotipo rugoso de
las colonias de V. Cholerae''’. Esta evidencia experimental también sugeria la existencia
de un dominio de unién a ¢c-di-GMP alternativo a PilZ.

En ese momento, todas las hipétesis indicaban que dominios GGDEF, EAL y HD-
GYP degenerados podrian cumplir con las funciones de union a c-di-GMP.
Efectivamente, en los afos subsiguientes comenzaron a describirse dominios
cataliticamente inactivos que mantienen la capacidad de unir c-di-GMP.

La primera proteina de union a c-di-GMP a través de un dominio GGDEF no
conservado fue PelD de P. aeruginosa. Esta proteina esta involucrada en la sintesis de
exopolisacaridos y utiliza el sitio inhibitorio | del domino GGDEF degenerado e inactivo
para unir c-di-GMP'"'. PopA de C. crescentus representa otro ejemplo de una proteina

de unién a c-di-GMP que lo hace a través del sitio | de un dominio GGDEF degenerado.
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La localizacion espacio temporal de esta proteina esta involucrada en la regulacion del
ciclo celular en C. crescentus'?,

Dominios EAL degenerados capaces de unir c-di-GMP también han sido
encontrados en una gran variedad de proteinas. FimX de X. campestris y LapD de P.
fluorescens representan los casos mas estudiados en la bibliografia. Los dominios EAL
degenerados que mantienen la capacidad de unién a c-di-GMP son llamativamente muy
diversos en secuencia®'. En las mencionadas proteinas, si bien ambas tienen la
capacidad de unir c-di-GMP, las secuencias de sus motivos EAL son notablemente
diferentes: QAFLR en el caso de FimX y KVLSR en el caso de LapD. Esta observacion
demuestra una escasa conservacion a nivel de secuencia en los dominos EAL de unién
a c-di-GMP.

Existe un cuarto grupo de proteinas de union a c-di-GMP que no pueden ser
encasilladas en ninguno de los grupos mencionados anteriormente. Estas proteinas unen
c-di-GMP a través de dominios que no pueden ser predichos de manera bioinformatica,
es decir no presentan homologia de secuencia con ninguno de los dominios mencionados
antes (PilZ, GGDEF o EAL)®®'. Tal es el caso del regulador transcripcional de P.
aeruginosa FleQ el cual tras la unién de c-di-GMP desencadena un proceso que culmina
en la regulacién de la formacion de biofiim''3. Otro ejemplo de proteinas de unién a c-di-
GMP de este tipo lo constituye VpsT de V. choleare la cual esta involucrada en la
regulacién de la movilidad y la formacion de biofilm™4,

Para completar el panel de receptores de c-di-GMP involucrados en procesos de
sefnalizacién tenemos que mencionar los receptores basados en ARN: los riboswitches.
En términos generales los riboswitches son secuencias de ARN no codificantes
localizadas en el extremo 5’ del ARNm que regulan la expresiéon génica a través de la
union especifica de ciertos ligandos''®. Si bien esta area de estudio no esta tan
desarrollada como las anteriores, el patégeno intestinal Clostridum difficile representa
uno de los organismo donde la regulacion génica a través de este mecanismo ha sido
mas estudiada. En este organismo, la union de c-di-GMP al ARNm del gen pilA activa su

transcripcion favoreciendo la agregacion celular'®.

Mecanismos de regulacién a través de c-di-GMP

El concepto mas arraigado en torno a c-di-GMP como regulador del
comportamiento bacteriano establece que altos niveles de c-di-GMP estan asociados con
un comportamiento sésil (biofilms) mientras que niveles bajos de c-di-GMP definen un

comportamiento mévil. Si bien eso no presenta un error conceptual, hoy en dia sabemos
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gue esa vision es extremadamente simplista debido a que los procesos regulados por c-
di-GMP raramente responden a cambios globales en los niveles del segundo mensajero.

Tal como describimos en los parrafos anteriores el metabolismo de c-di-GMP esta
controlado por la actividad antagénica de diguanilato ciclasas (GGDEF) vy
fosfodiesterasas (EAL o HD-GYP). La mayoria de los genomas bacterianos contienen
diversa cantidad de estas enzimas, asi como también secuencias degeneradas que
pueden actuar como proteinas de union a c-di-GMP. Por ejemplo, el genoma de E. coli
K-12 contiene 29 secuencias con dominios GGDEF o EAL de las cuales 12 son
diguanilato ciclasas y 13 fosfodiesterasas''”''8, A pesar de esta multiplicidad de factores
involucrados en el metabolismo global, la evidencia experimental indica que los
mecanismos de control son altamente especificos''®'?°, Estas evidencias sugieren que
para el control de un determinado proceso existe un par diguanilato ciclasa/
fosfodiesterasa especificamente abocado a ese mecanismo de regulaciéon. Ademas, la
actividad de este par tendria efectos a nivel local y no global en todo el citoplasma celular.

En algunos casos se ha demostrado que esta especificidad se consigue a través
de la interaccion fisica directa de una diguanilato ciclasa y un proteina efectora del
proceso que controla''-2%, Sin embargo, ese mecanismo no es suficiente para explicar
el funcionamiento global de este segundo mensajero. Recientemente Dahlstrom et al.
presentaron un andlisis generalizado de las proteinas del metabolismo de c-di-GMP en
P. fluorescens. El analisis de diversas condiciones de cultivos, sumado a experimentos
de transcriptomica y ensayos de interaccién proteina-proteina, permitié a los autores de
este trabajo demostrar que no es posible comprender los procesos de regulacién de c-di-
GMP bajo el concepto clasico “alto c-di-GMP = biofilm”, “bajo c-di-GMP = sésil”. Los
procesos de regulacion mediante este segundo mensajero siguen un patrén multimodal
que incluye interacciones proteina-proteina, regulaciéon transcripcional y regulacion por
unién a ligando'?*. Sarenko et al. también abordaron el problema del control global a
través de c-di-GMP mediante de un analisis generalizado de diguanilato ciclasas y
fosfodiesterasas en E. coli. En este caso demostraron la existencia de pares de
diguanilato ciclasa/fosfodiesterasa especificos para el control de procesos celulares y
otros grupos inespecificos que estarian encargados del mantenimiento de los niveles
globales de c-di-GMP dentro de ciertos valores®. Ambos trabajos han resultado
reveladores para el area de estudio de c-di-GMP por demostrar lo complejo de la red de

regulacion de la que participa este segundo mensajero.
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LapA, una adhesina involucrada en la formacién de biofilm en P.

fluorescens

Nota: en el Anexo 5 encontrara un esquema del funcionamiento de las proteinas Lap tal
como ha sido descrito en P. fluorescens. Este esquema puede ser cortado o impreso y
sera util para comprender y analizar el funcionamiento de este sistema y los experimentos

realizados en este trabajo de Tesis.

P. fluorescens es una bacteria Gram-negativa que puede ser aislada tanto en
ambientes acuaticos como terrestres'?. Frecuentemente es encontrada asociada a
raices de plantas en las cuales actua protegiéndolas del ataque de ciertos agentes
patogénicos y promoviendo su crecimiento’. En el afio 2007 el grupo liderado por
George O’Toole de la Universidad de Dartmouth (Hanover, New Hampshire, Estados
Unidos) describioé que el fosfato inorganico presente en el suelo actia como una senal
que regula los niveles citoplasmaticos de c-di-GMP en P. fluorescens'?®. Este trabajo
demuestra que la limitacion de fosfato inorganico en el medio de cultivo induce la
expresion de la fosfodiesterasas RapA, y como consecuencia de ello se reducen los
niveles de c-di-GMP que conducen a la inhibicion de la formacion de biofilm'?. Este
mecanismo es dependiente de la adhesina gigante LapA (large adhesin protein A)'?°. El
estudio de esta respuesta ha sido el puntapié inicial para la descripcion de uno de los
mecanismos de regulacion a través de c-di-GMP mas detallados que conocemos hasta
el momento: el sistema formado por las proteinas LapD, LapG y LapA.

LapA es una proteina de membrana de 520 kDa de la familia de las adhesinas y
toxinas RTX (repeats-in-toxins) que es secretada a través de un sistema de secrecion
tipo | y constituye, bajo ciertas condiciones, la principal adhesina de P. fluorescens. A lo
largo de su gran extension encontramos diversos dominios involucrados en la secrecion,
localizacion y formacion de biofilm. Gran parte de la estructura de LapA esta formada por
una regién de 37 repeticiones de 100 aminoacidos cada una'?’. Hacia el extremo C-
terminal encontramos un dominio de unién a calcio (Calx-f), un dominio del tipo factor A
de von Willebrand (VWA), un dominio RTX y secuencias de sefalizacion para el sistema

de secrecion tipo | (Figura 1.7).

—(DRCO0C0UDTRCOMOCCO0DEHE @+

Figura 1.7. Estructura de dominios de la adhesina LapA de P. fluorescens. Imagen
adaptada de Smith J., et. al., 2018.

33



Capitulo 1

El dominio Calx-B fue originalmente descripto en canales intercambiadores
Na*/Ca*? en células eucariotas en donde se encuentra directamente involucrado en la
union a Ca*? 12129 Sin embargo, en lo que respecta a la adhesina LapA, su funcién es
desconocida ya que la delecion de este dominio no altera la localizacion de la proteina ni
la habilidad de P. fluorescens de formar biofilms'27.130,

Los dominios VWA mejor caracterizados forman parte de proteinas extracelulares
de células eucariotas y estan involucrados en la adhesion celular y en interacciones
proteina-proteina’!. Este dominio también ha sido encontrado en bacterias Gram
positivas como Streptococcus agalactiae en donde esta involucrado en la adhesion a
células epiteliales’?. Asimismo, ha sido descripto en bacterias Gram negativas como P.
aeruginosa en donde el dominio VWA es necesario para la correcta localizacién de la
proteina PilY1 en la membrana plasmatica’?. En el caso de LapA de P. fluorescens, este
dominio no esta involucrado en la localizacion de la adhesina sobre la membrana
plasmatica pero si es necesario para la formacion de biofilm'?’.

El dominio RTX es un dominio de unién a Ca*? encontrado en muchas toxinas y
grandes adhesinas que consiste en un numero variable de repeticiones de la secuencia
rica en glicina GGxGxDxxx'3*. Segun un reciente trabajo publicado por el grupo dirigido
por Peter Sebo del Instituto de Microbiologia de la Academia de Ciencias de la Republica
Checa, el plegamiento de este dominio en el espacio extracelular rico en Ca*? constituye
la fuerza impulsora para el pasaje de grandes proteinas a través del canal del sistema de
secrecion tipo 1'%°. Los trabajos en P. fluorescens reflejan que el dominio RTX podria
tener un rol similar en LapA ya que la delecién de esta porcidn reduce significativamente

la localizacion sobre la membrana plasmatica'’.

Secrecion de LapA a través de un sistema de secrecion tipo |

Como mencionamos en la seccion anterior, la adhesina LapA es secretada desde
el citoplasma a través de un sistema de secrecion tipo | (T1SS)'%. Los genes que
codifican para los componentes de este sistema de secrecion (lapB, lapE y lapC) se
encuentran codificados en la region adyacente a la adhesina LapA®3. A diferencia de otros
efectores del T1SS, LapA no es eyectada directamente al espacio extracelular. Esta
adhesina constituye el primer caso descripto de un efector del sistema de secrecion tipo
| secretado en 2 pasos'®. Esta caracteristica es lo que le da al sistema de proteinas Lap
la versatilidad necesaria para controlar la formacion de biofilm. LapA es retenida en el
canal formado por la proteina LapE del sistema de secrecion tipo | de manera tal que su
extremo N-terminal queda expuesto al espacio periplasmatico (Figura 1.8)'¢ . El extremo

opuesto C-terminal, rico en dominios involucrados en adhesion y formacion de biofilm
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queda expuesto al espacio

extracelular. En el extremo N-

terminal LapA posee una estructura
fundamental para el funcionamiento
de todo el sistema: el Modulo de
1.8). EI

plegamiento de esta region genera

Retencién  (Figura

una estructura globular que, por su

Médulo
8By de

G
App N

tamarnio, es incapaz de atravesar el
canal del sistema de secrecion tipo
1'%, De esta manera, el Modulo de
secrecion

Retencion evita la

2018.

Figura 1.8. Esquema de la adhesina LapA de P. fluorescens
anclada al canal formado por LapE en la membrana externa. La
presencia del Modulo de Retencién en el extremo N-terminal,
localizado hacia la regiéon periplasmatica, impide la secrecion
prematura de la adhesina. Imagen adaptada de Smith J., et. al.,

prematura de LapA en condiciones

Optimas para la formacion de biofilm.

LapD y LapG regulan la localizacién de LapA

LapD es una proteina transmembrana localizada en la membrana interna que

funciona como sensor de la concentracion intracelular de c-di-GMP® (Figura 1.9). En su

porcién citoplasmatica presenta un dominio EAL y un dominio GGDEF ambos

degenerados y cataliticamente inactivos®. La porcidon citoplasmatica de LapD esta

conectada al dominio periplasmatico a través de un dominio HAMP, dominio encontrado

habitualmente en proteinas transmembrana de transduccion de sefiales":138,

El tercer actor de este mecanismo
de regulacion es la proteasa periplasmatica
LapG (Figura 1.9). Esta proteasa localizada
en el espacio periplasmatico es capaz de
interactuar fisicamente con la porcion
periplasmatica de LapD'3°.

Cuando los niveles citoplasmaticos
de c-di-GMP son elevados, LapD une el
segundo mensajero a través de su domino
EAL®. La unién de c-di-GMP en el lado
citoplasmatico de LapD genera un cambio
conformacional que se transmite desde el
citoplasma hacia el periplasma a través del

domino HAMP?84.139.140

Periplasm

™) T L)

oo
:| - c-di-GMP "
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LapD LapD
+
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Figura 1.9. Esquema del funcionamiento del sistema
de proteinas Lap (LapD, LapG y LapA) de P.
fluorescens en respuesta a los niveles citoplasmaticos
de c-di-GMP. Imagen adaptada de Cooley R., et. al.,
2015.
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En estas condiciones, el dominio periplasmatico de LapD adopta una conformacion tal
que le permite mantener retenida a LapG e inhibe de esta manera su libre circulacion a
través del periplasma®®-'4! (Figura 1.9, izquierda). LapA, en estas condiciones (altos
niveles de c-di-GMP en el citoplasma), se mantiene localizada sobre la membrana
plasmatica. De esta manera P. fluorescens a través de la adhesina LapA es capaz de
adherirse a las superficies y formar biofilm.

Cuando la bacteria se encuentra en condiciones desfavorables para su desarrollo
y multiplicaciéon, como por ejemplo en ambientes limitados en fosfato, la concentracion
citoplasmatica de c-di-GMP se ve reducida’?®. En ausencia de c-di-GMP LapD modifica
su conformacion citoplasmatica. Este cambio conformacional es trasmitido a través del
dominio HAMP a la porcion periplasmatica la cual, en estas condiciones, no puede
mantener unida a LapG (Figura 1.9, derecha). De esta manera, la proteasa LapG es libre
de difundir a través del periplasma y cortar el extremo N-terminal de la adhesina LapA.
Este corte libera el extremo que contenia el Modulo de Retencién a traves del cual LapA
era mantenida sobre la membrana externa'®. Al perder esta estructura, LapA es liberada
de la membrana plasmatica y asi P. fluorescens pierde su principal adhesina y se ve

anulada su capacidad de formacién de biofilm®.

GcbC interacciona fisicamente con LapD

Mediante la mutacion generalizada de todas las posibles diguanilato ciclasas de
P. fluorescens Newell et al. demostraron que, en un medio minimo conteniendo glicerol
y triptona como fuentes de carbono y nitrégeno, sélo cuatro de ellas estan involucradas
en el control de la formacién de biofilm: WspR, GebA, GebB y GebC'2. De ese grupo de
cuatro diguanilato ciclasas s6lo GecbB y GebC regulan la formacion de biofilm a través de
LapA™2, El mismo estudio encontro 5 fosfodiesterasas cuya delecién generd aumentos
en la formacién de biofilm. Dado que P. fluorescens posee mas de 40 proteinas que
podrian estar involucradas en el metabolismo de c-di-GMP este escenario vuelve a
plantear la incognita acerca de cdmo se coordina ese inmenso pool de diguanilato
ciclasas, fosfodiesterasas y proteinas de unidn para dirigir el control de un proceso
determinado.

La profundidad con la que el grupo liderado por George O’Toole se ha abocado al
estudio de las proteinas Lap en P. fluorescens ha llevado a la comprension mecanistica
acerca del rol especifico de GebC en el control de la formacion de biofilm 23142143 G¢cbC
es una diguanilato ciclasa localizada en la membrana interna que posee un dominio
CACHE hacia el lado periplasmatico y un dominio GGDEF en el lado citoplasmatico™.

Mediante estudios de mutagénesis de GebC y LapD en combinacion con ensayos de
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interaccion proteina-proteina lograron determinar de qué manera GebC regula en forma
especifica el funcionamiento de las proteinas Lap. Este estudio concluyé que GebC y
LapD interaccionan a través de una superficie que incluye la porcion N-terminal de una
a-hélice localizada en el dominio GGDEF de GcbC y otra a-hélice ubicada en dominio
EAL de LapD' (Figura 1.10, superficie de GebC = a-hélice roja ). Mutaciones puntuales
en los aminoacidos de GcbC involucrados en la interaccion con LapD inducen una
reduccion en la formacion de biofilm, no porque se reduzca la actividad de Gcbc sino
porque se rompe la interaccion LapD-GcbC'2,

Estudios posteriores determinaron que GecbC es capaz de unir citrato a través de
su dominio periplasmatico CACHE y que la union de este ligando potencia la interaccién
GcbC-LapD™2, Asimismo, la interaccion LapD-GebC estimula la actividad diguanilato

ciclasa de esta ultima'3.

P. fiuorescens GebhC P. fluorescens LapD

Periplasm
M
Cyiop lasm

g - c-di-GMP

+ c-di-GMP

477EQLLFAADK?#85 462GRFLPWLER%7°

Figura 1.10. La diguanilato ciclasa GcbC, a través de una a-hélice localizada en su dominio GGDEF
(roja), interacciona fisicamente con una a-hélice ubicada en el dominio EAL de LapD (azul). Imagen
adaptada de Dahlstrom K., et. al., 2015.

Frente a estos resultados el mecanismo de regulacién de la formacion de biofilm
a través de las proteinas Lap queda desentrafiado desde la sefial que induce la formacion
de biofilm hasta el mecanismo que lo posibilita. En forma resumida, en primer lugar, G¢cbC
une citrato a través de su dominio CACHE. La unién de este ligando estimula la
interaccion fisica entre GebC y LapD lo cual a su vez incrementa la actividad diguanilato
ciclasas de GecbC. De esta manera GebC genera un aumento local (no global) de los
niveles de c-di-GMP en las cercanias de LapD. Finalmente, la unién de LapD a c-di-GMP

genera que LapG sea retenida por la porcién periplasmatica de LapD y en estas
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condiciones la adhesina LapA permanece localizada en la membrana plasmatica

contribuyendo significativamente al desarrollo de biofilm.
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Bordetella spp.

El género Bordetella esta constituido por un grupo de organismos de destacada
relevancia en salud humana y veterinaria debido a su capacidad de colonizacion del
epitelio respiratorio’*. La primera especie identificada, la cual da origen al género
Bordetella fue, en el afio 1906, Bordetella pertussis'*'4¢. Este organismo fue aislado a
partir de un paciente que presentaba signos de catarro y posteriormente fue identificada
como el agente causal de la tos convulsa. Si bien en un principio fue catalogada como
Haemophilus pertussis finalmente fue clasificada dentro de un género propio al cual se
defini6 como Bordetella (en honor a su descubridor Jules Bordet) y se acuid la
denominacion que conocemos hasta el dia de hoy: Bordetella pertussis.

Bordetella bronchiseptica fue aislada por primera vez en el afio 1910 de un perro
que presentaba sintomas de moquillo'™’. Originalmente fue catalogada con el nombre de
Bacillus bronchialis, luego como Bacillus bronchisepticus y finalmente tal como la
conocemos hoy en dia Bordetella bronchiseptica'®.

Se han descripto 13 especies dentro del género Bordetella: B. pertussis, B.
bronchiseptica, B. parapertussis (humana), B. parapertusis (bovina), B. avium, B. hinzii,
B. holmesii, B. trematum, B. pseudohinzii, B. bronchialis, B. flabilis, B. sputigena y B.
ansorpii'#4149,

A pesar de que el numero de especies agrupadas dentro del género fue
aumentando a través de los afos, los estudios de patogénesis, biologia molecular y
epidemiologia se han enfocado en las denominas “Bordetellas clasicas™ B. pertussis, B.
parapertussis y B. bronchiseptica. El motivo de este sesgo se debe fundamentalmente a
que estas son las especies de mayor relevancia para la salud humana y animal. Otras
especies, como B. holmesii o B. hinzii, estdn empezando a tomar relevancia y el nUmero
de investigaciones se incrementa afno a ano debido a la aparicion cada vez mas comun
de aislamientos provenientes de pacientes humanos'%%-1%2,

El analisis genémico de B. pertussis, B. parapertussis y B. bronchiseptica ha
llevado a los investigadores a proponer que B. bronchiseptica es el ancestro evolutivo
comun de las otras dos especies'®®. Durante este proceso evolutivo, B. pertussis y B.
parapertussis redujeron significativamente el tamafio de su genoma de manera tal de
perder algunas funciones y reducir su rango de huéspedes. Esta es probablemente la
causa que explica el gran rango de huéspedes que presenta B. bronchiseptica y la
especificidad que presentan las otras dos especies'. Por otro lado las tres especies
presenta un repertorio similar de factores de virulencia'. Entre ellos encontramos las
adhesinas hemaglutinina filamentosa (FHA), pertactina (PRN), fimbria (Fim), factor de

colonizacién traqueal; las toxinas como adenilato ciclasa (AC), toxina dermonecrética
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(TDN), citotoxina traqueal y un regulador de la mayoria de los factores de virulencia: el
sistema de dos componente BvgAS™#4.

Estas caracteristicas compartidas constituyen uno de los elementos mas
importantes que justifica el uso de B. bronchiseptica como un modelo de estudio de B.
pertussis. Esta ultima posee sélo un reservorio natural conocido, los seres humanos. Esto
implica un obstaculo importante para el estudio de la biologia de la bacteria. Si bien el
modelo de infeccién murino es utilizado como modelo de estudio de B. pertussis, son
necesaria dosis bacterianas extremadamente altas para garantizar la colonizacién del
tracto respiratorio del animal de experimentacion. Por este motivo, la bibliografia reporta
proyectos de investigacion en donde B. bronchiseptica es utilizada como modelo de
estudio debido a que es un patégeno natural de animales de investigacion como ratas y

ratones.

Bordetella bronchiseptica.

Bordetella bronchiseptica es un pequefio cocobacilo (0,2 um por 0,7-1 um) Gram
negativo perteneciente a la subclase [ de las Proteobacterias. La clasificacion
taxondémica la ubica ademas como miembro del orden de las Burkholderiales dentro de
la familia Alcaligenaceae. B. bronchiseptica es principalmente un patdégenos de animales
(mamiferos terrestres acuaticos y aves)™. Presenta un rango de huéspedes
notablemente amplio que incluye desde animales domésticos como gatos, perros,
cobayos y conejos; animales silvestres como ratones y ratas; animales de campo como
cerdos, ovejas, caballos, pavos y hasta animales salvajes como zorros, zorrinos, 0so0s,
koalas y animales marinos como focas'41%5.1%_Sj bien este rango de hospedadores es
amplio, no todos los casos de infecciones reportan signos de enfermedad. Tal es el caso
de los aislamientos provenientes de aves y mamiferos salvajes en donde no se observan
sefales que indiquen el desarrollo de un enfermedad como consecuencia de la infeccion
con B. bronchiseptica'®.

Si bien B. bronchiseptica es capaz de infectar humanos, son pocos los casos
reportados en comparacion a los casos reportados con B. pertussis o B. parapertussis'’.
Asimismo, la incidencia de infecciones en humanos es menor que la reportada para otros
mamiferos. La mayoria de los reportes de infeccidon con B. bronchiseptica se producen
en pacientes con fibrosis quistica’®'%® o en individuos inmunocomprometidos como por
ejemplo pacientes con VIH'®, Sin embargo, aunque con menor frecuencia, también se
han detectado infecciones en individuos sanos e inmunocompetentes''-163, |_.a mayoria
de estas infecciones se producen en individuos que han estado en contacto con animales

infectados'%4.
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Modulacién fenotipica, sistema de dos componentes BvgAS

En el género Bordetella, muchos de los factores de virulencia conocidos estan
regulados por un locus denominado Bordetella virulence gene (bvg, antes designado vir
por estar asociado con la regulacion de la expresion de los factores de virulencia). Este
locus bvg, que codifica para un sistema de dos componentes denominado BvgAS
(S=Sensor de membrana; A=Regulador de respuesta), fue identificado por Weiss et al.
en 1989 cuando observaron que la insercion del transposén Tn5 dentro del mismo, abolia
simultaneamente la sintesis de la toxina pertussis, FHA, AC y TDN'®. Las bacterias que
contienen mutaciones en el locus bvg dejan de expresar los genes bvg-activados y
resultan menos infectivas y menos virulentas. Por este motivo se acufié la denominacion
de fase avirulenta a aquella en la cual el locus bvg estaba inactivado y fase virulenta a
aquella en la que el locus esta activado'®®. Las fases también pueden ser denominadas
como Bvg+ (la fase virulenta) o Bvg- (la fase avirulenta) Los genes caracteristicos de la
fase virulenta se agrupan dentro de una denominacion llamada vag por sus siglas en

inglés de virulence activated genes. En concordancia con esta denominacién, aquellos

genes que no estan activados en fase 28°C
. , , Mgso,
virulenta pero si lo estan en fase 37°C Acido Nicotinico

avirulenta se agrupan dentro de la
denominacion vrg por virulence repressed
genes.

El locus bvg codifica para la periplasma

proteina sensora (BvgS) y el regulador de

membrana interna

respuesta (BvgA) de un sistema de dos
componentes denominado BvgAS (Figura
1.11). La proteina BvgS es una proteina
integral de la membrana citoplasmatica
que forma homodimeros. Su extremo N-
terminal esta dirigido hacia el periplasma.
En esta regién contiene dos dominios i
receptores de senales del tipo Trampa de
Moscas Venus (VTF)'®” que se
comunican a la porcion citoplasmatica a
través de un dominio tipo PAS (Per-

ARNT-Sim)'®”. EI mencionado dominio

PAS traduce las sefiales externas en una | Figura 1.11. Sistema de dos componentes BvgAS

L. . formado por el sensor de membrana BvgS y el regulador
cadena de fosforilaciones que comienzan | de respuesta BvgA. Imagen adaptada de Cotter, P. A. &

Jones, A. M., 2003.
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por la auto fosforilacion dependiente de ATP de un residuo conservado de histidina
(H729), prosigue por la fosforilacién de un dominio receptor, para finalmente concluir en
la fosforilacion de un dominio fosfotransportador Hpt'®’. La trasferencia de grupos fosfato
desde el dominio quinasa hasta el regulador de respuesta puede ser retardada mediante
un mecanismo controlado por el dominio receptor. La autofosforilacion de este dominio
retarda la transferencia del grupo fosfato. Finalmente, la sefal de fosforilacion es
transferida al residuo aspartato D54 del regulador de respuesta BvgA el cual, es su estado
fosforilado (BvgA~P) activa la expresion de los ya mencionados factores de virulencia
regulados por este sistema.

BvgA es una proteina citoplasmatica de 23 KDa que esta presente en forma de
homodimeros. La forma fosforilada de BvgA, BvgA~P, es la que posee mayor afinidad
por los sitios de union presentes en los promotores de los genes que codifican para los
factores de virulencia regulados por este sistema'®'%°. Como sitio de union de BvgA~P
se ha descripto una secuencia TTTCCTA de siete bases y secuencias homadlogas que se
encuentran de manera directa o invertidas en los genes regulados por BvgA'”°. Esta
secuencia se encuentra, en general, alejada del sitio de inicio de la transcripcion sin
embargo, una vez que se une un dimero de BvgA~P a la secuencia consenso se unen
luego sucesivos dimeros hasta alcanzar el sitio de unién de la ARN polimerasa'”'. La
interaccion de esta ultima enzima con la molécula de BvgA~P adyacente al inicio de
transcripcion incrementa la eficiencia del inicio de la transcripcidn'’2.

Experimentos empleando mutantes que expresan constitutivamente las proteinas
del sistema BvgAS, o por el contrario defectivos en la expresién del mismo muestran que
la fase virulenta (Bvg+) es necesaria y suficiente para que se desarrolle la infeccién'”
mientras que la fase Bvg- o avirulenta seria incapaz de iniciar la infeccion'3-'76. En el
caso de B. bronchiseptica |la fase avirulenta parece ser la mas apta para el desarrollo de
la bacteria en condiciones limitantes de cultivo. Estos datos sugieren que la funcion de
BvgAS es sensar si la bacteria se encuentra dentro o fuera del tracto respiratorio del
mamifero a fin de activar y reprimir la expresiéon de un perfil genético éptimo para
sobrevivir en ese nicho. Dado que B. bronchiseptica y no B. pertussis ha sido encontrada
fuera del hospedador se ha sugerido que la fase Bvg- en B. pertussis es un remanente
evolutivo sin una funcion actual’’. Sin embargo, resulta interesante que es posible
obtener una proteina BvgS insensible a moduladores simplemente cambiando la histidina
570 por una alanina'®. Hasta el momento no se han encontrado aislamientos de B.
pertussis con esa mutacion si no que por el contrario los aislamientos presentan un
sistema de dos componentes sensible a los moduladores conocidos. Esto sugiere que

este sistema de dos componentes tiene una funcién in vivo'’®.
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Hasta el dia de hoy se desconoce cuales serian las sefiales que podrian activar
al sensor de membrana BvgS para desencadenar la cascada de fosforilaciones que
conduce a la fosforilacion de BvgA. Una hipétesis sugiere que BvgS podria estar
constitutivamente activa e inhibirse 0 modularse por accion de algun ligando hasta hoy
desconocido. En condiciones de laboratorio el sistema BvgAS esta activo cuando
Bordetella es crecida a 37°C. Esto determina que Bordetella crece en fase virulenta
(Bvg+). Si el medio de cultivo es suplementado con cantidades milimolares de sulfato de
magnesio (MgS04) o acido nicotinico se inhibe el sistema BvgAS y Bordetella crece en
fase avirulenta (Bvg-)""". En estas condiciones se reduce la cantidad de BvgA~P y esto
es lo que genera la inhibicion de la expresion de los factores de virulencia vag'’’. El
crecimiento por debajo de 28°C también produce una inhibicion del sistema BvgAS y un
crecimiento en fase Bvg-'"7.

Durante la activacion del sistema BvgAS también se activa otro gen situado
corriente abajo del locus, denominada bvgR. La proteina BvgR es responsable de la
inhibicion de la activacién de diversos vrg, incluyendo aquellos involucrados en la sintesis
del flagelo'®'8, La delecion de este gen permite a B. bronchiseptica expresar
simultaneamente los vrg y vag durante la fase virulenta de la bacteria. Esta expresion
simultanea no es perjudicial para un correcto desarrollo de la infeccion®.

Si bien BvgR inhibe la transcripcion de diferentes genes'’, el analisis de su
secuencia primaria no muestra la presencia de dominios descriptos con capacidad de
union a ADN. La prediccion informatica de BvgR muestra la presencia de un dominio EAL
severamente degenerado. Algunos autores sugieren que podria presentar actividad
fosfodiesterasa y a partir de esa actividad ejercer su regulacion'®. Sin embargo, teniendo
en cuenta lo expuesto en esta introduccion respecto a los requerimientos en secuencia
para que un dominio EAL sea activo, nuestro grupo de trabajo ha propuesto como
hipotesis que BvgR no posee actividad y que es probable que una c-di-GMP en lugar de

degradarlo (tesis doctoral Maria de la Paz Gutiérrez, en curso).

Regulacién de la expresién de los factores de virulencia

El funcionamiento del sistema de dos componentes BvgAS de Bordetella spp. fue
en un principio considerado como un sistema de encendido/apagado de los genes de
virulencia'®-'8_ Sin embargo, el hallazgo de proteinas de expresién intermedia que no
corresponden ni a los genes vag ni a los vrg'® obligo a realizar una reformulacion de la
hipétesis referente al mecanismo de regulacion mediado por BvgAS. Actualmente es
considerado un sistema similar a un reodstato, capaz de regular la expresion de los

factores de virulencia entre los extremos correspondientes a las clasicas fases de
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virulencia (Bvg+) y de avirulencia (Bvg-) y una tercera fase con un perfil de expresion
propio denominada fase intermedia (Bvgi) (Figura 1.11)86-188,

En esta ultima fase, se expresan algunos factores caracteristicos de la fase Bvg+
asi como también factores propios de Bvgi que no se expresan en ninguna de las otras
dos fases (por ejemplo la adhesina BipA)'7":18%1%0 | 3 proteinas BipA es el factor mas
caracteristico de esta fase la cual se ha sugerido esta involucrada en la transmision en
forma de aerosol de las bacterias entre los hospedadores'®. Scarlato et al. han sugerido
que cuando Bordetella se encuentra con un nuevo hospedador, las adhesinas deben ser
expresadas en primer lugar para mediar la adhesién a los tejidos epiteliales, mientras que
las toxinas no son expresadas hasta unas horas después'®'. Durante estas primeras
horas la bacteria podria avanzar hacia un fenotipo Bvg+ completo o volver al fenotipo
Bvg- si es eliminado nuevamente al ambiente. El cambio de promotores entre los factores
de virulencia de manera de alterar la cinética de expresion de adhesinas y toxinas impiden
la correcta infeccion de B. bronchiseptica en el modelo murino'®. In vitro, la presencia de
los moduladores acido nicotinico o MgSQOa en concentraciones menores a las necesarias
para inducir el crecimiento en fase Bvg- producen un inhibicion parcial del sistema BvgAS
que induce el crecimiento de Bordetella en fase Bvgi'®.

Mediante el uso de genes reporteros y estrategias de transcriptomica se ha podido
determinar el patron de expresion de los genes regulados por el sistema de dos
componente BvgAS'™®41%  Estos ensayos han sido realizados en condiciones in vitro
utilizando acido nicotinico o MgSO. para modular la actividad del sistema de dos
componentes. La presencia de cantidades milimolares de estos compuestos induce una
modulacion del sensor BvgS que reduce la cantidad de BvgA~P en forma proporcional a
la concentracion de los moduladores.

Si bien la modulacion fenotipica de Bordetella spp. puede ser dividida en las ya
mencionadas 3 fases de virulencia, los genes que se encuentran regulados por el sistema
BvgAS han sido agrupados en cuatro clases de acuerdo con su cinética de expresion
(Figura 1.12). En condiciones de cultivo in vitro B. bronchiseptica se encuentra en Bvg+
cuando es cultivada a 37°C en ausencia de moduladores. En estas condiciones, el
sistema BvgAS esta completamente activo lo cual genera la expresion maxima de genes
que codifican adhesinas (genes de clase 2, como fhaB, fim2'y fim3, niveles de expresion
indicados por la linea naranja) y toxinas (genes de clase 1, como cyaA-E, y bsc, niveles
de expresién indicados por la linea roja). Asimismo, en estas condiciones se produce una
expresion minima de los genes de clase 3 y clase 4 (niveles de expresion indicados por
lineas de color violeta y azul, respectivamente). En presencia de concentraciones de
acido nicotinico 22 mM'% o de sulfato de magnesio 240 mM Bordetella modula su fase

de virulencia a Bvg—. En estas condiciones el sistema BvgAS esta inactivo y las bacterias
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presentan una expresion maxima de genes de clase 4 y la expresion minima de genes
de clase 1, 2 y 3. Por ultimo, cuando B. bronchiseptica es cultivada en concentraciones
intermedias los moduladores se encuentra en fase Bvgi'® %, En esta situacion BvgAS
esta parcialmente activo y se caracteriza por la expresion maxima de genes de clase 2 y
3 y la expresion minima de genes de clase 1, y 4. El unico gen de clase 3 caracterizado
hasta el momento es bipA, que es activado por BvgA en condiciones de fase Bvgi y

reprimido por BvgA~P en condiciones de fase Bvg+'®°,

.

Nivel de expresion relativo

Bvg- Bvgi Bvg+ |
Concentraciéon de moduladores
(MgS0O, o ac. nicotinico)
Figura 1.12. Nivel de expresion relativo de los genes regulados por el
sistema de dos componentes BvgAS en funcion de las

concentraciones de de los moduladores acido nicotinico o MgSQ, (de
derecha a izquierda, de mayor a menor concentracion).

Regulacién del sistema de dos componentes BvgAS in vivo

El rol del sistema de dos componentes in vivo aun hoy se encuentra en discusion.
Como mencionamos anteriormente, los experimentos iniciales con cepas bloqueadas en
Bvg+ y en Bvg- demuestran que la fase Bvg+ es necesaria y suficiente para establecer
la colonizacién del tracto respiratorio’3. Mas aun la expresion ectopica de los genes
necesarios para la sintesis de un factor caracteristico de fase Bvg- como es el flagelo
resulta perjudicial para el establecimiento de la infeccién y conduce a una reduccién en
el numero de UFC recuperadas de traquea de ratones infectados'®®. Byrds et al. utilizando
un sistema reportero de la activacion de promotores regulados por BvgAS demostraron
que la expresion del flagelo no se activa en ningun momento durante la infeccién en el
modelo murino™®. Si bien estos resultados sugieren que el sistema BvgAS no se
modularia dentro de los huéspedes no es posible descartar que algunos genes
clasificados como Bvg- estén sujetos a mecanismos de regulacién aun desconocidos y

puedan expresarse in vivo. Por ejemplo, en nuestro laboratorio hemos demostrado que
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la expresion simultanea de vag y vrg (incluido el flagelo) no es perjudicial para el
desarrollo de la infeccién en ratones'®. En este sentido, Abe et al. desarrollaron una
estrategia experimental denominada IVET-IP (In Vivo Expressed-Tag Immuno-
Precipitation) basada en la utilizacién de anticuerpos anti c-Myc y bibliotecas genémicas
que presentan secuencias fusionadas a la marca transcripcional c-Myc demostraron que
B. bronchiseptica expresa factores Bvg- durante la infeccion en ratas?®. Se desconoce si
in vivo la activacion de estos genes esta controlada por el sistema BvgAS, pero estos
resultados ponen de manifiesto la existencia de procesos de regulacion complejos que
aun no han sido determinados. Hasta el dia de hoy no ha sido descripto ningin gen
reprimido por el sistema BvgAS que sea indispensable para establecer la colonizacién de

las vias respiratorias en ninglin modelo animal analizado.

Formacion de biofilm en B. bronchiseptica

La capacidad de persistencia es particularmente importante en el caso de B.
bronchiseptica ya que se ha determinado, en varios modelos animales (ratas, ratones y
cerdos), que esta bacteria es capaz de colonizar las vias respiratorias durante periodos
prolongados de tiempo'4195.201-204 y en particular en ratones en donde se ha registrado
que la infeccién no es posible de ser erradicada durante toda la vida de animal®®®,
También se ha descripto la persistencia de la infeccién durante periodos prolongados en
humanos'%2%, Varios autores han relacionado esta caracteristica con la capacidad de
B. bronchiseptica de formar biofiims in vivo sobre el epitelio de las vias
respiratorias?01.207.208

Uno de los factores indispensables para el establecimiento de un biofilm es la
presencia de adhesinas que garanticen una apropiada interaccién de la bacteria con la
superficie?®. Antes de comenzar con el estudio de biofilms, la comunidad cientifica de
Bordetella reunié abundante informacién acerca del rol de algunos factores en la
adhesion y colonizacion.

La Hemaglutinina filamentosa (FHA), codificada en el gen fhaB es probablemente
la adhesina mejor caracterizada de Bordetella spp. Es una proteina de 220 kDa que tal
como su nombre lo sugiere presenta una estructura filamentosa organizada
estructuralmente en 19 hojas B-plegadas que forman una estructura del tipo barril-B que
atraviesa la membrana externa de la bacteria®’®. A lo largo de su secuencia contiene
diferentes dominios involucrados en el pegado a superficies del hospedador, asi como
también en la modulacién de la respuesta inmune. En la region intermedia de su
estructura posee un dominio denominado RGD que consiste en un triplete de arginina -

glicina - aspartato que media la uniéon de FHA a receptores miembros de la familia de las
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integrinas presentes en la superficie de macréfagos?''?'2, FHA también posee un dominio
de reconocimiento de carbohidratos (CRD) que participa de la adhesion a células ciliadas
del epitelio respiratorio asi como también a macréfagos?'®?'4, Un tercer dominio
caracterizado por su rol en la adhesién es el dominio tipo lectina que estaria involucrado
en la adhesion a células no ciliadas?'®. Experimentos de colonizacién realizados con
mutantes en esta adhesina también demuestran su importancia como parte del proceso
patogénico de B. bronchiseptica. Los ensayos de infeccion en ratas publicados por Cotter
et al., demuestran que esta adhesina si bien no es necesaria para el establecimiento de
la infeccion en la nariz si lo es en traquea?'®. FHA puede ser liberada de la membrana
plasmatica por la accion de la proteasa SphB1 de la familia de la superfamilia de la
subtilisinas?'”2'8, sin embargo las sefiales y los mecanismos de control que gobiernan
este proceso no son conocidos.

B. bronchiseptica, al igual que la mayoria de las bacterias Gram negativas,
expresa proteinas de superficie de estructura filamentosa llamadas fimbrias (Fim)?'°. B.
bronchiseptica presenta en su genoma al menos cuatro tipos diferentes de genes
codificantes de fimbrias: fim2, fim3, fimX y fimA%?°. Los productos de estos genes son
ensamblados y secretados a través de un unico sistema, codificado por el locus fimBCD.
Las secuencias codificantes de las distintas subunidades de las Fim y el locus fimBCD
no son contiguos dentro del cromosoma de esta bacteria. Mas aun, el locus fimBCD se
encuentra dentro del operédn FHA, lo cual sugiere un caracter co-transcripcional®®'. La
delecidon del locus fimBCD ha demostrado impedir la expresién en la membrana
bacteriana de todos los tipos de fimbrias. Esto trae aparejado una disminucién en la
colonizacién bacteriana de traquea de ratas??°.

En forma casi simultanea Irie et al. y Misrha et al. demostraron que el sistema
BvgAS regula la formacién de biofilm en B. bronchiseptica???2?% y en B. pertussis®®. Estos
trabajos, asi como resultados de nuestro propio grupo demuestran que en ensayos de
formacion de biofilm en microplaca la formacion de biofilm es maxima en condiciones de
cultivo Bvgi??.

El proceso de formacién de biofilm en B. bronchiseptica puede ser comprendido
en términos de las etapas de desarrollo que han sido explicadas previamente en este
trabajo “°.El andlisis secuencial de diferentes tiempos de formacion de biofilm muestra
una etapa inicial de adhesion de bacterias aisladas a la superficie. En las etapas
siguientes se observa el desarrollo de monocapas y a tiempos prolongados la formacién
de estructuras en 3 dimensiones embebidas en una matriz extracelular y rodeadas por
canales??522¢_Misrha et al. demostraron que la cepa B. bronchiseptica bloqueada en fase
Bvg- no presenta diferencias en la capacidad de formacién de biofilm respecto a la cepa

salvaje durante las primeras 4 horas de la formacion de biofilm. Una mala interpretacion
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de estos resultados llevo a los autores a proponer que la etapa inicial de formacion de
biofilm en B. bronchiseptica seria independiente del control del sistema BvgAS?23. Ocho
afos después Nicholson et al. demostraron que en ese tiempo de la formacion de biofilm
se activan genes de la fase Bvg- (aun cuando el cultivo transcurre en condiciones
Bvg+)?%. Este resultado permite explicar la observacion realizada afios antes por Mishra
et al. Sin embargo el concepto de que B. bronchiseptica posee una fase inicial de
formacion de biofilm independiente de BvgAS aun hoy sigue siendo sostenido por
algunos autores de la comunidad cientifica que estudia Bordetella®?’. Por otro lado, el
descubrimiento de que en condiciones de cultivo Bvg+ se activan genes reprimidos por
BvgAS que son caracteristicos de la fase Bvg- pone de manifiesto la existencia de
mecanismos de control que aun hoy no son comprendidos.

Tal como mencionamos antes, FHA y fimbria no s6lo han sido caracterizadas por
su rol como adhesinas, sino que también se ha evaluado su participacion en la formacion
de biofilm. Ambas adhesinas se expresan tanto en fase Bvg+ como en fase Bvgi®?® sin
embargo su contribucién a la formacién de biofilm en B. bronchiseptica no es igual en
ambas fases. FHA es especialmente importante en la formacion de biofilm en fase Bvgi
mientras que las fimbrias lo son en Bvg+'?. La funcion de FHA en la formacion de biofilm
no se conoce en detalle, sin embargo, se ha determinado que la toxina adenilato ciclasa
(AC) es capaz de inhibir la formacion de biofilm a través de su unién a FHA??°, La delecién
de cyaA en el background salvaje induce un aumento en la formacién de biofilm en fase
Bvg+. Sin embargo al delecién en el background AfhaB no genera el mismo aumento'®.
Hoffman et al. confirmaron posteriormente que la interaccion del dominio adenilato ciclasa
de AC con FHA inhibe la adhesion de esta Ultima y el desarrollo de biofilm en fase Bvg+22°.
En fase Bvgi donde no hay expresion de AC, FHA toma un rol mucho mas preponderante
y en consecuencia la deleciéon de fhaB reduce significativamente la formacion de
biofilm'®7.

En etapas mas avanzadas, el exopolisacarido producido por B. bronchiseptica
(Bps) juega un papel fundamental en la formacion de la matriz extracelular y en la
maduracion del biofilm?3°. Si bien este exopolisacarido no ha sido purificado para realizar
un analisis estructural, la evidencia basada en la reactividad frente a anticuerpos anti-
PNAG?? y la susceptibilidad a enzimas sugiere que seria un polimero de N-acetil-D-
glucosamina unido mediante enlaces B-(1,6) (PNAG o PGA)?°"2%5, La sintesis del Bps
depende del locus bpsABCD funcionalmente equivalente al locus pgaABCD de E.
col?**#1 En ensayos de infeccidon se pudo determinar que el Bps es necesario para la
colonizacion y persistencia en nariz asi como también para el establecimientos de biofilms
robustos en esta zona de las vias respiratorias®®’. A diferencia de otros factores de

virulencia mencionados anteriormente la expresion del locus bpsABCD no se encuentra
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bajo el control de BvgAS?*®. La expresion del operon bpsABCD esta bajo el control del
factor de transcripcién BpsR el cual inhibe la transcripcion de los genes mencionados. La
expresion de este regulador transcripcional esta disminuida en bacterias formando biofilm
respecto de las bacterias en estado plancténico?®?. Resulta interesante destacar que este
regulador, BpsR, también controla el metabolismo de acido nicotinico?3234,

Un segundo locus involucrado en la sintesis de un exopolisacarido ha sido
involucrado en el proceso patogénico de B. bronchiseptica, aunque no en la formacién de
biofilm. Utilizando un modelo murino, Dewan et al. demostraron que el locus BB2918-
BB2934, involucrado en la sintesis de un polisacarido no caracterizado, es fundamental
para el proceso de transmision entre roedores?%,

Otro de los componentes de la matriz extracelular que es necesario para la
formacion de biofilm en B. bronchiseptica es el ADN extracelular. La observacion de que
el agregado de ADNasa a los cultivos de B. bronchiseptica generaba una inhibicion de la
formacion de biofilm llevé a Conover et al. a proponer que la matriz extracelular de los
biofilms de Bordetella spp. debia contener ADN?%. Por otro lado, el agregado de ADNasa
a biofilms preformados sobre superficies de vidrio también produce el desarmado de la
estructura de biofilm lo cual sugiere que este compuesto estaria involucrado en la
estabilizacion de la estructura. Contrariamente, la presencia de ADNasa no tiene efectos
en las primeras etapas (hasta las 6 horas) sugiriendo que el ADN no participa de la etapa
inicial de adhesion a la superifice?®®. Para completar el andlisis del rol de ADN en la
formacion de biofilm, Conover et al. realizaron un tratamiento con ADNasa a biofilms de
14 dias formados in vivo en narices de ratones inoculados con B. bronchiseptica. El
desarmado de estos biofilms también demostré la presencia de ADN extracelular en los
biofilms formados in vivo*®. En otras bacterias ha sido descripto que este proceso se
produce a través de la lisis controlada inducida por la activacion de profagos o bien a
través de vesiculas de membrana?¥”-?%8, Se desconoce, hoy en dia, si B. bronchiseptica
usaria alguno de estos mecanismos para inducir la liberacion de ADN hacia la matriz
extracelular.

Con el objetivo de analizar la composicién promedio de la matriz extracelular,
Serra et al., mediante espectroscopia FTIR, demostraron que a medida que madura el
biofilm aumenta la relacion en composicion de carbohidratos/proteinas lo cual indicaria
que la matriz extracelular estaria compuesta principalmente por hidratos de carbono?®.
Este resultado es coherente con las descripciones mencionadas anteriormente que dan
cuenta de la presencia de ADN y Bps en biofilm maduros.

La porina de membrana externa OmpQ también ha sido caracterizada como un
factor importante para la maduracién de los biofilms en B. bronchiseptica*°.Si bien esta

proteina no es importante en la adhesion a la superficie, ni en las etapas iniciales de la
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formacion de biofilm, la delecion de ompQ genera defectos en la formacién de biofilm a
partir de las 48 horas en sistemas de cultivo en microplacas?%°.

Tal como se ha descripto en otro organismos?*241.242 |a formacion de biofilm en B.
bronchiseptica es un proceso que esta finamente regulado y que presenta un programa
de desarrollo caracterizado por un perfil de expresion génica propio y diferente del perfil
observado en bacterias planctonicas. Este tema ha sido abordado por un estudio de
transcriptomica que determiné el perfil de expresiéon génica en diferentes etapas de la
formacién de biofilm?%®. Este estudio demuestra que el 33% de los genes de B.
bronchiseptica presentan cambios en el patrén de expresion (activacion o represién) en
bacterias formando biofilm respecto de bacterias en estado plancténico??®. Estos
resultados confirman que la formacién de biofilm en B. bronchiseptica es un proceso
estrictamente regulado y en esta condicion las bacterias presentarian diferencias
fisiolégicas respecto de las bacterias plancténicas. Entre los resultados mas destacados
de este trabajo encontramos que muchos genes regulados negativamente por el sistema
BvgAS estan activados durante las primeras etapas de la formacién de biofilm. En
particular se destaca la activacion de fliA, flgS y flaA involucrados en la sintesis del
flagelo??6. Asimismo, se observo un aumento en el nivel de expresion del represor de los
genes de virulencia BvgR y en concordancia con este resultado de determind una
reduccion de la expresidn de fimA, fimC, fimD, fim2, fim3, cyaA, fhaB, fhaC y bvgS?%.

Otro factor descripto en la regulacién de la formacion de biofilm de Bordetella es
el nucledtido (p)ppGpp. Esta molécula es un segundo mensajero involucrado en
transduccion de senales que coordinan respuestas relacionadas al crecimiento celular,
supervivencia al estrés y virulencia en una variedad de bacterias?®®. El rol de este
segundo mensajero ha sido determinado en B. pertussis, pero no en B. bronchiseptica.
La delecion de relA 'y spoT, dos enzimas involucradas en la sintesis de (p)ppGpp genera
defectos en la formaciéon de biofilm, reduce la viabilidad en condiciones de limitacion de
nutrientes y aumenta la susceptibilidad al estrés oxidativo?**. La observacion
microscopica de la cepa ArelA AspoT mostré una disminucidn en la presencia de
estructuras filamentosas en la membrana plasmatica. Estas estructura no serian ninguna
de las adhesina conocidas (FHA o fimbrias) por lo que se trataria de una estructura aun
no caracterizada®**.

En el afno 2013 nuestro grupo de investigacion describié el rol del segundo
mensajero ¢c-di-GMP en la biologia de B. bronchiseptica. En ese trabajo se obtuvieron
cepas con expresion inducible de proteinas que sintetizan (Bb-DGC) o degradan (Bb-
PDE) c-di-GMP induciendo una situacion de altos o bajos niveles del nucledtido
respectivamente. Sobre estas cepas se analizé la capacidad de formar biofilm en placas

multipocillo mediante la técnica de cristal violeta. Dado que la regulacién de la formacion

50



Capitulo 1

de biofilm por parte de BvgAS ya habia sido reportada, se analizaron estos fenotipos en
presencia de diferentes concentraciones de &acido nicotinico para analizar todo el
espectro desde fase virulenta hasta fase avirulenta. La sobreexpresion de una proteina
que participa en la sintesis de c-di-GMP genera un aumento en la capacidad de formar
biofilm, aun en fase avirulenta, la cual habia sido reportada como imposibilitada para
formar biofilm??2. Estos resultados fueron confirmados mediante la visualizacion de las
estructuras formadas mediante microscopia electrénica de barrido (SEM). Ademas, se
demostré que la sobreexpresiéon de una DGC propia (BdcA) de B. bronchiseptica induce
los mismos fenotipos, y aumenta la concentracion intracelular de c-di-GMP??*, Este
aumento en la produccién de c-di-GMP también estuvo acompafiado con una inhibicién
de la movilidad en forma independiente de la presencia del sistema de dos componentes
BvgAS.
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Objetivos generales y particulares

El presente trabajo de tesis doctoral pretende profundizar en la comprension de
los mecanismos moleculares que dirigen la regulacion de la formacion de biofilm a través
de c-di-GMP en B. bronchiseptica.

El objetivo global de este trabajo consiste en determinar el rol los factores
codificaos por las secuencias BB1184, BB1185 y BB1186 en la formacién de
biofilm dependiente de c-di-GMP en B. bronchiseptica.

A fin de dirigirse hacia el cumplimiento del mencionado objetivo se propone avanzar

concretamente a través de los siguientes objetivos particulares:

(i) Utilizar un abordaje in silico para determinar si las secuencias BB1184, BB1185 y
BB1186 codifican la expresion de las proteinas LapD, LapG y una adhesina de la
familia de LapA.

(ii) Describir el funcionamiento de este grupo de proteinas en B. bronchiseptica.
Utilizaremos herramientas de ingenieria genética y biologia molecular para
analizar el rol de BB1184, BB1185 y BB1186 en la formacion de biofilm.

(iii) Evaluar el rol de estas proteinas in vivo en ensayos de colonizacion y trasmision
en modelos animales murinos.

(iv) Determinar cual a cuales diguanilato ciclasas codificadas en el genoma de B.
bronchiseptica participan en el control de las formacién de biofilm a través de
BB1184, BB1185 y BB1186.

(v) Evaluar el rol de estas proteinas en la formacién de biofilm en un medio de cultivo
suplementado con albumina y calcio en concentraciones fisiologicamente
relevantes.
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Introduccion

Previo al comienzo de esta tesis doctoral, nuestro grupo de investigacién
demostré que el segundo mensajero c-di-GMP regula la formacién de biofilm en
Bordetella bronchiseptica?**. El mencionado trabajo constituye el primero en poner en
evidencia el rol de esta molécula de sefalizacion en el control de la formacion de biofilm
en este organismo. Con el objetivo de profundizar en los mecanismos moleculares que
se encuentran detras de este proceso regulatorio, comenzamos utilizando un abordaje in
silico.

A lo largo de este capitulo demostraremos de qué manera encontramos genes
candidatos a regular la formacion de biofilm a través de c-di-GMP en B. bronchiseptica y
ademas presentaremos un analisis pormenorizado de las secuencias aminoacidicas
codificadas en esos genes.

Finalmente presentaremos un andlisis realizado a fin de determinar le presencia
de estos genes en otras especies del género Bordetella y en particular en otras cepas de

B. bronchiseptica.

BB1184, BB1185 y BB186 podrian regular la formacion de biofilm

en B. bronchiseptica

Con el objetivo de iniciar la busqueda de factores involucrados en la formacion de
biofilm comenzamos realizando un analisis in silico del genoma de B. bronchiseptica. Al
momento de comenzar este trabajo de tesis doctoral no contdbamos con la secuencia
del genoma de la cepa B. bronchiseptica 9.73H+2%5, cepa con la cual nuestro grupo ha
venido trabajando en los ultimos afios y utilizado para describir el rol de c-di-GMP. Por
ese motivo, para realizar el analisis utilizamos la secuencia del genoma de la cepa B.
bronchiseptica RB50 (ATCC BAA-588; RefSeq: NC_019382.1) la cual se encuentra
disponible en la base de datos del Centro Nacional para la Informacién Biotecnoldgica
(NCBI).

Para realizar esta busqueda utilizamos como secuencia blanco los 1200
aminoacidos del extremo C-terminal de la proteina LapA (large adhesin protein A) de P.
fluorescens, adhesina cuyo rol en la formacion de biofilm ha sido muy estudiada en P.

ﬂuorescen865,126,127,1 36,140,246
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Figura 2.1. (a) Esquema de la estructura de dominios de la secuencia BB1186 de B. bronchiseptica. (b)
Representacion de la region del cromosoma de P. fluorescens donde estan codificadas las secuencias para las
proteinas Lap (LapD, LapG y LapA) y para el sistema de secrecion tipo | y de la regién del cromosoma de B.
bronchiseptica donde estan codificadas las secuencias BB1184, BB1185 y BB1186 y para el sistema de secrecion
tipo I.

El analisis arroj6 como resultado la presencia de la secuencia BB1186
(BB_RS05895), identificada como “probable hemolisina”, con caracteristicas que la
hacen un excelente candidato a regular la formacion de biofilm a través de c-di-GMP
(Figura 2.1). Esta secuencia comparte propiedades estructurales con la proteina LapA de
P. fluorescens cuyo rol en la formacién de biofilm regulada por c-di-GMP ha sido
reportado previamente'?6.127.136.247_Gj pien la identidad a nivel aminoacidico entre BB1186
y LapA es de solo un 19,6%, la presencia de caracteristicas comunes entre ellas hace
pensar que BB1186 podria ser funcionalmente analoga a LapA. En particular se destaca
la presencia de una region de repeticiones (CADG y VCBS), en la zona central de la
proteina, secuencias de sefializacion para sistemas de secrecion tipo | (T1SS), un
dominio del tipo Factor A de Von Willebrand y un motivo RTX cercano al extremo C-
terminal (Figura 2.1.a). Asimismo, corriente arriba de la secuencia BB1186, encontramos
las secuencias BB1184 y BB1185. La secuencia BB1184 presenta una similitud del 47%
y un porcentaje de identidad a nivel aminoacidico del 30% (Figura 2.1.b). Asimismo, la
secuencia BB1185 presenta una similitud del 62% con respecto a LapG y un porcentaje
de identidad a nivel aminoacidico del 49% (Figura 2.1.b). Al igual que ocurre en P.

fluorescens, corriente abajo de las secuencias BB1184-BB1186 encontramos secuencias
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que podrian codificar para los componentes tipicos de los sistemas de secrecion tipo |
(BB1188, BB1189 y BB1190) (Figura 2.1.b).
Toda esta evidencia sugiere que BB1184, BB1185 y BB1186 podrian regular la

formacion de biofilm tal como LapD, LapG y LapA lo hacen en P. fluorescens.

Analisis in silico de las secuencias BB1184, BB1185 y BB1186

Gracias a la profundidad con que las proteinas Lap han sido estudiadas en
bacterias del género Pseudomonas, en particular en P. fluorescens, existe abundante
informacion a nivel molecular y estructural sobre el funcionamiento de este sistema. Esta
informacion nos permitid realizar un analisis bioinformatico de las secuencias BB1184,
BB1185 y BB1186 con el objetivo de determinar si presentan aquellos aminoacidos y
caracteristicas estructurales que han sido reportadas como importantes para ejecutar sus

respectivas funciones.

BB1184

Tal como fuera mencionado, las secuencias aminoacidicas de LapD de P.
fluorescens y BB1184 de B. bronchiseptica poseen una identidad a nivel aminoacidico
del 30%. Esta informacion suministra una evidencia en favor de la hipétesis de que
BB1184 podria ser LapD en B. bronchiseptica. En base a esto, nos propusimos analizar
si BB1184 posee aquellos aminoacidos que han sido reportados como importantes para
la funcién de LapD en otros organismos.

LapD de P. fluorescens es una proteina localizada en la membrana interna que
actua como un sensor citoplasmatico de los niveles de c-di-GMP gracias a la capacidad
de su dominio EAL de unir esta molécula®. Ademas del mencionado dominio EAL, posee
también un dominio GGDEF, pero ambos resultan cataliticamente inactivos®. No se ha
reportado, hasta el momento, evidencia de que el dominio GGDEF conserve la capacidad
de unir c-di-GMP'0. LapD posee ademas un tercer dominio denominado HAMP,
encontrado habitualmente en proteinas transmembrana de sefializacion?*®. Los cambios
conformacionales producidos en la regién citoplasmatica tras la uniéon de c-di-GMP al
dominio EAL, son trasmitidos a través de la membrana interna hasta la porcidon

periplasmatica a través del dominio HAMP84249.250,
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Figura 2.2. (a) Resultados del analisis de dominios de la
secuencia BB1184 utilizando la base de datos CCD. (b)

'?°mi“if’. Esquema de la estructura de dominios de la secuencia
periplasmatico BB1184 de B. bronchiseptica. Para la representaciéon se
LapD_MoxY_N realizo el modelado molecular de la secuencia BB1184

utilizando como molde las estructuras cristalograficas
! Membrana | depositadas en la base de datos PDB (Protein Data Bank)
interna de la porcion citoplasmatica (3PJW) y la porcion
periplasmatica (3PJV) de LapD de P. fluorescens.

Utilizando la base de datos de dominios CDD de NCBI (CCD: Conserved Domain
Database) identificamos en BB1184 la presencia de tres de los cuatro dominios
caracteristicos de LapD. Los dominios citoplasmaticos GGDEF (e-value: 1,23e7"°) y EAL
(e-value: 4,95e3") y el dominio periplasmatico LapD_MoxY_N (e-value:2.48e™*") fueron
identificados dentro de la secuencia de BB1184 (Figura 2.2.a y 2.2.b). Mediante este
analisis no fue posible identificar la presencia del dominio HAMP que también fuera
destacado como parte de la estructura de LapD.

A continuacion, realizamos un analisis detallado de las secuencias de los
dominios de BB1184 en busqueda de los aminoacidos que han sido descriptos como

importantes para el funcionamiento de LapD en P. fluorescens.

Dominio EAL. En la clasificacion de dominios EAL propuesta por Ute Rdmling et al. el
dominio EAL de LapD forma parte del grupo llla. Dentro de este grupo se encuentran
ademas los dominos EAL de FimX de P. aeruginosa, Lpg1057 de Legionella pneumophila
y PXO_00403 de Xanthomonas oryzae?®'. Todos estos dominios presentan desviaciones
respecto de las secuencias cataliticamente activas, pero conservan la capacidad de unién
a c-di-GMP. Con el objetivo de analizar si BB1184 podria ser considerada dentro de este
grupo de proteinas con dominios EAL degenerado realizamos el alineamiento del dominio

EAL de BB1184 junto a las secuencias de los dominios EAL antes mencionados.
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Figura 2.3. Alineamiento de la secuencia del dominio EAL de
-——= BB1184 con secuencias de dominios EAL pertenecientes al grupo
P--- llla segun la clasificacion de Ute Rémling (Romling et al., 2016)
TVGQ

(dominios EAL degenerados que conservan la capacidad de union
a c-di-GMP. El alineamiento se realiz6 utilizandolas secuencias de
los dominios EAL de FimX de Pseudomonas aeruginosa, Lpg1057
de Legionella pneumophila y PXO_00403 de Xanthomonas oryzae
y LapD de Pseudomonas fluorescens.

En la Figura 2.3 puede verse que el dominio EAL de BB1184 presenta

alineamiento con las secuencias de los otros dominios analizados. Asimismo se observa

que BB1184, en la region correspondiente al motivo EAL, presenta la secuencia AML la

cual no se encuentra entre las secuencias con capacidad para catalizar la degradacion

de c-di-GMP8'25"_ Este resultado implica que BB1184, al igual que LapD de P. fluorescens

careceria de actividad fosfodiesterasa.

Con el objetivo de determinar la presencia o no de otros residuos destacados,

realizamos el alineamiento del dominio EAL de BB1184 junto al de proteinas homdlogas

a LapD de P. fluorescens que han sido previamente estudiadas en P. aeruginosa, P.

putida y L. pneumophila (Figura 2.4).
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Figura 2.4. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de los dominios EAL de las LapD de Legionella
pneumophila, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens y Pseudomonas putida con la secuencia
aminoacidica del dominio EAL de BB1184 de B. bronchiseptica. En azul se destaca la regién del motivo EAL ampliado
(ExLxR) involucrada en la unién a c-di-GMP. En rojo se destacan otros aminoacidos involucrados en la unién a c-di-
GMP.

La proteina LapD se encuentra dentro de un grupo de proteinas EAL capaces de
unir c-di-GMP a través del motivo ExLxR el cual proviene de una extension del motivo
EAL cataliticamente inactivo®'. El andlisis de la secuencia del dominio EAL de BB1184
en primer lugar pone en evidencia la ausencia de la triada aminoacidica EAL (Figura 2.4).
Esto implica que BB1184, al igual que LapD, no seria capaz de catalizar la hidrdlisis de
c-di-GMP.

En segundo lugar, vemos que existen diferencias entre la secuencia del sitio de
union a c-di-GMP de LapD vy el posible sitio de union en BB1184. Mientras la secuencia
de este sitio en LapD es -KVLSR-, la secuencia de este sitio en BB1184 es -AMLML-
(Figura 2.4). El sitio de union a c-di-GMP en BB1184 es notablemente diferente del motivo
canodnico ExLxR.

Otros dos aminoacidos han sido descriptos como importantes para la unién a c-
di-GMP en LapD en P. fluorescens, estos son los residuos K581 y E617%, ambos
residuos estan presentes en BB1184 al igual que en la mayoria de las LapD analizadas
siendo LapD de L. pneumophila la unica excepcién (Figura 2.4).

En resumen, en la secuencia del dominio EAL no existe una conservacion total
entre aquellos residuos reportados como importantes para el funcionamiento de LapD en
P. fluorescens y la secuencia en BB1184. En particular, el motivo “AMLML”, presente en

BB1184, no ha sido descripto en ninguna LapD ni en ninguna proteina con capacidad de
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unir c-di-GMP a través del dominio EAL. La triada ELR constituye la secuencia mas
comun entre dominios EAL que carecen de actividad catalitica pero mantienen la
capacidad de unir c-di-GMP?'. Notablemente, aunque LapD no presenta ninguno de estos
aminoacidos, si conserva la capacidad de unir c-di-GMP?®*. Por ende, resulta importante
destacar la gran variabilidad que existe entre diversos dominios EAL que unen c-di-
GMP?'2%! La evidencia experimental sugiere que es el entorno del motivo EAL el que
define su capacidad de unir c-di-GMP y no la secuencia aminoacidica del sitio EAL en si
misma. Debido a la notable flexibilidad que presenta la molécula de c-di-GMP puede
adoptar una gran variedad de conformaciones lo cual permite que existan una importante

diversidad dominios de union a c-di-GMP81-252,

Dominio GGDEF. EI rol del dominio GGDEF en el funcionamiento de LapD no esta
absolutamente claro. No existe demasiada informacion acerca de cuales son los residuos
aminoacidicos de esta region que son indispensables para la funciéon de la proteina. La
mayor parte de la informacién disponible proviene de la resolucion cristalografica de la
porcion citoplasmatica de LapD de P. fluorescens que incluye al dominio GGDEF 40253,
El dominio GGDEF de BB1184, al igual que el de LapD no presenta un sitio activo
conservado. El alineamiento de BB1184 y LapD junto a diguanilato ciclasas de
demostrada actividad pone en evidencia la ausencia de los aminoacidos necesarios para

catalizar la sintesis de c-di-GMP (Figura 2.5).
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Figura 2.5. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de los dominios
GGDEF de diguanilato ciclasas con probada actividad catalitica junto a la
secuencia aminoacidica del dominio GGDEF de LapD de Pseudomonas
fluorescens (LapD_PF)y BB1184 de B. bronchiseptica.

El motivo GGDEF en BB1184 esta formado por la secuencia -NGSDF-. En la
primera posicion encontramos un residuo de asparagina (N), posicion en la que las
diguanilato ciclasas activas poseen, en general, un residuo de glicina (G)’°. En la tercera
posicion del motivo GGDEF, BB1184 tiene un residuo de serina (S) en lugar de aspartato
(D) o glutamato (E). Ambos cambios presuponen la imposibilidad del dominio GGDEF de
BB1184 de catalizar la sintesis de c-di-GMP. En base a estos resultados BB1184, al igual

que LapD, no seria una diguanilato ciclasa activa.
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La resolucion cristalografica de la estructura de LapD de P. fluorescens pone en
evidencia la importancia de un residuo de glutamato ubicado en la posicion 262 (E262).
En la conformacién auto-inhibida de LapD (en ausencia de c-di-GMP), E262 interacciona
con el residuo R450 del dominio EAL impidiendo el acceso de c-di-GMP a su sitio de
union?°3, Estos dos aminoacidos se encuentran altamente conservados entre las LapD
del género Pseudomonas, pero encontramos un nivel menor de conservacion en
especies diferentes?>®. BB1184 no presenta ninguno de estos dos residuos de
aminoacidos en las posiciones mencionadas. Sin embargo, no existe evidencia
experimental de que estos residuos puedan ser fundamentales para el correcto

funcionamiento de LapD.

Dominio HAMP. En la proteina LapD de P. fluorescens los dominios citoplasmaticos
GGDEF y EAL estan conectados al médulo periplasmatico a través de un dominio
denominado HAMP?*. Este dominio ha sido descripto en una gran variedad de proteinas
de sefializacidn procariotas y eucariotas'’. Habitualmente encontrado en proteinas de
membrana, conecta dominios sensores extracitoplasmaticos con dominios efectores
citoplasmaticos de manera tal de transmitir y convertir sefales externas en respuestas
internas?®*. A pesar de ser un dominio ampliamente distribuido entre proteinas de
sefalizacion existe escasa conservacién a nivel aminoacidico’™®. Su conservacién
funcional reside en una estructura invariante caracterizada por la presencia de dos a-
hélices antiparalelas (AS-1 y AS-2) conectadas mediante una region no estructurada®.
La escasa conservaciéon a nivel aminoacidico que existe entre dominios HAMP de

diferentes proteinas hace dificil su prediccion mediante métodos in silico%.

FAFAIVRWIEKRLLFQVSE(NRATDSEASI

Figura 2.6. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de los dominios HAMP
de BB1184 de B. bronchiseptica y LapD de P. fluorescens. La linea roja destaca la
posicion ocupada por el residuo de glutamato presente en todos los dominios
HAMP.

La Figura 2.6 muestra que el alineamiento de la region de BB1184 que
corresponderia al dominio HAMP y el dominio HAMP de P. fluorescens no arroja buenos

resultados.
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El alineamiento de esta secuencia contra la base de datos de NCBI arrojé como
resultado la existencia de una proteina en Achromobacter spp. que presenta un 66% de
identidad con la regién propuesta de BB1184 y si se encuentra anotada como HAMP.

Existe otra evidencia de que la region propuesta podria efectivamente tratarse de
un dominio HAMP. El residuo de glutamato presente en la posicion 230 de LapD de P.
fluorescens es el unico residuo invariante encontrado en las secuencias de todos los
dominios HAMP estudiados®2%5. En BB1184, este residuo esta presente en esa posicion,
lo cual apoyaria la hipotesis de que efectivamente se trata de un dominio HAMP (Figura
2.6).

Dominio LapD_MoxY_N. Este dominio constituye la porcion periplasmatica de LapD a
través de la cual interacciona con LapG. A diferencia de la profundidad con que ha sido
estudiada la regién citoplasmatica de LapD, existe poca informacién sobre esta parte de
la proteina. La presencia de un motivo GWxQ ha sido destacada como indispensable
para garantizar una éptima interaccion entre LapD y LapG™®. A fin de determinar si este
motivo esta presente en la region periplasmatica de BB1184 realizamos el alineamiento
de las secuencias aminoacidicas de los dominio periplasmaticos de BB1184 y de las otras

LapD previamente estudiadas.

B bronchiseptic
Lipneumophila

P aeruginocsa
P_fluorescens

P _putida

I = NSRS

B _bronchiseptic 60
L pneumcphila 61
P aeruginosa 59
P_fluorescens 59
P _putida 59

B bronchiseptic 118
L pneumcophila 120
P _aerugincsa 119
P _fluorescens 119
P putida 119

Figura 2.7. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de la porcidon periplasmatica de LapD de L. pneumophila,
P. aeruginosa, P. fluorescens y P. putida con la de la secuencia BB1184 de B. bronchiseptica. El rectangulo azul
demarca el motivo GWxQ involucrado en la interaccion con LapG.

El alineamiento muestra que el motivo GWxQ estd presenta en la porcién
periplasmatica de BB1184 al igual que en todas las otras proteinas LapD estudiadas
(Figura 2.7). Este resultado implica que BB1184 podria interactuar con un homdélogo a
LapG en B. bronchiseptica.
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BB1185

LapG es una cistein proteasa dependiente de calcio (Ca*?) que ha sido
caracterizada desde un punto de vista funcional y estructural en P. fluorescens'™ y en L.
pneumophila®®. Basandonos en informacién proveniente de estudios cristalograficos y
funcionales analizamos la presencia de residuos importantes en la secuencia BB1185 a

fin de evaluar si esta secuencia podria ser LapG en B. bronchiseptica.

BB1185 1 e Urls--- e
LapG_LN 1 ———— MLKES[il#s-—------- 4SR PR
LapG_PF 1 MFFAGLTFTIKRIMECPGCHr@AVRFAT|ZTE

BB1185 Y — 1)
LapG_LN 45 LCYVTSFSTQAMP
LapG_PF 51 —————-mmmm N
BB1185 77

LapG LN 102
LapG PF 99

S-BREREL sGEE T HETER A B
NSO F N -JE TRP T TGES D)
il 1ol ARV T[S D WE T PR

BB1185 137
LapG LN 161
LapG_PF 159

BB1185 197
LapG LN 215
LapG_PF 213

Figura 2.8. Alineamientos de las secuencias aminoacidicas completas de LapG de L. pneumophila
(LapG_LN), LapG de P. fluorescens (LapG_LN) y BB1185 de B. bronchiseptica. Las flechas rojas
indican la triada C-H-D involucrada en el mecanismo de la reacciéon de protedlisis. Las flechas
verdes indican un grupo de residuos importantes en la estabilizacion del sitio activo. Las flechas
azules indican los residuos involucrados en la coordinacion de Ca+2.

La actividad proteolitica de LapG reside en la triada catalitica C-H-D (C137, H172
y D189 en la secuencia de LapG de L. pneumophila)®*®. Realizando un alineamiento de
las secuencias de LapG de P. fluorescens, L. pneumophilay BB1185 vemos que BB1185
conserva los residuos aminoacidicos necesarios para desarrollar la actividad proteolitica
(Figura 2.8, flechas rojas). Asimismo, existe un segundo grupo de aminoacidos que si
bien no participan del mecanismo de reaccidon son importantes para estabilizar los tres
residuos antes mencionados. S190, D203 y R201 son fundamentales para coordinar al
residuo D189 en LapG de L. pneumophila y asi estabilizar la region del sitio activo®®.
Estos tres residuos también se encuentran en la secuencia de BB1185 (Figura 2.8,
flechas verdes).

Un segundo grupo de aminoacidos importantes lo forman aquellos involucrados
en la coordinacion de Ca*2. Si bien no esta absolutamente claro el aporte de los iones
Ca*? al mecanismo de reaccion y a la estabilidad de LapG, se ha demostrado que tanto

la actividad proteolitica como la interaccion con LapD dependen de este ion. En L.
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pneumophila los residuos D120, D136, E138 y D139 participan de la coordinacién de
iones Ca* en las cercanias del sitio activo®®. Mientras D136, E138 y D139 resultan
indispensables, la variabilidad encontrada en torno al residuo D120 demuestra su rol
secundario en la estabilizacion del sitio activo. En el caso de P. fluorescens, en donde
estos residuos han sido estudiados funcionalmente, se determiné que los residuos D134
y E136 son necesarios para que LapG adopte la conformaciéon éptima para interaccionar
con LapD™0, La secuencia BB1185 posee tres de los cuatro aminoacidos reportados

como importantes para la unién de calcio (Figura 2.7, flechas azules).

BB1186

Al comienzo del capitulo describimos que la presencia de elementos comunes a
la proteina LapA de P. fluorescens nos condujo a la hipétesis de que BB1186 podria ser
la adhesina de un sistema regulador de la formacién de biofilm dependiente de c-di-GMP
en B. bronchiseptica. Ademas de los elementos destacados previamente, existen otros
qgue son importantes para la funcién de LapA que no fueron considerados en la busqueda
inicial y que requieren de un analisis mas profundo.

En P. fluorescens, el desprendimiento de LapA de la membrana plasmatica,
catalizado por la proteasa LapG, es dependiente de dos elementos ubicados cerca del
extremo N-terminal. EI mencionado desprendimiento de LapA se produce como
consecuencia de un corte proteolitico generado entre un par de residuos de alanina. La
mutacién de este par de alaninas genera una versién de LapA que no puede ser clivada
por LapG'°, Asimismo, el reconocimiento de este sitio de clivado es dependiente de la
estructura secundaria de la secuencia localizada hacia el extremo N- terminal del par de
alaninas. LapG reconoce una hélice-a ubicada 12 aminoacidos antes de sitio de corte y
finalmente genera el corte del enlace peptidico entre los mencionados residuos de
alanina'?’.

BB1186 posee 3 pares de residuos de alanina entre los primeros 150 aminoacidos
del extremo N-terminal que podrian constituir el sitio de clivado para BB1185: 81-AA-82,
96-AA-97 y 111-AA-112 (Figura 2.9.a).
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Figura 2.9. (a) El panel superior muestra el resultado del modelado molecular de la porcion N-terminal de BB1186
utilizando la herramienta informatica Phyre2. Las flechas azules representan regiones que adoptan una estructura
secundaria tipo lamina-B, las hélices verdes representan regiones que adoptan una estructura secundaria del tipo
hélice-a. (b) Representacion tridimensional del modelado molecular de la porciéon N-terminal de BB1186 utilizando el
programa VMD para visualizacion de proteinas. El médulo de retencion se visualiza como una estructura
condensada formada por laminas . El sitio de corte para LapG, -TAAV- esta representado en color amarillo y 12
residuos corriente arriba, coloreada en naranja, se visualiza la hélice-a que participaria del reconocimiento por parte
de LapG.

Para realizar el analisis estructural de la porcion N-terminal de BB1186 utilizamos
la herramienta online Phyre2 que permite determinar la estructura secundaria y terciaria
de secuencias aminoacidicas mediante el alineamiento contra secuencias de una base
de datos de proteinas cristalizadas?’. Mediante este modelado identificamos una
estructura de hélice-a 12 aminoacidos antes del par 111-AA-112 (Figura 2.8.a). Este sitio
reune las dos caracteristicas que han sido descriptas como necesarias para sustratos de
LapG.

El modelado molecular ademas demuestra la presencia de una estructura tipo
barril-B cerca del extremo N-terminal (Figura 2.8.b). Esta estructura, denominada médulo
de retencion, es otra caracteristica tipica de las proteinas de la familia de LapA que son
sustrato de LapG'3®.

Otra regién que resulta importante analizar es la zona central de BB1186 donde
se encuentran las repeticiones de los dominios CADG y VCBS (Dystroglycan-type
cadherin-like domains y Vibrio, Colwellia, Bradyrhizobium, y Shewanella repeats
superfamily respectivamente) (Figura 2.10.a). La secuencia BB1186 presenta ocho
repeticiones. Cada unidad repetitiva puede a su vez ser dividida en 4 regiones: un
dominio CADG, un dominio VCBS y dos regiones intermedias denominadas ID1 e ID2
(por inter-domain region 1 y 2). La representacion tipo WebLogo mostrada en la Figura
2.10.b demuestra un elevado nivel de conservacion entre las secuencias de las 8

repeticiones en la zona media de BB186 en la cepa RB50.
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Figura 2.10. (a) Esquema de la region central de BB1186 donde se encuentra la
zona de repeticiones. Los barriles amarillos representan las 8 repeticiones presentes
en la secuencia de BB1186 de la cepa B. bronchiseptica RB50. (b) Representacion
estilo WeblLogo de la secuencia de las 8 repeticiones. Cada repeticién esta
compuesta por los dominios CADG, IDR1, VCBS e IDR2.

Tal como fuera destacado previamente, la region de repeticiones de BB1186 no
presenta homologia de secuencia con la regién de repeticiones de LapA ni de ninguna

otra entre las proteinas de la familia de LapA.

Analisis en otras especies del género Bordetella

Con el objetivo de determinar si las proteinas Lap podrian ser un mecanismo de
regulacion extendido a lo largo de todo el género Bordetella utilizamos la secuencia lapG
de P. fluorescens (BB1185 en B. bronchiseptica) para realizar una busqueda en los
genomas del resto de las cepas de Bordetella secuenciadas.

Como resultado de esta busqueda, secuencias homodlogas a lapG fueron
encontradas también en B. parapertussis (humana y bovina), B. flabilis, B. bronchialis y
B. ansorpii (Tabla 2.1). El andlisis de las regiones adyacentes a las secuencias
encontradas mostré que todas las especies que presentaban una secuencia homoéloga a
lapG también presentaban secuencias homologas a lapD y una secuencia con
caracteristicas tipicas de las adhesinas tipo LapA (zona intermedia con repeticiones,
factor A de von Willebrand, dominio RTX y secuencias de sefalizacion para un sistema

de secrecion tipo 1). Asimismo, todas estas especies presentan, en esta regién del
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genoma, secuencias que podrian codificar para los componentes tipicos de los sistemas

de secrecion tipo | (Tabla 2.1).

Tabla 2.1. Proteinas Lap encontradas en especies del género Bordetella. Para cada cepa se muestra el nimero de
acceso a la secuencia correspondiente a cada una de las proteinas Lap y los componentes del sistema de secrecion
tipo I.

Especie lapD lapG lapA T1SS
BB1188
B. bronchiseptica BB1184 BB1185 BB1186 BB1189
BB1191
B. parapertussis B
. BPP0972 BPP0973 BPP0974 BPP0977
(DTEnZ) BPP0979
B. parapertussis BN117_3685
(ovina) BN117_3692 BN117_3691 BN117_3690 BN117_3687
BN117_3688
BAUO07_15680
B. flabilis BAUO7_15660 BAUO7_15665 BAUQ07_15670 BAUO7_15685
BAUO7_15695
BAU06_10995
B. bronchialis BAU06_11015 BAU06_11010 BAU06_11005 BAU06_10990
BAU06_10980
SAI71915.1
B. ansorpii SAI71923.1 SAI71921.1 SAI71920.1 SAI71913.1
SAI71907.1

Llamativamente no encontramos esta secuencia en la especie histéricamente
mas estudiada del este género, B. pertussis. Tampoco encontramos evidencia de la
presencia de secuencias homologas a BB1184 o BB1186. Al analizar detalladamente el
genoma de la cepa Tohama | de B. pertussis encontramos que en la region donde
esperariamos encontrar las secuencias BB1184, BB1185 y BB1186 se produjo una gran
delecion. La gran mayoria de los genes de B. bronchiseptica entre BB1183 y BB1269 no
estan presentes en el genoma de B. pertussis. Durante su evolucion, B. pertussis sufrié
un arreglo genomico que la llevé a perder un parte importante de su genoma como
consecuencia de la adaptacién de la adaptacion a su unico nicho conocido, el ser
humano'®3. Nuestro andlisis demuestra que las secuencias analizadas en este trabajo,
BB1184, BB1185 y BB1186, se encuentran dentro de ese grupo de genes que B.
pertussis ha perdido a lo largo de su evolucion.

Tampoco se detecté la presencia de estas secuencias en las especies B. avium,

B hinzii, B. pseudohinzii, B. holmesii o B. trematum.

Andlisis de BB1184, BB1185 y BB1186 en la cepa B.
bronchiseptica 9.73H+

Los estudios de nuestro grupo de investigacion acerca del rol del segundo
mensajero c-di-GMP en la regulacién de la movilidad y la formacion de biofiim de B.
bronchiseptica fueron desarrollados utilizando la cepa B. bronchiseptica 9.73H+2%4, Al

momento de comenzar este trabajo de tesis, el genoma de esta cepa no estaba
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secuenciado, motivo por el cual nuestra busqueda in silico fue realizada sobre el genoma
de la cepa RB50.

Durante el desarrollo de esta tesis, comenzamos con el proyecto de
secuenciacién de la cepa que es objeto de nuestro estudio. La secuenciacién fue
realizada en el Departamento de Ciencias Ambientales de la Universidad de Aarhus
(Dinamarca) utilizando la plataforma lllumina HiSeq 2000-1 TB.

La secuenciacion completa del genoma es una linea de trabajo que excede los
objetivos de esta tesis doctoral. Sin embargo, la secuencia de las regiones genémicas
qgue son objeto de estudio de este trabajo constituye una informacion que aprovechamos
para sustentar el analisis pormenorizado que presentamos en las secciones anteriores.

Las secuencias nucleotidicas BB1184 y BB1185 presentan un 100% de identidad
entre las cepas B. bronchiseptica RB50 y 9.73H+. Asimismo, las regiones intergénicas
se encuentran igualmente conservadas entre las cepas analizadas. La secuencia
BB1186 presentd dos regiones que no pudieron ser secuenciadas (Figura 2.11 Seq1 y
Seq2).

No resulta llamativo que estos gaps se encuentren en la region correspondiente
a la zona media de BB1186, regidn correspondiente a las repeticiones de los dominios
CADG y VCBS. Dada la dificultad de los sistemas experimentales y de las herramientas
informaticas para cerrar y determinar secuencias en regiones altamente repetitivas?®®, la
secuencia completa de esta regidn no pudo ser determinada en la primera secuenciacion.
Con el objetivo de cerrar la secuencia de BB1186 en la cepa 9.73H+ disefiamos primers
con homologia por las regiones adyacentes a aquellas que no pudieron ser secuenciadas
en el primer intento (Figura 2.11.b). Las regiones denominadas Seq1 y Seq2 fueron
amplificadas por PCR y secuenciadas.

Los resultados de estas secuenciaciones muestran la presencia solo de un
dominio VDCG y un dominio VCBS lo cual indicaria la presencia de sélo una de las
repeticiones descriptas en la cepa RB50 (VDCG-IDR1-VCBS-IDR2). Segun estos
resultados BB1186 de la cepa 9.73H+ tendria un peso molecular de 208 kDa, lo cual

representa un valor notablemente bajo para una adhesina tipo LapA.
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(a)

Seq1 Seq2

(b)

ATGGCCAATTCTTCCCCCGCTGTCGTCACCGCCGTCACCGGCCGTGCCTGGATACGCAACAGCGATGGTTCGCTGACCGAATTGCATGAAGGC
AGCAAGGTGCCGCAGGGCAGCGACATCGTCACGGCCTCGGGCTCCACGGTGGCCCTGCAGGTCGATGGCGGCATGCCCCTGGTGATCGGLG
AAGGGCGCGAAGTGGCCGTCACGCCGGACCTGAACGGCGGCGGCGGCGACGCTTCCGAGGCCGCGGTGGCCCTGCCGACCACGACCGACTC
CGAACGCCTGCTGGCCGCCCTGCAGGATGGCCGCGATCCGTTCGACGAGCTGGATCCCACCGCCGCGGTCATCGGCGGCAGCGGCGACAGC
GCCGGCAGCAGCTTCGTGCGCCTGGCCAAGATTCTCGAAAGCACCaCCCCGATGGACCTGGCGTaCCCGAATCCGGGCCGCGGCGAAGACGG
TGTGCGCACCTTCCTGGGCGGCGCCACCGCCGGCECCGATGACGAAGCCGLCGCCCGCGLCCGCCAACCAGGLGLCCCAACGCGLtGgACGALCCT
GGGCCAGACCCGCCAGGGCCAGGCGCTGCGCGGCAACCTGATGCTGAACGACTCGGATCCGGACGGCGATCCGCTGACCGTGGTGTCCGTC
AATGGCCGGCCGATGACTTCCGGCGGCCTGACGCTGCCCGGCAGCGGLCGGCGGCACGTTCACCGTGCAGCCCGACGGCTCGTACACCTTCGT
GCCGGGCAATGAGCACCAGTCGTTGGGCGAAGGCCAGACGACCACCACCACCATCACCTATACGATTACCGACCCGTCCGGCGCGACCTCCA
CGGCCACGCTGACGGTCACCGTCACCGGCACCAACGACGCGCCCACGCTCACCCCGGGCGTGACCCTGGGCGACCAGGCCAACGACGACGG
CGAGGCCATCGCCCCGGTCGACATCTCCGGCCAGTTCCAGGATATCGACAAGGGCGATACGCTGACCTTCACGGCCAATGGCCTGCCGCCGE
GCCTGACCCTGGATCCGGCCACCGGCATCATCTCCGGCACGCTGGATAACTCCGCCTCGCAAGGCGGCAACAACGGCGTCTATACCGTCACCA
TCACGGCCACCGACTCGGGCGGCAAGAGCGTCAGCCAGACCTTCGAGTGGGACGTGACCAACCCCGCCCCGACCGLCCGTGGLCGACGLLGG

 NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

_N CGGCCATCGCCGGCGACAACGGCGGCACCTTCACGCTCAACGCCGACGGCACCTACACCTTCAACCCGGGCCCTGACTTCC
AGAACCTGGCCAAGGACGCCACCGCCGAGACCTCCATCACCTACACCGTCTCCGACGGCGAAGGCGGCACCTCCTCGGCCACGCTGACGATC
ACCGTCACCGGCACCAACGACGCGCCCACGCTCACCCCGAACGTCACCCTGGACGACCAGGCCAACAACGACGGCGAAGCCATCACCCCGGT
CGACATCTCCGGCCAGTTCGAGGACGTCGACAACGGCGACACGCTGACCTTCACCGCCGACGGLLTGCCCCCEGGCCTGACCCTGGATCCGGL
CACCGGCATCATCTCGGGCACGCTGGALAACTCGGCCTCGCAAGGCGGCGCGAACAATGACGGCGTCTACACCGTCGAGATCACCGCCACCG

ACGECARTGHEGCCTCGGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
RN 76 CCGGCGACAACGGCGGCACCTTCACG

CTCAACGCCGACGGCACCTACTCCTTCAACCCGGGCCCTGACTTCCAGAACCTGGCCCAGGGCGACAGTGTCGAGACGTCCATCAGCTACACG
GTTTCCGACGGCGAAGGCGGCACCTCCACGACGACCCTCACGGTCACCGTAACGGGCGTCAACGACACCGGCGCGATCTCCGTGAACCTGGG
CGCCGACGATGGCAAGGTGTACGAAGCCGGGCTGGACAATCCGGCCGACGACAGCGAAACCACCGGL

Figura 2.11. (a) Esquema de la secuencia nucleotidica de BB1186 de la cepa B. bronchiseptica 9.73H+. En rojo se
muestra la region Seq1 y en verde la region Seq2 cuyas secuencias no pudieron ser determinadas en la primera
secuenciacion. (b) Secuencia de las 3.000 pares de bases del extremo N-terminal de BB1186 tal como fue obtenida
en la primera secuenciacion. En letras rojas se detalla la regién de hibridacion de los primers utilizados para
secuenciar la region Seq1; en letras verdes se detalla la region de hibridacion de los primers utilizados para
secuenciar la region Seq2.

A fin de determinar si el tamafio de BB1186 determinado para la cepa 9.73H+ es
igual en otras cepas de B. bronchiseptica, analizamos secuencias homologas a BB1186
en 58 genomas disponibles en bases de datos. Algunos de estos genomas corresponden
a proyectos en desarrollo por lo que aun no han sido curados y también presentan
regiones incompletas. La Tabla 2.2 muestra los resultados de ese analisis.
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Tabla 2.2 Andlisis de secuencias homodlogas a BB1186 en 58 cepas de B. bronchiseptica secuenciadas.
“Indeterminado” significa que, en esa cepa, la secuencia homdéloga a BB1186 estaba incompleta y no fue posible
determinar el numero de repeticiones.
Huésped Cepa numero de repeticiones Huésped Cepa numero de repeticiones
Gato MBORD635 Indeterminado Humano F4563 3
Gato MBORD782 Indeterminado Humano GA96-01 Indeterminado
Perro MBORD785 Indeterminado Humano MBORD675 3
Perro MBORD839 Indeterminado Humano MO211 Indeterminado
Perro MBORD591 Indeterminado Humano MO275 Indeterminado
Perro MBORD595 Indeterminado Humano SBL-F6116 Indeterminado
Cobayo MBORD665 Indeterminado Koala MBORD681 Indeterminado
Cobayo MBORD668 Indeterminado Koala MBORD698 3
Cobayo MBORD670 2 Cerdo CARE970018BB 4
Cobayo MBORD678 Indeterminado Cerdo MBORD849 3
Cobayo MBORD762 2 Conejo RB50 15
Caballo 7E71 5 Conejo 3E44 6
Caballo MBORD624 3 Conejo Al-7 Indeterminado
Caballo MBORD632 2 Conejo B18-5 (C3) 6
Caballo MBORD731 4 Conejo B20-10725633 7
Humano 1289 Indeterminado Conejo RB630 Indeterminado
Humano Bbr77 5 Nutria 5010328 3
Humano MOI 149 11 Foca M435/02/3 2
Humano 253 13 Foca M85/00/2 Indeterminado
Humano 00-P-2730 Indeterminado Pavo CA90 BB02 Indeterminado
Humano 00-P-2796 2 Pavo CA90 BB1334 Indeterminado
Humano 345 3 Pavo F-1 3
Humano D756 Indeterminado Pavo F2 3
Humano D989 5 Pavo MBORD707 5
Humano D993 Indeterminado Pavo MBORD901 3
Humano E010 2 Pavo 0SuU054 Indeterminado
Humano E012 2 Pavo 0OSU095 3
Humano E013 Indeterminado Pavo 0SU553 Indeterminado
Humano E014 3 Conejo 9.73H+ 1

Al analizar las secuencias de los 58 genomas publicados encontramos la dificultad
de que en muchos casos la region correspondiente a la secuencia homologa a BB1186
tampoco se encontraba completa. Esto pone de manifiesto la gran dificultad que existe
para secuenciar esta region por métodos masivos. En aquellas cepas en donde esta
region estaba completa vemos que el niumero de repeticiones que presenta la secuencia
homologa a BB1186 se encuentra entre 2 y 15 con una media de 3. Ninguna de las cepas
analizadas presenta una sola repeticidon tal como determinamos para nuestra cepa de
trabajo. Este resultado podria implicar que el resultado obtenido luego de ambas rondas
de secuenciacion podria no ser correcto. En capitulos posteriores presentaremos mas

evidencia a favor de esta hipétesis.

Conclusiones y discusién

La cantidad y versatilidad de herramientas informaticas sumado a la creciente
disponibilidad de datos biolégicos con que contamos hoy en dia hace casi indispensable
comenzar el estudio de cualquier area de la biologia molecular empleando estas

herramientas disponibles.
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Mediante el analisis in silico del genoma de B. bronchiseptica identificamos un
grupo de secuencias que reunen un conjunto de caracteristicas que las hacen buenos
candidatos a regular la formacion de biofilm a través de c-di-GMP. BB1184, BB1185 y
BB1186 podrian formar parte, en B. bronchiseptica, de un mecanismo de control de la
formacion de biofilm analogo a las proteinas LapD, LapG y LapA en P. fluorescens'*®
(Figura 2.1). Gracias a la profundidad con la que estas proteinas han sido estudiadas
existe abundante informacién sobre el funcionamiento de este sistema a nivel
aminoacidico y estructural. Esta informacion nos permitio realizar un analisis detallado de
las secuencias y estructuras de BB1184, BB1185 y BB1186 con el objetivo de determinar
la presencia o no de residuos aminoacidicos y caracteristicas estructurales que han sido
reportados como importantes para ejecutar sus respectivas funciones.

Como resultado de ese analisis determinamos que las secuencias encontradas
presentan caracteristicas comunes con las proteinas LapD, LapG y LapA.

El dominio EAL de BB1184 presenta diferencias notables con el dominio EAL de
proteinas LapD descriptas en P. fluorescens, P. putida, P. aeruginosa y L. pneumophila
(Figura 2.4). La gran flexibilidad que presenta la molécula de c-di-GMP le permite adoptar
multiplicidad de conformaciones y como consecuencia de ello es que existe una gran
diversidad de dominios capaces de unir esta molécula®’?®'. Esta caracteristica de la
molécula de c-di-GMP hace dificil predecir por métodos bioinformaticos si un dominio es
capaz o no de unir c-di-GMP. Por ende, la diferencia a nivel de secuencia entre el dominio
EAL de BB1184 y el dominio EAL de LapD no puede ser considerada como una evidencia
de que BB1184 no seria capaz de unir c-di-GMP. Si bien el resto de la evidencia sugiere
que BB1184, al igual que LapD seria capaz de unir c-di-GMP, podria ser necesaria la
realizacién de ensayos a fin de determinar empiricamente esta hipotesis. La técnica de
calorimetria de titulacion isotérmica (ITC), constituye una técnica utilizada para
determinar interacciones bioldgicas entre proteinas o entre proteinas y ligandos que
podria ser util a fin de demostrar esta hipotesis?®°.

En el entorno génico de las secuencia BB1186 encontramos secuencias que
podrian codificar para componentes del sistema de secrecion tipo I. Este sistema de
secrecion, al igual que en P. fluorescens®®'3® podria constituir el mecanismo mediante el
cual BB1186 es traslocada hasta la membrana plasmatica. En forma simultanea pero
independiente al desarrollo de nuestro trabajo, el grupo de Y. Horiguchi de la Universidad
de Osaka (Japon) identifico y caracterizd estructuralmente la secuencia BB1186%°.
Basandose en la presencia del dominio RTX en el extremo C-terminal designaron a la
secuencia BB1186 como BrtA por las siglas en inglés de Bordetella RTX family adhesin.

El mencionado trabajo confirma nuestra observacion original de que los genes BB1188-
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BB1191 codifican para el sistema de secrecion tipo | encargado de la secrecion de
BrtA20,

Adhesinas gigantes de la familia de LapA han sido descriptas en P. fluoresces?®",
L. pneumophila®®?, P. putida®®®, Shewanella Oneidensis®®*, Pectobacterium
atrosepticum?®® y V. cholerae®®. Todas estas adhesinas presentan un arreglo de
dominios similar al encontrado en BB1186. La presencia de elementos comunes en
adhesinas de organismos tan variados demuestra que la funcionalidad del sistema esta
muy conservada incluso entre organismos filogenéticamente no relacionados. Sin
embargo, entre las adhesinas tipo LapA de los organismos antes mencionados existen
diferencias importantes en la region media correspondiente a la zona de repeticiones.
Las diferencias en esta region se dan no sélo en numero sino también a nivel de
secuencia. La delecién de esta region en P. fluorescens y en B. bronchiseptica ha puesto
de manifiesto la importancia de esta zona en la adhesion y formacion de biofilm'27:269,
Estos datos sugieren que, en cada organismo, esta region ha ido evolucionando en forma
particular para adaptarse a las superficies especificas a las que se enfrentan en sus
respectivos nichos. El analisis de las secuencias homodlogas a BB1186 en 58 aislamientos
de B. bronchiseptica demuestra también una gran variabilidad en el numero de
repeticiones incluso dentro de un misma especie. Mediante este analisis, no observamos
ninguna correlacion entre el numero de repeticiones y el origen del aislamiento.

Al analizar el genoma de la cepa B. pertussis Tohama | vimos que las secuencias
BB1184, BB1185 y BB1186 son parte de un grupo de genes que se perdieron durante el
proceso evolutivo de B. pertussis. La teoria mas aceptada hoy en dia indica que la gran
reduccion en el genoma de B. pertussis esta directamente relacionada con su adaptacion
a su unico nicho de colonizacion conocido que son las vias respiratorias de humanos'3.
En este contexto, la pérdida de las secuencias BB1184, BB1185 y BB1186 sugiere que
su funcién no era indispensable para la colonizacion de este nicho o bien que su funcién
fue reemplazada por ofras proteinas.

Si bien los resultados mostrados hasta el momento constituyen un fuente de
informacion que avala la hipétesis de que un sistema tipo Lap podria funcionar en B.
bronchiseptica, esto so6lo constituye el principio del analisis. El analisis funcional de
BB1184, BB1185 y brtA (BB1186) sera abordado en los siguientes capitulos.

75






Capitulo 3

BrtA regula la formacion de

biofilm en B. bronchiseptica






Capitulo 3

Introduccion

La adhesina LapA es un factor indispensable para la formacién de biofilm en P.
fluorescens®. La localizacion de esta proteina sobre la membrana plasmatica esta
controlada de manera post transcripcional a través del segundo mensajero c-di-GMP.
Debido a que esta adhesina esta involucrada en etapas iniciales del proceso de formacién
de biofilm, su ausencia conlleva a la imposibilidad de P. fluorescens de desarrollar estas
estructuras®?.

Los resultados presentados en el capitulo anterior sugieren que la secuencia
BB1186 presenta caracteristicas comunes con la adhesina LapA de P. fluorescens.
BB1186 al igual que LapA presenta una regién de repeticiones en la zona media de la
proteina y un dominio RTX, un dominio del tipo factor A de Von Willebrand y secuencias
de senalizacion para sistema de secrecion tipo | en el extremo C-terminal. Estas
observaciones nos condujeron a la hipotesis de que BB1186 podria ser una adhesina
involucrada en la formacion de biofilm en B. bronchiseptica.

La secuencia BB1186 ha sido denominada brtA por el grupo de investigacion
liderado por Y. Horiguchi de la Universidad de Osaka (Japdén)?°. La denominacion
acufada responde al nombre en idioma inglés “Bordetella RTX-family Adhesin”. Por lo
tanto, de aqui en mas adoptaremos esa misma denominacién para referirnos a BB1186.

A lo largo de siguiente capitulo presentaremos los resultados del analisis del rol
de BrtA en la formacion de biofilm de B. bronchiseptica. Para el cumplimiento de este
objetivo disefiamos y obtuvimos la cepa AbrtA por delecion limpia mediante doble
recombinacion homodloga y evaluamos su capacidad de formacion de biofilm sobre
diferentes superficies. Debido a que la formacién de biofilm en B. bronchiseptica esta
regulada por el sistema de dos componentes BvgAS, el aporte de BrtA a este proceso
fue analizado en todas las fases de virulencia. Ademas, presentaremos la metodologia
utilizada para determinar la presencia de esta adhesina en el sobrenadante de cultivo de
la cepa B. bronchiseptica salvaje y la aplicacion de este resultado para la obtencién de

anticuerpos especificos contra esta proteina.

BrtA es una adhesina involucrada en la formacion de biofilm en

B bronchiseptica

Con el objetivo de evaluar la hipétesis de que BrtA (BB1186) es una adhesina
involucrada en la formacion de biofilm en B. bronchiseptica obtuvimos la cepa AbrtA por
delecion limpia de la secuencia BB1186. Secuencias de 600 pares de bases rio arriba y
rio debajo de BB1186. fueron amplificadas por PCR y clonadas en el vector pMQ30 no

replicativo en B. bronchiseptica. Mediante una estrategia basada en la doble
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recombinacion homoéloga de las secuencias antes amplificadas y la utilizacion del
marcador de contra seleccién sacB seleccionamos los clones recombinantes. La delecion
de la secuencia BB1186 fue corroborada mediante PCR.

En B. bronchiseptica, la formacion de biofilm esta regulada a través del sistema
de dos componentes BvgAS#?2223_ Mientras que en fase virulenta y avirulenta la formacién
de biofilm es moderada, en fase intermedia se observan altos niveles de formacién de
biofilm. Debido a que desconociamos si BrtA participaba de la formacién de biofilm en
alguna fase en particular, el efecto de la delecion de brtA, tuvo que ser evaluado en
condiciones de cultivo que modulen el sistema BvgAS en diferentes fases de virulencia.
En condiciones de laboratorio, la actividad del sistema de dos componentes puede ser
modulada a través de la adicion de concentraciones milimolares de acido nicotinico al
medio de cultivo'®®, Considerando la necesidad de utilizar una estrategia experimental
que nos permitiera analizar diversas condiciones de cultivo de manera simultanea
decidimos utilizar la estrategia de formacion de biofilm en microplacas de policloruro de
vinilo (PVC)?¥. Este método experimental constituye una herramienta versatil que ha sido
previamente utilizada por integrantes de nuestro laboratorio para la caracterizacién de la
formacion de biofilm en B. bronchiseptica®**. Esta estrategia permite el estudio de las
etapas iniciales de la formacién de biofilm y la identificacién de factores necesarios
durante esa etapa del proceso?®’.

Para el desarrollo de estos experimentos se prepararon cultivos de la cepa salvaje
y AbrtA abarcando un rango de concentraciones de acido nicotinico desde 0 mM hasta
4,0 mM de manera tal de modular al sistema de dos componentes BvgAS en todas las
fases de virulencia. Es preciso destacar que el medio de cultivo SS posee una
concentracion de acido nicotinico de 0,032 mM sin embargo, esa concentracion no es
suficiente para modular el sistema de dos componentes BvgAS?®3, En lo subsiguiente,
cada vez que hagamos mencién a que el medio de cultivo fue suplementado con acido
nicotinico significa que la concentracion indicada fue agregada por sobre el nivel que
contiene de base el medio SS. Las microplacas de cultivo fueron incubadas a 37°C
durante 24 horas y transcurrido ese tiempo se retird la suspensién bacteriana y se
realizaron lavados con agua destilada. A fin de visualizar y cuantificar la formacién de
biofilm, las fosas fueron incubadas durante 30 minutos con solucion de cristal violeta
0,1%. Transcurrido ese tiempo, la solucion colorante fue retirada y las fosas fueron
lavadas con agua destilada para eliminar los restos de cristal violeta que no hubieran

tenido el biofilm.
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El biofilm formado se

Figura 3.1. Imagen representativa del
resultado de un experimento de
formacion de biofilm de la cepa B.
bronchiseptica salvaje en microplacas de
policloruro de vinilo (PVC) luego de la
tincion con solucion de cristal violeta
0,1%.

visualiza como una linea en la

Interfase

region de la fosa de cultivo Interfas:
aire-liquido

donde se encontraba la

interfase entre la suspension

bacteriana y el aire (Figura 3.1).

Por debajo de esta region, alejandonos de la zona correspondiente a la interfase
aire-liquido, se aprecia una zona de coloracidbn menos intensa que se reduce
gradualmente hasta el fondo de la fosa. Para obtener una medida cuantitativa de este
ensayo se deben adicionan 125 pL de acido acético 33% v/v para disolver el cristal violeta

y la solucién obtenida es cuantificada mediante espectrofotometria a 595 nm.

(a) Bb salvaje

Bb AbrtA
(b) 3 Bb salvaje
3 Bb AbrtA
0.8 {
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n
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§o.4- 3 {
0.2
0-0 T T T L] L]
0 0,5 1,0 2,0 4,0

Concentraciones ac. nicotinico (mM)
Figura 3.2. Ensayo de formacion de biofilm en microplacas de policloruro de vinilo (PVC).
(a) Imagenes representativas que muestran el resultado de un experimento de formacién de
biofilm en microplacas luego de la tincidn con solucién de cristal violeta. (b) El grafico
representa el promedio y la desviacion estandar de 3 réplicas bioldgicas (4 réplicas técnicas
por experimento). * indica diferencia estadisticamente significativa entre las cepas Bb
salvaje y Bb AbrtA en la misma condicion de cultivo, p<0.01.

La Figura 3.2 muestra los resultados del experimento de formacién de biofilm en
microplacas de PVC de la cepa B. bronchiseptica salvaje y la cepa B. bronchiseptica
AbrtA en distintas fases de modulacion del sistema de dos componentes BvgAS. En
primer lugar, tal como destacaramos previamente, el analisis de la formacion de biofilm

de la cepa salvaje muestra una region de intensa coloracion en la superficie
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correspondiente a la zona de la interfase entre la suspension bacteriana y el aire. Si bien
esta caracteristica se aprecia en todas las condiciones de cultivo, la mayor intensidad y
maxima formacion de biofilm la encontramos en cultivos realizados con una
concentracion de 1,0 mM de acido nicotinico. Esta observacién coincide con resultados
publicados previamente por nuestro grupo y otros grupos de investigacion que dan cuenta
de que la maxima formacién de biofilm se produce en concentraciones intermedias de
acido nicotinico??2-2?*, Estos niveles de acido nicotinico inducen la modulacion fenotipica
del sistema BvgAS a una fase de virulencia intermedia®.

El analisis cuantitativo de los resultados muestra una reduccién modesta pero
significativa en la formacién de biofilm de AbrtA en comparacion a la cepa salvaje en
cultivos con una concentracion de acido nicotinico de 2,0 mM (p<0.01) (Figura 3.2.b). La
inspeccion directa de las fosas tenidas con cristal violeta nos permite apreciar las
diferencias en las caracteristicas macroscopicas de los biofilms formados por la cepa
salvaje y la cepa AbrtA. En la Figura 3.2.a se observan diferencias tanto en 2,0 mM como
en 4,0 mM. Estas diferencias se produjeron principalmente en la region correspondiente
a la interfase aire-liquido. Por debajo de esta region no se aprecian diferencias
importantes entre las cepas.

Al comparar los resultados cualitativos con los datos cuantitativos que
presentamos previamente, vemos que el analisis cuantitativo de la condicion 4,0 mM no
mostré diferencias significativas entre la cepa salvaje y la cepa AbrtA. Esto puede
deberse a que la delecion de brtA no suprimié la formacién de biofilm, sino que la redujo
en la zona de la interfase, pero casi no la alterd en la region inferior de las fosas.

Los resultados presentados en los parrafos anteriores sustentan la hipotesis de
que BrtA participa en la formacién de biofilm de B. bronchiseptica, al menos sobre la
superficie hidrofébica de las microplacas de cultivo analizadas. Con el objetivo de estudiar
el aporte de BrtA sobre una superficie alternativa, analizamos la formacién de biofilm en
tubos de vidrio de silicato. A diferencia del material utilizado previamente, el vidrio de
silicato presenta propiedades mas hidrofilicas que el PVC.

La Figura 3.3 muestra los resultados de formacion de biofilm en tubos de vidrio de
las cepas B. bronchiseptica salvaje y AbrtA. Estos resultados muestran una notable
diferencia en formacién de biofilm de la cepa AbrtA en comparacion a la cepa salvaje en
cultivos con una concentracion de acido nicotinico de 2,0 mM. Mientras la cantidad de
biofilm desarrollada por la cepa salvaje aumento entre las 48 y las 96 horas, el defecto
en la formacion de biofilm de la cepa AbrtA no pudo ser revertido aun tras 96 horas de
incubacion.

Con el objetivo de profundizar el analisis del rol de BrtA, analizamos la formacion

de biofilm de la cepa salvaje y la cepa AbrtA mediante microscopia electronica de barrido
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(SEM). Para el desarrollo de estos experimentos, utilizamos un disefio experimental que
contempla la formacién de biofilm sobre cubreobjetos semi sumergidos en cultivos
incubados durante 48 horas a 37°C sin agitacion. Luego de esta incubacion, los biofilms
fueron fijados mediante una solucion de glutaraldehido-PBS 2,5% v/v para luego ser
sometidos a un tren de deshidratacion con alcohol etilico y posteriormente secados por
la técnica de punto critico. Finalmente, las muestras fueron metalizadas con oro para ser

observadas mediante microscopia electronica de barrido (SEM).

@) gpsavaie Boabrea P Bp salvaje Bb AbrtA

48 h

72 h

Control positivo

96 h
50kDa

: ; ; ’ 7*‘ X 4.

37kDa

20mMAN

Figura 3.3. (a) Ensayos de formacién de biofilm en tubos de vidrio. Tras el tiempo de incubacién indicado, los tubos
fueron incubados durante 15 minutos con solucion de cristal violeta 0,1% a fin de evidenciar la formacién de biofilm
(b) Microscopia electrénica de barrido (SEM) de biofilms de Bb salvaje y Bb AbrtA formados sobre vidrios
semisumergidos. (c) Western blot anti flagelina de muestras de proteina total obtenidas de cultivos realizados en
presencia de 0 mM y 2,0 mM de &cido nicotinico. A modo de control positivo, se incluyd una muestra de flagelina
purificada.

La cepa B. bronchiseptica salvaje muestra estructuras caracteristicas de la
formacion de biofilm donde se distinguen aglomeraciones de bacterias con desarrollo en
altura y la presencia de canales entre los aglomerados (Figura 3.3.b). Por el contrario, la
observaciéon microscopica de la cepa AbrtA pone de manifiesto la imposibilidad de esta
cepa de desarrollar estructuras del tipo de biofilm. En estas imagenes se observa que la
cepa AbrtA presenta un numero menor de bacterias adheridas directamente a la
superficie. Por otro lado, también se observan muy pocas bacterias que presenten

contacto directo entre ellas (Figura 3.3.b). Estas observaciones podrian sugerir que BrtA

83



Capitulo 3

participaria de la formacion de biofilm mediando la interaccion de las bacterias a la
superficie y también entre bacterias.

Dado que nuestros experimentos muestran el defecto en la formacion de biofilm
de la cepa AbrtA en presencia de concentraciones de acido nicotinico de 2,0 mM nos
preguntamos a qué fase de virulencia corresponde esta condicion de cultivo. Datos de
bibliografia indican que por encima de 1,6 mM B. bronchiseptica presenta un modulacién
fenotipica de fase avirulenta'3222_ A fin de confirmar si en nuestras manos, en cultivos
que presentan una concentracién de 2,0 mM de acido nicotinico B. bronchiseptica se
encuentra en fase avirulenta, analizamos la presencia de flagelina en muestras de
proteina total. El flagelo es un factor de avirulencia que no se expresa en fase virulenta
ni intermedia y por lo tanto constituye un reportero confiable de la fase en la que se
encuentra la bacteria en nuestras condiciones de cultivo?2.

Para determinar la presencia de flagelina, realizamos cultivos de 16 horas, a 37°C
con agitacién en condiciones de 0 mM y 2,0 mM de acido nicotinico. Se prepararon
muestras de proteina total y se analizaron mediante Western blot utilizando un anticuerpo
primario anti-flagelina.

Los resultados de este ensayo muestran que, en las condiciones de cultivo
analizadas, en presencia de 2,0 mM de 4cido nicotinico hay expresion de flagelina (Figura
3.3.c). Este resultado confirma, tal como esta descripto en la bibliografia, que en cultivos
conteniendo una concentracion de acido nicotinico de 2,0 mM B. bronchiseptica se
encontraria en fase avirulenta.

En conclusidn, los resultados presentados en esta seccion demuestran que BrtA
es un factor involucrado en la formacién de biofilm de B. bronchiseptica. En el defecto en
la formacion de biofilm de la cepa AbrtA se hace mucho mas evidente sobre la superficie
hidrofilica de los tubos de vidrio de silicato. Este resultado da cuenta de que la
contribucién de BrtA a la formacién de biofilm resulta dependiente de la naturaleza de la
superficie. Por ultimo, los resultados del ensayo de microscopia electronica de barrido
confirman la importancia de BrtA y aportan evidencia acerca del rol especifico de esta
adhesina en el proceso global de formacion de biofilm. Estas observaciones podrian
indicar que BrtA tendria un rol decisivo en la adhesion de B. bronchiseptica a la superficie,
asi como también en las interacciones célula-célula que resultan vitales para un éptimo

desarrollo de las estructuras caracteristicas de los biofilm bacterianos.
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Purificacion de BrtA a partir de sobrenadantes de cultivo de B.

bronchiseptica

Para avanzar con la caracterizacion funcional de BrtA en B. bronchiseptica y su
rol durante la formacion de biofilm consideramos importante contar con un método para
evaluar la localizacion de BrtA frente a diversos estimulos a los que los cultivos
bacterianos podrian ser expuestos. En este sentido, para el desarrollo de experimentos
de Western blot o dot blot es preciso contar con anticuerpos especificos contra BrtA. Con
este objetivo nos propusimos purificar BrtA a fin de poder utilizarla como inmunégeno en
un plan de inmunizacion para obtener suero policlonal contra esta adhesina.

Las adhesinas de la familia de LapA pueden encontrarse asociadas a la
membrana plasmatica o bien secretadas al medio de cultivo. Dado que la complejidad en
la composicion de los sobrenadantes de cultivo es menor que la de proteinas totales,
consideramos factible purificar la adhesina BrtA a partir de sobrenadantes de cultivo de
la cepa B. bronchiseptica salvaje.

Para estos experimentos realizamos cultivos en medio SS a 37°C durante 16
horas con agitacion. Transcurrida esta incubacion, el paquete celular fue separado por
centrifugacion y descartado. El sobrenadante de cultivo fue concentrado utilizando filtros
Amicon Ultra de 100 kDa. Dado que BrtA forma parte de la familia de adhesinas gigantes
y que tal como describimos en el Capitulo 2, el tamafio esperado es superior a los 200
kDa, utilizamos filtros de concentracion con un limite de corte de 100 kDa a fin de reducir
la complejidad de la muestra. Finalmente, las muestras de sobrenadante concentrado

fueron analizadas mediante SDS-PAGE.
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A

:—B rtA Figura 3.4. (a) SDS-PAGE de muestra de sobrenadante de cultivo concentrado de B.

bronchiseptica. (b) Huella peptidica obtenida mediante MALDI-TOF de la muestra

I proveniente de la banda de alto peso molecular del sobrenadante de cultivo

250 kDa concentrado (espectro azul); y de los péptidos correspondientes a los picos de masa
T 150 kDa 2121 Da (espectro naranja) 2056 Da (espectro verde), y 1851 Da (espectro gris).
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La Figura 3.4.a muestra el resultado de los experimentos de SDS-PAGE de
sobrenadantes de cultivo concentrados de la cepa B. bronchiseptica salvaje. El perfil
electroforético obtenido muestra la presencia de una banda alto peso molecular ubicada
por encima de los 300 kDa. Si bien el analisis de los resultados de secuenciacion
presentados en Capitulo 2 arrojé como resultado que la proteina BrtA de la cepa 9.73H+
tendria un peso molecular de 208 kDa consideramos importante avanzar en la
identificacion de esta banda a fin de determinar si podria tratarse de BrtA.

Con la intencion de determinar si la banda observada corresponde a BrtA
realizamos su identificacion por Huella Peptidica (PMF por sus siglas en inglés Peptide
Mass Fingerprint) mediante MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption/lonization-
Time of Flight)*®® en el servicio del Centro de Estudios Quimicos y Bioldgicos por
Espectrometria de Masa (CEQUIBIEM).

Como resultado de la espectroscopia MALDI-TOF logramos identificar y
determinar la masa de 14 péptidos producidos tras la digestion triptica (Figura 3.4.b,
espectro azul). Estas masas fueron comparadas con la masa tedrica de los péptidos

obtenidos por digestion in silico de todas las proteinas bacterianas de la base de datos
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MASCOT?%. A su vez, tres de esos péptidos fueron fragmentados para determinar su
secuencia aminoacidica (paneles de la derecha)?’°. El andlisis de este conjunto de datos
arrojo como resultado la identificacion de BrtA con un score de 265 (p<0.05) en la muestra
proveniente de la banda de alto peso molecular del sobrenadante de cultivo de B.
bronchiseptica. En base a este resultado, ademas corroboramos que el peso molecular
de BrtA de la cepa 9.73H+ es aproximadamente 300 kDa y no 208 kDa como habiamos
determinado en el Capitulo 2.

Este resultado implica, en primer lugar, que BrtA se expresa en las condiciones
de cultivo utilizadas. En segundo lugar, pone de manifiesto que BrtA puede ser purificada

a partir de sobrenadantes de cultivo de B. bronchiseptica.

Plan de inmunizacion para la obtencion de anticuerpos anti-BrtA

Para la obtencion de suero anti-BrtA disehamos un plan de inmunizacion que
contempld la inoculacion intraperitoneal de un ratdon BALB/c hembra de 5 semanas de
edad. Como agente inmundégeno se utilizé el material proveniente de la banda
electroforética correspondiente a la proteina BrtA disgregada mecanicamente (5-10 ug).
Para potenciar la respuesta inmunoldgica se utilizé adyuvante de Freund completo, en la
primera inoculacion, e incompleto en las siguientes. La frecuencia de inoculacién fue de
15 dias y el plan de inmunizacion fue seguido mediante ensayos de Western blot.

Al cabo de tres inoculaciones no fue posible detectar la presencia de anticuerpos
especificos contra BrtA en el suero obtenido del ratén inoculado. En consecuencia,
decidimos discontinuar el desarrollo de este experimento y avanzar hacia estrategias
alternativas para poder identificar en forma especifica a BrtA. La estrategia y los
resultados obtenidos en la marcacion especifica de BrtA seran presentados en el Capitulo
5.

Conclusiones y Discusidn

Los resultados presentados en este capitulo demuestran que BrtA es un factor
involucrado en la formacion de biofilm de B. bronchiseptica (Figura 3.2). El rol de esta
adhesina en el proceso de formacién de biofilm constituye un area de estudio que no
habia sido abordada hasta el comienzo de este trabajo de tesis. Los resultados del grupo
de Y. Horiguchi?® fueron publicados en el aiio 2015 cuando esta tesis se encontraba en
pleno desarrollo y los experimentos de este capitulo ya habian sido realizados. Nuestro
trabajo y el de Nishikawa et al.?%°. muestran, en forma independiente, que BrtA participa

de la formacion de biofilm en B bronchiseptica.
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Considerando que el sistema de dos componentes BvgAS regula la formacion de
biofilm en B. bronchiseptica'®’?%3224 consideramos indispensable analizar el rol de BrtA
en las distintas fases de virulencia reguladas por este sistema. Utilizamos acido nicotinico
como modulador del sistema de dos componentes de manera tal de abarcar condiciones
de cultivos en las cuales las bacterias se encontraran en todas las fases de virulencia.
Como resultado de nuestros experimentos determinamos que la ausencia de BrtA induce
defectos en la formacion de biofim en condiciones de cultivo que presentan
concentraciones de 2,0 MMy 4,0 mM de acido nicotinico (Figura 3.2). La diferencia entre
la cepa salvaje y la cepa AbrtA, en 2,0 mM, se evidencié tanto de manera cualitativa como
cuantitativa. Por el contrario, para la condicidon 4,0 mM, la observacién directa del biofilm
tefido con cristal violeta permitié visualizar el defecto de la cepa AbrtA, sin embargo, el
analisis cuantitativo en esta condicion no reflejo la diferencia observada. Nuestro grupo
posee experiencia previa en el estudio de biofilm mediante la técnica de cultivo en
microplaca y esta aparente contradiccion no resulta sorprendente. En mas de una
oportunidad hemos observado diferencias en la formacién de biofilm que luego no se
traducen en diferencias estadisticamente significativas tras el procesamiento cuantitativo.
Para la determinacion cuantitativa del biofilm formado es necesario disolver el cristal
violeta con una solucion de acido acético. En esta etapa del protocolo pueden quedar
enmascaradas diferencias en la distribucion del biofilm. Por este motivo, es importante
realizar un analisis visual de la formacién de biofilm antes de proceder a la determinacion
cuantitativa. Esta aparente desventaja del método de andlisis utilizado no condiciona, sin
embargo, la gran utilidad que posee para analizar una gran cantidad de variables de
cultivo en simultaneo.

En ensayos de Western blot detectamos la presencia de flagelina en bacterias
provenientes de cultivos realizados en presencia de una concentracion de &acido
nicotinico de 2,0 mM (Figura 3.2.b). Dado que la flagelina es un factor que sélo se expresa
en condiciones de cultivo de fase avirulenta??®, este resultado sugiere que en esta
condicion de cultivo las bacterias se encontrarian en fase Bvg (avirulenta). Este resultado
es coherente con reportes previos que indican que en cultivos con concentraciones
superiores a 1,6 mM de acido nicotinico B. bronchiseptica se encontraria en fase Bvg-
196,222_

El hecho que el defecto en la formacién de biofilm de la cepa AbrtA se ponga de
manifiesto en condiciones de cultivo que modulan a la bacteria a fase Bvg- plantea dos
escenarios posibles. El primero es que, tal como ha sido propuesto por el grupo de Y.
Horiguchi, BrtA sea una proteina que se expresa solo bajo condiciones Bvg-?%.Sin
embargo, en nuestras manos, fue posible identificar la presencia de BrtA en

sobrenadantes concentrados provenientes de cultivos en condiciones Bvg+ (Figura
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3.3.a). Esta observacion nos obliga a considerar los motivos por los cuales la cepa AbrtA
podria no presentar defectos en la formacion de biofilm en cultivos con concentraciones
de acido nicotinico de hasta 1,0 mM. La respuesta a esta pregunta nos lleva al segundo
escenario posible. Existen otros factores que han sido descriptos como importantes en
las etapas iniciales de la formacion de biofilm en Bvg+ y Bvgi. FHA y fimbria son
adhesinas que se expresan tanto en Bvg+ como en Bvgi y sin embargo sus
contribuciones a la formacion de biofilm son diferentes en cada fase. En experimentos
realizados con el mismo sistema de cultivo empleado en nuestro trabajo se ha
demostrado que fimbria es un factor necesario para la formacion de biofilm sobre
superficies abidticas en Bvg+ mientras que FHA es necesaria en Bvgi®??. En este sentido,
si bien ambas adhesinas se expresan en ambas fases, la ausencia de FHA no genera
defectos en la formacion de biofilm in vitro en Bvg+2%2. De la misma manera, si bien los
genes fimBCD (genes que codifican para distintas variantes fenotipicas de fimbria) se
expresan en Bvg+ y en Bvgi, la delecion de estas secuencias no genera defectos en la
formacion de biofilm en Bvgi??2. Frente a esta evidencia, si bien BrtA se estaria
expresando en Bvg+ (Figura 3.3.a), su contribucion a la formacién de biofilm no seria tan
importante como lo es en condiciones Bvg-. Esto sugiere la posibilidad de que exista una
redundancia en la funcion de las adhesinas BrtA, FHA y fimbria. Frente a este escenario,
la delecién de brtA generia defectos apreciables sobre la formacion de biofilm en fase
Bvg+ porque en esta condicidon no se expresan las otras adhesinas.

La naturaleza de la superficie sobre la cual se desarrolla el biofilm fue otra variable
analizada en nuestros experimentos. Los resultados muestran que la cepa AbrtA presenta
defectos mas severos en la formacion de biofilm sobre la superficie hidrofilica de los tubos
de vidrio en comparacion a la superficie hidrofébica de las microplacas de cultivo (Figura
3.2 y 3.3). Este resultado implica que BrtA estaria directamente involucrada en la
adhesion de la bacteria a la superficie. Para lograr una comprensién mas detallada del
rol de BrtA en la formacion de biofilm, realizamos un analisis mediante microscopia
electronica de barrido (SEM). Estos experimentos mostraron que la ausencia de BrtA no
s6lo generd defectos en la adhesion a la superficie sino también en la interaccion
bacteria-bacteria (Figura 2.3.b). Este hecho plantea la posibilidad de que BrtA tenga la
doble funcion de participar tanto de la adhesion a la superficie como de la adhesién entre
bacterias. Dada la complejidad de la estructura de BrtA es posible que alguno de sus
dominios esté involucrado en la adhesién a la superficie mientras que otro participe en la
interaccion entre bacterias. El rol de BrtA en la interaccion bacteria-bacteria es un area
que no ha sido abordada hasta el momento. Nishikawa et al. reportaron experimentos en
los cuales demostraron que tanto la region de repeticiones como el factor A de Von

Willebrand estan involucrados en la interaccion a la superficie?®.
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En este capitulo también presentamos el trabajo realizado con el objetivo de
obtener anticuerpos especificos contra BrtA. Durante el desarrollo de estos experimentos
determinamos la presencia de esta proteina, mediante la técnica MALDI-TOF, en
sobrenadantes de cultivo concentrados. Estos sobrenadantes provenian de cultivos
realizados en condiciones de fase virulenta (Bvg+). Este resultado, a diferencia de lo
reportado por Nishikawa et al.?®°, indica que BrtA se expresa en fase virulenta (mas
adelante presentaremos otros datos que refuerzan esta hipotesis).

A través de los experimentos de SDS-PAGE que nos llevaron a identificar a BrtA
determinamos que el peso molecular de esta proteina era superior al calculado
previamente en base a resultados de secuenciacion. Esta incongruencia entre el tamafio
calculado en base a la secuencia nucleotidica reportada y el tamano observado en
experimentos de SDS-PAGE también ha sido destacada por otros investigadores durante
el estudio de la proteina BpfA de S. oneidensis®*, otra adhesina de la familia de LapA. El
gran tamafno de estas proteinas, sumado a la complejidad de la zona de repeticiones
hace sumamente compleja la determinacion de la secuencia del gen®®,

Por ultimo, el plan de inmunizacion realizado con el objetivo de obtener suero
policlonal contra BrtA no resulté exitoso. Entre las razones mas relevantes consideramos
que la falla puede haber estado en la cantidad de proteina administrada. A partir de los
resultados obtenidos consideramos preciso el desarrollo de una estrategia experimental
alternativa para poder identificar a BrtA en futuros experimentos. En el Capitulo 5
presentamos la estrategia desarrollada a fin de introducir una fusién transcripcional en la
secuencia de BrtA con el objetivo de marcarla de manera especifica.

Habiendo presentado evidencias de que BrtA es una adhesina involucrada en la
formacion de biofilm de B. bronchiseptica, el paso siguiente implica la descripcién de su

mecanismo de regulacion.
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Introduccion

LapA de P. fluorescens es una adhesina gigante cuya localizacion sobre la
membrana externa esta regulada de manera post transcripcional a través de las proteinas
LapD y LapG. El funcionamiento de este sistema esta controlado a través del segundo
mensajero c-di-GMP. La unién de c-di-GMP a la porcion citoplasmatica de LapD induce
un estado conformacional que se transfiere a través de su dominio transmembrana hasta
el espacio periplasmatico. En estas condiciones la proteasa LapG es retenida por el
dominio periplasmatico de LapD y de esta manera la adhesina LapA es mantenida sobre
la superficie celular favoreciendo asi la formacion de biofilm. La reduccion en los niveles
citoplasmaticos de c-di-GMP modifica el estado conformacional de LapD de manera tal
que su dominio periplasmatico libera a la proteasa LapG. En estas condiciones LapG
difunde libremente por el periplasma hasta clivar a la adhesina LapA vy liberarla de la
superficie celular. La pérdida de la adhesina LapA conlleva a una reduccién total en la
capacidad de formacion de biofilm de P. fluorescens.

Los resultados que presentamos en los capitulos anteriores constituyen una
evidencia de que un sistema de proteinas como el descripto en el parrafo anterior podria
funcionar en B. bronchiseptica. Nuestra hipotesis sugiere que BB1184 y BB1185 podrian
codificar para LapD y LapG en B. bronchiseptica y regular la localizacion de la adhesina
BrtA.

En el presente capitulo empezaremos analizando la actividad de BB1184 y
BB11585 a través de una serie de experimentos de expresion heteréloga en cepas de P.
fluorescens. La evaluacion del fenotipo de formacion de biofilm en este organismo nos
llevara a determinar si BB1184 y BB1185 son funcionalmente equivalentes a LapD y
LapG. Posteriormente analizaremos el rol de estas secuencias en la formacion de biofilm
en B. bronchiseptica.

A fin de simplificar la lectura e interpretacion de los resultados de este capitulo, a
partir de este punto reemplazaremos la nomenclatura BB1184 y BB1185 por los términos
LapDes y LapGes, haciendo clara referencia a nuestra hipétesis de que BB1184 y BB1185
serian, respectivamente, LapD y LapG en B. bronchiseptica. Cuando hagamos referencia
a las proteinas homdlogas en P. fluorescens nos referiremos a ellas como LapDes y

LapGesr.

Los genes lapDss, lapGsr y brtA forman parte de un mismo
operén
La base de datos DOOR2 (Database of prOkaryotic OpeRons, Version 2)*'1272

gue reune informacién sobre operones procariotas indica que el locus formado por lapGsgs
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y lapDgy, constituye un operdn en B. bronchiseptica. Sin embargo, mediante esta
estrategia, no se reconoce a la secuencia brtA como parte del mismo operén.

Con el objetivo de determinar si brtA se transcribe de manera conjunta a lapDgs y
lapGgy realizamos RT-PCR con primers que amplifican la region intergénica lapGgy-brtA.
(Figura 4.1). Si lapG y brtA forman parte de un mismo operon, ambas secuencias
deberian traducirse en un mismo ARN mensajero (ARNm). La retro transcripcién de este
ARNmM deberia generar moléculas de ADNc (ADN complementarios) que contengan las
regiones de hibridacion de ambos primers (F1Fw y F1Rv). Por ende, si brtA y lapGsgs
forman parte de un mismo operon, se obtendria un amplicén de 396 pares de bases como
resultado final de la RT-PCR.

Brevemente, la obtencién de ARNm se realizé utilizando el kit /llustra RNAspin
(GE, USA) de acuerdo con las especificaciones del fabricante. Las muestras fueron
obtenidas de cultivos de B. bronchiseptica 9.73H+ en fase logaritmica, realizados en
diversas concentraciones de acido nicotinico (0 mM, 1,0 mM y 4,0 mM). A modo de
control, estas muestras fueron sometidas a PCR de punto final utilizando los primers
recAFw y recARv. Aquellas muestras que arrojaron resultados positivos (indicando la
presencia de ADN gendmico) fueron descartadas y no se utilizaron para continuar con el
procedimiento. La retro transcripcion fue realizada con el kit Reverse Transcription
System (Promega) de acuerdo con las especificaciones del fabricante. Por ultimo, se
realizaron controles para confirmar que el protocolo de retro transcripcion hubiera sido
exitoso. Para esto se utilizaron primers que hibridan en una region interna del gen recA
de expresion constitutiva en todas las condiciones de cultivo analizadas.

La Figura 4.1 muestra los resultados y los controles de la RT-PCR de la regién
intergénica lapGgp-brtA sobre muestras de ADNc provenientes de bacterias cultivadas en
condiciones Bvg+, Bvgi y Bvg-.

En primer lugar, la obtencion de una banda por encima de los 100 pares de bases
tras la PCR con primeros recA confirma la presencia de ADNc proveniente de la retro
transcripcion ARNm en todas las muestras. Esto indica que el protocolo de retro
transcripcion fue exitoso.

En segundo lugar, la region intergénica lapGgp-brtA pudo ser amplificada a partir
de muestras de ADNc provenientes de bacterias en todas las condiciones de cultivo
analizadas (Figura 4.1.b). Este resultado indica que las muestras de ADNc contenian
moléculas que presentaban simultdneamente la region codificante de LapGgy y BrtA. Esto
s6lo puede ser posible si lapGgy y brtA se transcriben en forma conjunta en un mismo

ARNmM policistrénico.
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Figura 4.1. (a) Esquema de la regién del cromosoma de B. bronchiseptica donde se encuentran las secuencias
lapDg,, lapGgy, y brtA. Los marcos de lectura lapDg, y lapGg, estan separados por 16 pares de bases, los marcos de
lectura lapGg, y brtA estan separados por 81 pares de bases. En la figura se destaca el sitio de hibridacion de los
primers utilizados en la RT-PCR: F1Rv y F1Fw, amplicon=396 pb. (b) RT-PCR de la region intergénica entre lapGg, y
brtA (panelizquierdo); el gen recA de expresion constitutiva fue usado como control positivo de la presencia de cDNA
en la muestras obtenidas (panel derecho). En ambos casos se utilizo6 DNA genémico (ADNg) como control positivo
de la PCR.

Estos resultados también indican que brtA se transcribe en todas las fases de
virulencia. Esto contradice los resultados previos reportados por Nishikawa et al. que
indican que brtA es un gen reprimido por el sistema de dos componentes BvgAS y sélo
se expresa en condiciones de cultivo que modulan la actividad del sensor de membrana
BvgS2°,

Expresion heteréloga de LapGegn y LapDsb en P. fluorescens

La formacion de biofilm es un proceso multifactorial y sujeto a diferentes variables
que pueden afectar su desarrollo. En particular, Bordetella spp. posee adhesinas,
exopolisacaridos, ADN extracelular y otros factores cuyo rol en la formacién de biofilm ha
sido demostrado??’. Muchos de estos factores incluso estan regulados por el sistema de
dos componentes BvgAS'97:223,

Como demostramos en el Capitulo 3, la delecién de brtA no genera una inhibicion
total de la formacién de biofilm (al menos no en el sistema de cultivo en microplaca). Esto
demuestra que B. bronchiseptica es un organismo en el cual la formacién de biofilm es
un proceso complejo sujeto a una diversidad de variables que aun hoy no han sido
estudiadas.

Por el contrario, la formaciéon de biofilm en P. fluorescens es un area de estudio

mucho mas desarrollada. Como resultado de esto, se conocen las condiciones de cultivo
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en las que el sistema formado por LapDer, LapGer y LapA es particularmente importante.
En cultivos de 6 horas, a 37°C, en microplacas, en un medio K10-T (medio minimo
suplementado con fosfato inorganico) la cepa salvaje forma un biofilm bien definido en la
interfase aire-liquido. Es las condiciones mencionadas, LapA constituye la principal
adhesina de esta bacteria y en consecuencia la delecién de lapA o de lapDes producen a
una inhibicién total de la formacion de bioiflm™0253,

Con el objetivo de buscar alternativas experimentales para evaluar si LapDgp y
LapGagy son funcionalmente equivalentes a LapDpr y LapGpr comenzamos utilizando una
metodologia de expresién heterdloga como modelo de estudio. En experimentos de
coprecipitacion se ha visto que LapG de L. pneumophila interacciona fisicamente con la
porcion periplasmatica de LapD de P. fluorescens?®?. Asimismo, LapG de L. pneumophila
es capaz de clivar la porcién N-terminal de LapA de P. fluorescens en ensayos de
actividad in vitro®®?. Estos datos sugieren que el sistema de proteinas Lap se encuentra
funcionalmente conservado incluso entre organismos filogenéticamente no relacionados.
Por lo tanto, es de esperar que si LapDgy ¥ LapGsp son funcionalmente equivalentes a

LapDer y LapGer podrian ser funcionales también en P. fluorescens.

LapDssb es funcional en P. fluorescens

El analisis presentado en los capitulos anteriores sustenta la hipotesis de que
LapDgy seria funcionalmente analoga a LapDer. Para avanzar en el desafio de este
supuesto, decidimos realizar experimentos de expresién heterdloga de LapDg, en P.
fluorescens.

LapDepr es una proteina localizada en la membrana interna con dominios que se
extienden hacia el citoplasma y el periplasma®*. Este factor controla la localizaciéon de
LapGpr en funcion de los niveles citoplasmaticos de c-di-GMP'™°, En la cepa P.
fluorescens AlapD la proteasa LapGer es libre de circular por el periplasma y en
consecuencia cliva a la adhesina LapA facilitando su desprendimiento de la membrana
plasmatica. Como consecuencia de ello, esta cepa es incapaz de formar biofilm?8*140.261,
La complementacion de esta cepa con la secuencia lapDgr clonada el vector pMQ72
restituye los niveles de formacién de biofilm a los niveles de la cepa salvaje. Los fenotipos
de la cepa AlapDepr y la cepa complementada son notablemente diferentes por lo tanto
este sistema representa un excelente modelo para probar si LapDg, es funcionalmente
equivalente a LapDer.

Nuestra hipétesis de trabajo implica que, si LapDgy, y LapDes son funcionalmente
equivalentes, LapDeg, deberia ser capaz de complementar el fenotipo de formacion de

biofilm de la cepa P. fluorescens AlapD. Para poner a prueba esta hipétesis realizamos
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ensayos de formacion de biofilm en microplacas con la cepa P. fluorescens AlapD
complementada con LapDagy, y los controles LapDes y el vector vacio y realizamos el
analisis cualitativo y cuantitativo de los resultados.

LapDsgs fue clonada en el vector de expresion pMQ72, de amplio espectro, bajo el
control del promotor Psap inducible por arabinosa. A partir de esta construcciéon se obtuvo
la cepa P. fluorescens AlapD plapDgy. Para los controles de este experimento se utilizaron
las cepas P. fluorescens AlapD pMQ72 y P. fluorescens AlapD plapDef*.

En estas condiciones experimentales la formacion de biofilm de P. fluorescens se
produce casi exclusivamente en la interfase entre la suspension bacteriana y el aire
(Figura 4.2.a). Este fenotipo ha sido observado previamente en numerosas
publicaciones'?3127.130.273 'y resulta notablemente diferente al fenotipo de formacion de
biofilm de B. bronchiseptica observado en el presente trabajo (Capitulo 3, Figuras 3.1y
3.2).

La Figura 4.2.a muestra los resultados del ensayo de expresion de LapDeg;, en el
contexto de la cepa P. fluorescens AlapD. La cuantificacion de estos ensayos muestra,
en primer lugar, que LapDg, complementa parcialmente el fenotipo de formacién de
biofilm de P. fluorescens AlapD (p<0,05). En segundo lugar, se observa una diferencia
estadisticamente significativa entre las cepas complementadas con LapDsg, 0 con LapDeps
(p<0,01). Esta diferencia también se aprecia a través de la inspeccién directa de las fosas
tefidas con cristal violeta. Se puede observar que la linea de biofilm de la cepa AlapD
plapDer es mas ancha que la linea de biofilm de la cepa AlapD plapDags.

Para profundizar en la comprension de estos resultados, analizamos de forma
cuantitativa la cantidad de LapA localizada en la membrana plasmatica. En el contexto
de nuestra hipotesis, el aumento en la formacion de biofilm de la cepa P. fluorescens
AlapD plapDgy deberia ser consecuencia de un aumento en la cantidad de LapA en la
membrana plasmatica. Para confirmar esta hipoétesis realizamos ensayos de dot blot a fin
de determinar la presencia de esta adhesina en cada una de las cepas evaluadas
anteriormente.

Las cepas de P. fluorescens utilizadas presentan una fusién transcripcional en la
copia cromosoémica de LapA para facilitar su deteccién en ensayos de Western blot y dot
blot (LapA-HA). Esta marca consiste en un péptido de 9 residuos de aminoacidos
derivado de la hemaglutinina del virus de la gripe. Este epitope puede ser reconocido de

manera especifica utilizando anticuerpos monoclonales anti-hemaglutinina (anti-HA)'%.
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Figura 4.2 LapDg, y LapGpg, son funcionales en P. fluorescens. (a) y (c) Ensayos de formacién de biofilm en
microplacas de PVC. Los graficos representan el promedio y la desviacion estandar de 3 réplicas biolégicas (6
réplicas técnicas por ensayo). En los paneles superiores se muestran resultados representativos de las fosas tefidas
con solucién de cristal violeta 0,1%. Diferencias estadisticamente significativas: * indica p <0.05; ** indica p < 0.01; y
***p <0.001. (b) Dot Blot; cuantificacion de los niveles superficiales de LapA en cepas de P. fluorescens medida por
densitometria (Image J). El grafico representa el promedio y la desviacion estandar de tres réplicas bioldgicas.
Diferencias estadisticamente significativas: * indica p < 0.05 y ** indica p < 0.01. (d) Clivado de LapA-HA de la
superficie de P. fluorescens con LapGg, . La imagen es representativa de ensayos de Western blot realizados con
anticuerpo anti-HA para detectar la presencia de LapA-HA en sobrenadantes de cultivo de las cepas indicadas.

98



Capitulo 4

Para la realizacion de este ensayo, alicuotas de cultivos en fase exponencial de
las distintas cepas de P. fluorescens fueron centrifugadas y lavadas con medio de cultivo
fresco. Luego se prepararon suspensiones de manera tal de normalizar los valores de
DO vy finalmente 5 pL de estas suspensiones se colocaron sobre membranas de
nitrocelulosa. Se dejaron secar durante varias horas y luego se utilizé el mismo protocolo
utilizado para la realizacion de Western blot. En estos ensayos, la intensidad de la
mancha donde estan sembradas las bacterias es proporcional a la cantidad de LapA-HA
presente en la membrana plasmatica. Para obtener una medida semicuantitativa de la
cantidad de LapA-HA en membrana utilizamos el software ImageJ?’*. Para esto se tomo
una unidad arbitraria definida como densidad integrada (integrated density) y los valores
obtenidos para cada cepa fueron normalizados frente al valor de la cepa P. fluorescens
pMQ72. Esta estrategia ya ha sido utilizada en el pasado para la determinacién
semicuantitativa de LapA asociada a la membrana®.

El analisis de los resultados muestra que, tal como ya ha sido reportado por Newell
et al., la cepa P. fluorescens AlapD pMQ72 presenta una menor cantidad de LapA-HA en
membrana en comparacion a la cepa P. fluorescens pMQ72% (Figura 4.2.d barras 1y 5).
En segundo lugar, tanto la expresion de LapDg, como la de LapDps complementan el
fenotipo mutante incrementando la cantidad de LapA-HA asociada a membrana (Figura
4.2 barras 5, 6 y 7). El andlisis semicuantitativo de los niveles de LapA-HA no muestra
deferencias significativas entre las cepas completadas con LapDagy, y LapDes (barras 6 y
7). Recordemos que estas cepas si habian presentado diferencias en el ensayo de
formacion de biofilm en microplaca. La diferencia en estos resultados podria indicar que
el ensayo de dot blot no tiene un gran poder de resolucion y no es posible poner de

manifiesto pequenas diferencias en la cantidad de LapA asociada a membrana.

LapGseb es funcional en P. fluorescens

La evidencia recolectada hasta el momento sostiene la hipétesis de que LapGgp
en B. bronchiseptica seria funcionalmente equivalente a LapGe: en P. fluorescens.
Siguiendo la misma légica que nos llevd a utilizar la cepa P. fluorescens AlapD para
estudiar la funcién de LapDa, utilizamos la cepa P. fluorescens AlapG para estudiar la
actividad de LapGap.

En P. fluorescens, LapG es una proteasa periplasmatica que regula la localizacién
de la adhesina LapA en funcién de los niveles citoplasmaticos de c-di-GMP'°. La
delecion de lapG produce un fenotipo hiper formador de biofiim™° debido a que la
ausencia de esta proteina induce un aumento en la cantidad de la adhesina LapA

asociada a la membrana plasmatica. En cepas que sobreexpresan LapG, la capacidad
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de unién de LapD se ve sobrepasada y la presencia de proteina LapG libre en el
periplasma produce el desprendimiento de LapA y en consecuencia una reduccién de la
formacion de biofilm por debajo de los niveles de la cepa salvaje’®.

Como mencionamos anteriormente, el sistema Lap esta funcionalmente
conservado entre especies filogenéticamente no relacionadas®®. Ademas, como
demostramos en el Capitulo 2, LapGegy, presenta todos los aminoacidos que han sido
destacados como importantes para el funcionamiento de LapGe:. Esta evidencia sugiere
que, si LapGg, es funcionalmente equivalente a LapGe;, podria ser activa en P.
fluorescens. Segun esta hipotesis y basados en el funcionamiento del sistema Lap en P.
fluorescens, la expresion de LapGg, deberia reducir los niveles de formacion de biofilm
de la cepa P. fluorescens AlapG.

Para analizar la actividad de LapGg, se utilizaron las mismas estrategias
experimentales que antes empleamos con LapDgy,. Se realizaron ensayos de formacion
de biofilm en microplaca para evaluar el rol de LapGg, en la formacion de biofilm y
ensayos de dot blot para determinar su participaciéon en la regulacién de los niveles de
LapA-HA asociada a la membrana plasmatica.

LapGgs, fue clonada en el vector de expresiéon pMQ72, de amplio espectro, bajo el
control del promotor Pgap inducible por arabinosa. Como control positivo de estos
experimentos se utilizé6 a LapGer cuya actividad complementa el defecto de la cepa P.
fluorescens AlapG'30:140,

En la Figura 4.2.c puede apreciarse, tal como estd reportado en la
bibliografia'®'° que la delecion de /lapG en P. fluorescens induce un aumento
significativo en la formacion de biofilm (barras 1 y 2, p<0,05). Puede apreciarse que la
cepa AlapG presenta un anillo de biofilm mucho mas ancho y ademas se observa la fosa
tefiida muy por debajo de la linea de la interfase; resultados que ya han sido reportados
previamente por Newell et al. y Boyd et al. 3%, Como puede verse en esta figura, la
expresion de LapGgep, complementa el fenotipo mutante reduciendo los niveles de
formacion de biofilm a valores similares a los de la cepa salvaje. Sin embargo, presenta
diferencias estadisticamente significativas con la cepa complementada con LapGet
(barras 3 y 4, p < 0,01). El andlisis de los datos cuantitativos, asi como también la
observacion directa de las fosas tefiidas con cristal violeta, muestra que la expresion de
LapGer en el mutante AlapG inhibe la formacion de biofilm. Sin embargo, el mutante
complementado con LapGg, presenta una formacion de biofilm similar a la cepa salvaje.
La capacidad de LapGgp de reducir los niveles de formacion de biofilm en el contexto de
la cepa AlapG demuestra que es funcionalmente equivalente a LapGer. Sin embargo, las
diferencias en la capacidad de formacién de biofilm entre las cepas que sobreexpresan

LapGagb ¥ LapGer ponen de manifiesto alguna diferencia entre estas proteinas.
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Si LapGey, al igual que LapGer, es una proteasa periplasmatica, la reduccion en la
formacion de biofilm observada en el ensayo anterior deberia ser una consecuencia de
la disminucion en la cantidad de la adhesina LapA-HA asociada a la membrana
plasmatica. Para confirmar esta hipétesis realizamos el ensayo de dot blot descripto
previamente.

Los resultados de estos ensayos muestran que la cantidad de LapA-HA en
membrana se redujo como consecuencia de la expresion de LapGgy (Figura 4.2 barras 2
y 4). Esto implica que LapA-HA, en el contexto de una expresion heteréloga puede ser
sustrato de LapGeg,. La expresion de LapGey, utilizada como control positivo en este
experimento, generd una reduccion similar a la generada por LapGasy (Figura 4.2 barras
2,3y4).

Para confirmar que LapA-HA es clivada por LapGg, analizamos los sobrenadantes
de cultivo de las cepas del ensayo anterior en busca de la porcion de LapA-HA
desprendida de la membrana plasmatica. Las muestras de sobrenadante concentrado
fueron analizadas mediante un ensayo de Western blot utilizando un anticuerpo
monoclonal anti-HA para el revelado. La presencia de LapA-HA en el sobrenadante de
cultivo se pone en evidencia como una banda de tamano superior a los 250 kDa.

Como mencionamos antes, la ausencia de LapGe: en la cepa P. fluorescens
AlapG genera una abundancia de LapA en la membrana plasmatica. Si nuestra hipotesis
es correcta, la expresion de LapGg, deberia incrementar la cantidad de LapA-HA liberada
al sobrenadante de cultivo.

Como puede verse en la Figura 4.2.d, en las condiciones de cultivo utilizadas, el
sobrenadante proveniente de la cepa P. fluorescens AlapG presenta una cantidad menor
de LapA-HA en comparacién a la cepa salvaje (calle 1 y 2). Por el contrario, el
sobrenadante de la cepa AlapD, utilizada como control, presenta una cantidad
considerablemente mayor. En estas condiciones, la expresion de LapGpr desde un vector
plasmidico revierte el fenotipo de la cepa AlapG (calles 1y 4). La expresion de LapGep
también revierte el fenotipo de la cepa AlapG, sin embargo, no logra hacerlo en la misma
magnitud en la que lo hace LapGps (calle 1, 4 y 6). Este resultado indica que la expresion
de LapGsp, comparada con LapGey, resulta menos eficiente en el clivado de LapA-HA.
Como control negativo utilizamos la cepa complementada con el vector vacio y puede
verse que no revierte el fenotipo de la cepa AlapG. Este control, confirma que la aparicion
de una banda de alto peso molecular en el sobrenadante de cultivo de P. fluorescens
AlapG plapGgy se da como consecuencia de que LapA-HA puede ser clivada por LapGegsp.

Los resultados presentados en esta seccion indican que LapGgy, es funcional en
P. fluorescens. Esto indica que LapGg, €s una proteasa que expresada en forma

heterdéloga en P. fluorescens es capaz de procesar a la adhesina LapA. Este resultado
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sugiere que, en B. bronchiseptica, su contexto natural, LapGg, podria ser la proteasa que

regule la localizacion de la adhesina BrtA.

Comparacién estructural de LapDg» y LapDps

Los resultados presentados en la seccién anterior demuestran que BB1184 es

funcionalmente equivalentes a LapD de P. fluorescens. Sin embargo, tal como
destacamos oportunamente, BB1184 no complementa el fenotipo AlapD en la misma
forma en la que lo hace la propia proteina de P. fluorescens. Si bien la expresion
heteréloga de proteinas suele producir este tipo de resultados, decidimos ahondar en el
analisis estructural de LapDg, (BB1184) y LapDer a fin de buscar una explicacion a los
resultados observados.

Kurt Dahlstrom y sus colaboradores de Dartmouth College (Hanover, Estados
Unidos) demostraron que LapDpr interacciona fisicamente con la diguanilato ciclasa GebC
y este mecanismo consigue que GecbC controle de manera especifica el funcionamiento
del sistema Lap en P. fluorescens'?®. Frente a este escenario, cabe la posibilidad de que
la region de interacciéon de LapDepr sea diferente de la region de interaccion de LapDay vy
esta Ultima no sea capaz de interaccionar eficientemente con GebC. Esta situacion podria
explicar la menor capacidad de LapDgy, para complementar la cepa P. fluorescens AlapD
en comparacion a LapDer.

Para profundizar en esta hipétesis utilizamos el software Phyre2 para analizar
detalladamente la region de interaccion de LapDes con GebC y compararla con la
respectiva regiéon en LapDgsp. Con este objetivo, utilizamos la herramienta “one to one” de
Phyre2 a fin de modelar el dominio EAL de LapDegs utilizando como molde la estructura

cristalografica del dominio EAL de LapDes (Figura 4.3 y 4.4).

AAAAAR .
Query Sequence ALVTALDQQRFSLAFEPLHAYV .DGHR
Template Sequence L L DQALNQRRFEL FQFVV AQDT g
AARAAART T 5511
Template Predicted Secondary structure W W AW WAN
k1] 40 R =
- _r r‘_r‘_r‘_r‘_r‘_ t—r‘-t-i
.LVRMEAMLMLHNDDAREPIPAMLFEIPAAVRLNLS
LVLHYKVLSRLLDEQGQ .TIPALGRFLPWLERFGWT
5 TTS . RRAWARARRANT TR
_r' r‘—r‘—r‘—rt—r‘—r‘—rt—r‘—ri
. B 2 . 5 . 60 . o r— r - RN .

diguanilato ciclasas.

Figura 4.3. Alineamiento de secuencias de LapDg y LapDg, utilizando la herramienta web Phyre2. El recuadro verde
enmarca las secuencias y estructuras secundarias de la region de LapDg y LapDgpinvolucradas en la interaccion con
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El modelado del dominio EAL de LapDs, arrojé como resultado un nivel de
confianza del 100%. Esto significa que la secuencia del dominio EAL de LapDgs fue
correctamente modelada utilizando como base la estructura del dominio EAL de LapDes.

Los resultados de Dahlstrom et al. muestran que la secuencia de la region de
interaccion de LapDer con GcbC es 462-GRFLPWLER-470'2. Considerando esta
informacion y analizando el resultado del alineamiento del Phyre2 podemos concluir que
la secuencia de la region de interaccién de LapDegy, seria 471-MLFIPAAVR-479 (Figura
4.3).

En la Figura 4.4 pueden observarse las representaciones tridimensionales
generadas utilizando el programa de visualizacion VMD?"®. Las cadenas laterales de los
residuos relevantes para este analisis fueron representadas utilizando un estilo
denominado “Licorice” y coloreadas de rojo o azul a partir de un criterio explicado en los
siguientes parrafos.

En primer lugar, y tal como demostramos en la Figura 4.3, se aprecia que las
secuencias de las regiones de interaccion difieren en algunos aminoacidos. Un analisis
minucioso de las posiciones que ocupan estos aminoacidos en la hélice-a demuestra que
aquellos que no estan conservados entre las dos regiones son principalmente los que se
encuentran expuestos hacia el lado externo de la hélice (cadenas laterales coloreadas
en rojo). Por el contrario, la secuencia de aminoacidos que se encuentra hacia el lado
interior del dominio EAL presenta 2 de las 3 posiciones conservadas (cadenas laterales
coloreadas en azul).

Si realizamos un analisis aminoacido por aminoacido, vemos que las dos primeras
posiciones de las secuencias de interaccidon son diferentes entre LapDps y LapDg,. Ha
sido demostrado que estas posiciones son importantes para la interaccién entre LapDes
y GcbC, por lo cual podemos considerar que también serian importantes en LapDgs. A
continuacion, encontramos una secuencia de 3 aminoacidos de los cuales 2 de ellos
estan conservados ente ambas proteinas. En particular, en la segunda posicion de esta
secuencia de 3 aminoacidos encontramos un residuo de lisina (L) en LapDes y un residuo
de isoleucina (1) en LapDgs. Anteriormente ha sido demostrado que este residuo no es
importante para la interaccion LapDes y GecbC'2. Esta zona de ambas hélices son las que
previamente destacamos que se hallan hacia el lado interno del dominio EAL y por ese
motivo no son importantes para la interaccion con diguanilato ciclasas. En la ultima
porcién de la regidén encontramos una secuencia de 4 residuos de aminoacidos de los
cuales sélo uno de ellos esta conservado entre ambos dominios EAL. También ha sido

demostrado que esta zona es fundamental para la interaccion'?3,
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(b)

Figura 4.4. Comparacion de las regiones de interaccion de LapDp; y LapDgp. La estructura de del
dominios EAL de LapDp; corresponde a la estructura cristalografica depositada en la base de datos
PDB bajo el cédigo 3pju. La estructura del dominio EAL de LapDg, fue obtenida por modelado
molecular con la herramienta web Phyre2 utilizando la funcién “one to one” y usando como molde la
estructura 3pju de LapDp;. Las representaciones tridimensionales fueron visualizadas utilizando el
programa VMD (Visual Molecular Dynamics) desarrollado por la Universidad de llinois. Las
estructuras tridimensionales de los dominios EAL fueron representadas utilizando un formato
NewCartoon. En (a) las cadenas laterales de los residuos aminoacidicos de la hélice-a 2 de los
dominios EAL fueron representadas utilizando un formato Licorice; en (b) la misma region fue
representada utilizando el modo Surface y se utilizd un formato de coloracién del tipo ResType.

A fin de obtener una visibn mas general de estas regiones las analizamos

utilizando un estilo de representacion denominado “Surface” y una coloracién
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denominada “ResType” (Figura 4.4.b). En este estilo de coloracién las regiones no
polares se visualizan de color blanco, las regiones azules corresponden a cadenas
laterales con propiedades basicas cargadas negativamente; las zonas rojas
corresponden a cadenas laterales acidas mientras que la regiones coloreadas de verde
corresponden a zonas polares no cargadas?®’®. Utilizando esta representacion podemos
ver diferencias importantes en la forma y la distribucion de carga de las regiones de
interaccion de los dominios EAL de LapDps y LapDs,. Ambos dominios presentan una
zona con densidad de carga positiva expuesta en el extremo N-terminal que corresponde
a la cadena lateral del residuo de arginina (R). Sin embargo, la vista frontal y posterior
del dominio de LapDg, demuestra la presencia de una superficie no polar a lo largo de
toda el area. Por el contrario, en el dominio EAL de LapDps encontramos alternadas
regiones con densidad de carga positiva y negativa.

Este analisis confirma la existencia de diferencias importantes entre la region de
LapDes involucrada en la interaccién con GebC y su regidon correspondiente en LapDegy.
Estos resultados refuerzan la hipotesis de que la limitada capacidad de LapDsy para
complementar la delecion de lapD en P. fluorescens podria estar originada en una

ineficiente interaccién entre LapDeg, y GebC.

BrtA es el blanco molecular de LapG en B. bronchiseptica

En el Capitulo 3 de este trabajo presentamos evidencias de que BrtA es una
adhesina involucrada en la formacién de biofilm en B. bronchiseptica. Adicionalmente
pusimos en evidencia que LapGg, es capaz de complementar la cepa P. fluorescens
AlapG. Profundizando en esta observaciéon logramos determinar que, en P. fluorescens
LapGa, €s capaz de clivar a LapA y liberarla al sobrenadante de cultivo. Estos resultados
sostienen la hipétesis de que LapGg, es una proteasa con capacidad de regular la
localizacién de adhesinas del tipo de LapA. El siguiente desafio en la descripcién de este
sistema consiste en determinar si BrtA es el blanco molecular de LapG en B.
bronchiseptica.

Para avanzar en la demostracién de esta hipétesis realizamos un ensayo de
actividad in vitro para determinar si LapGgy, es capaz de clivar una version en miniatura
de BrtA (N-term BrtA). Los 330 aminoacidos del extremo N-terminal de BrtA fueron
clonados en el vector pMQ72 (Figura 4.5.a). Tal como describimos en el Capitulo 2, esta
regidn contiene el probable sitio de clivado reconocido por LapGegs (-TA'AV-). El disefio
de N-term-BrtA contemplé la incorporacion de una marca de hemaglutinina en el extremo
C-terminal como fusion transcripcional de manera tal de poder identificarla mediante
Western blot.
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Brevemente, para el desarrollo de estos experimentos, sobrenadantes de cultivo
de E. coli transformada con la construccion pMQ72-n-term-brtA fueron combinados con
sobrenadantes de E. coli transformadas con pMQ72-lapGgs, pMQ72-lapGpr 0 pMQ72. A
partir de este disefo experimental, si N-term-BrtA es procesada eficientemente se
observaria una disminucion en el peso molecular de la banda detectada mediante
Western blot. El disefio de este ensayo se basd en experimentos previos que
demostraban que LapGpr es capaz de clivar la porcion N-terminal de LapA en

experimentos in vitro'°,

Sitio de clivado LapGg,
(a) -TA'AV-

N-term BrtA N-term -T- C-term

N2
3xHA P
ot o OF
(b) Tratamiento - & (2 X
N-term-BrtA >
N-term-BrtA
procesada

Figura 4.5. (a) Esquema representativo de BrtA (figura superior) y N-term-BrtA (figura interior). La
porcién N-terminal de BrtA conteniendo el sitio de corte de LapGg, -TAAV- fue clonada como fusion
transcripcional a un péptido de hemaglutinina (HA). (b) Western blot de muestras de N-term-BrtA
tratadas con LapG de P. fluorescens (LapGg) y LapG de B. bronchiseptica (LapGgp,) €n presencia o no
de Ca*2 (10 mM).

Boyd et al. demostraron que LapG de P. fluorescens y de L. pneumophila
necesitan Ca*? para ejecutar su actividad proteolitica’2?%. Como mostramos en el
Capitulo 2, LapGagp conserva los aminoacidos involucrados en el mecanismo de unién a
Ca*? que han sido descriptos en esos organismos. Por ende, es de esperar que LapGgp
también sea una proteasa dependiente de Ca*2. La Figura 4.5.b muestra en el extracto
crudo de N-term-BrtA combinado con LapGgs, en presencia de 10 mM de CaCly, la
apariciéon de una banda del tamafo esperado para N-term-BrtA procesada. Esta banda
no es observada en la muestra a la cual no le fue adicionado Ca*2. Como control de este
experimento, vemos que en la muestra de extracto crudo de N-term-BrtA combinada con

LapGpr también se observa la banda correspondiente a N-term-BrtA procesada. Este
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resultado indica que, en presencia de Ca*?, LapGg, fue capaz de cortar la porcion N-
terminal de BrtA lo cual demuestra que LapGg, es una proteasa dependiente de Ca*?y

que BrtA es su blanco molecular en B. bronchiseptica.

LapG regula la formacién de biofilm en B. bronchiseptica

La evidencia presentada en el Capitulo 3 demuestra que BrtA es un factor
involucrado en la formacién de biofilm en B. bronchiseptica. En el presente capitulo,
presentamos resultados que indican que LapGgy, seria una proteasa involucrada en el
control de la localizacion de esta adhesina. Estas dos evidencias sugieren que LapGagp
estaria involucrada en el control de la formacién de biofilm mediante la regulacion de la
localizacién de BrtA de la misma manera en que LapGer regula la localizacion de LapA
en P. fluorescens.

Para avanzar en el desafio de esta hipdtesis utilizamos una combinaciéon de
meétodos experimentales que nos permitieran analizar el rol de LapGgy, en la formacion de
biofilm en B. bronchiseptica. La estrategia completa consistié en una combinacién de
ensayos de formacion de biofilm en microplaca y ensayos de microscopia electronica de
barrido (SEM) y de fluorescencia. Los ensayos en microplaca aportan una vision global
del proceso de formaciéon de biofilm mientras que los experimentos de microscopia

permiten una inspeccion mas detallada de las estructuras de los biofilms.

Analisis de la formacién de biofilm en microplaca. En P. fluorescens, LapG regula la
localizacion de la adhesina LapA. La sobreexpresion de LapG conduce a una reduccion
en la formacion de biofilm debido a que la capacidad de union de LapD se ve superada.
Como consecuencia de la presencia de moléculas de LapG difundiendo libremente por
el periplasma LapA es clivada y desprendida de la membrana plasmatica y en estas
condiciones la capacidad de formacién de biofim de P. fluorescens se ve
reducida’®13%276 Sj en B. bronchiseptica el sistema Lap funciona de la misma manera,
la sobreexpresion de LapGgep, deberia generar una disminucidon en los niveles de
formacion de biofilm.

Para el desarrollo de este experimento, la secuencia lapGgy fue clonada en el
vector de alto numero de copias pBBR1-MCS5. Este vector es derivado del plasmido
natural pBBR1 aislado de B. bronchiseptica®’’ y ha sido previamente utilizado por nuestro
grupo para sobre expresar proteinas??*. La secuencia lapGg, fue clonada bajo el control
del promotor Pnpui (promotor del gen neomicina fosfotransferasa Il), un promotor fuerte y

de expresidon constitutiva en Bordetella spp. A modo de control utilizamos la cepa B.
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bronchiseptica pPBBR1-MCS5 nptll (pvacio)'. El protocolo de cultivo y tincién de las fosas

fue el mismo que el presentado previamente, en el Capitulo 3.

Figura 4.6. Ensayo de formacion

%k : .
k  — | 3 de biofilm en microplacas. EI
 —| D Bb pvacio gréfico representa el promedio y la

desviacion estandar de 4 réplicas
D Bb plapGBb biolégicas (con 4 réplicas técnicas
T por experimento). Las cepas B.
bronchiseptica pvacio (Bb pvacio)
k y B. bronchiseptica plapGg, (Bb
— plapGg,) fueron incubadas durante
24 horas en medio de cultivo SS
0.5- suplementado con cantidades
crecientes de acido nicotinico (0,0
mM; 0,5 mM; 1,0 mM; 4,0 mM). *
indica diferencia estadisticamente
significativa entre las cepas Bb
pvacio y Bb plapGg, en la misma
0.0 condicién de cultivo (p < 0.05).
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Concentracion de Ac. nicotinico
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En la Figura 4.6 se observan los resultados del experimento de formacion de
biofilm con la cepa B. bronchiseptica que sobre expresa LapGgs y el control de carga de
plasmido. En primer lugar, los valores de Absorbancia a 595 nm obtenidos para la cepa
B. bronchiseptica pvacio se corresponden con los valores reportados previamente para
la formacion de biofilm de la cepa salvaje??*. Asimismo, tal como esta reportado en
bibliografia, concentraciones intermedias de acido nicotinico producen los maximos
niveles de formaciéon de biofiim (entre 0,5 mM y 1,0 mM). En segundo lugar, la
sobreexpresion de LapGgp indujo una reduccién en los niveles de formacién de biofilm en
condiciones de cultivo que presentan concentraciones de acido nicotinico desde 0 mM
hasta 1,0 mM (p<0,01). En cultivo con concentraciones de acido nicotinico de 4,0 mM,
donde la formacion de biofilm alcanza su minimo desarrollo, la sobreexpresion de LapGap

no redujo los niveles de formacion de biofilm.

Analisis de la formacién de biofilm mediante microscopia de fluorescencia. Los
experimentos presentados en la seccion anterior nos permitieron analizar la formacion de
biofilm desde una perspectiva macroscépica. Para avanzar en la descripcion del rol de
LapGes en la formacion de biofilm en B. bronchiseptica y poder analizar la estructura de
los biofilms a escala microscopica comenzamos realizando estudios de microscopia de
fluorescencia.

Para el desarrollo de estos experimentos obtuvimos las cepas fluorescentes

usando el vector pGFLIP?"®, Este vector permite la incorporacion al cromosoma de B.
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bronchiseptica de la secuencia codificante para la proteina fluorescente verde (GFP)
mediante una recombinacion sitio especifica. La secuencia gfp es cotransferida junto a la
secuencia nptll que confiere resistencia a kanamicina y cualquier otra secuencia clonada
en el sitio de clonado multiple que posee este vector (para mayores detalles remitirse al
Capitulo Materiales y Métodos).

Mediante esta estrategia obtuvimos las cepas B. bronchiseptica-GFP y B.
bronchiseptica-GFP-LapGgp. Esta ultima construccion presenta la secuencia codificante
para LapGg, bajo el control del promotor fuerte Pnou. Mediante esta estrategia la
sobreexpresion de LapGg, Sse consigue gracias a la presencia de este promotor fuerte.

Para el desarrollo de estos experimentos realizamos cultivos de 48 horas a 37° C,
sin agitacion, con una concentracién de acido nicotinico de 0,5 mM. Los cultivos fueron
realizados en tubos conicos de 50 mL y se colocaron cubreobjetos parcialmente
sumergidos en la suspension bacteriana en los que posteriormente se evalud la
formacion de biofilm. La condicion de acido nicotinico elegida responde al hecho de que
en 0,5 mM es la condicién donde las diferencias entre la sepa salvaje y la cepa que

sobrexpresa LapGgy, presenta las diferencias mas importantes.

(a) Bb-GFP Bb-GFP-LapGg,

(b

1000X

Figura 4.7. (a) Microscopia de fluorescencia de biofilms formados sobre
cubreobjetos semisumergidos de las cepas B. bronchiseptica-GFP y B.
bronchiseptica-GFP-LapGg,. (b) Reconstruccién en 3D de biofilms formados
por las mismas cepas que en (a). Ambos experimentos fueron realizados en
medio de cultivo SS suplementado con 0,5 mM de &cido nicotinico.

La Figura 4.7 muestra imagenes obtenidas como resultado de esos experimentos.
Estas imagenes corresponden a la region de los cubreobjetos que se encontraba en la
interfase entre el aire y la suspensidn bacteriana y fueron inspeccionadas utilizando un
aumento total de 400X (Figura 4.7.a).
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En las imagenes puede observarse que la cepa Bb-GFP presenta una estructura
tipica de biofilms en la que se observa un desarrollo en altura intercalado por canales en
donde no se hallan bacterias. Por el contrario, la cepa Bb-GFP-LapGg, no presenta esta
estructura caracteristica. Por el contrario, se observa una patina de bacterias sin
presencia de los canales tipico que componen las estructuras de los biofilms.

Para profundizar en el estudio de la estructura los biofilm producidos por las cepas
Bb-GFP y Bb-GFP-LapGgy, repetimos el experimento anterior utilizando un microscopio
Nikon Eclipse Ti del Departamento de Microbiologia de Dartmouth College (Estados
Unidos). Este microscopio de fluorescencia, si bien no es un microscopio Confocal,
permite reconstruir imagenes en 3D a partir de imagenes en 2D de los diferentes planos
de la muestra (Figura 4.7.b). El analisis de estas imagenes confirma que la cepa Bb-GFP
produce las estructuras desarrolladas en altura caracteristicas de los biofilms
bacterianos. Confirmando los resultados observados en el ensayo anterior, se observa la
presencia de canales alrededor de estas estructuras. Por el contrario, la cepa Bb-GFP-
LapGap, tal como habiamos destacado antes, no presenta los canales mencionados y
produce estructuras que alcanzan un menor desarrollo en altura. La menor altura
alcanzada por los biofiims de la cepa Bb-GFP-LapGg, podria explicar las diferencias

observadas en los ensayos de microplaca (Figura 4.6).

Anadlisis de la formacion de biofilm mediante microscopia electréonica de barrido
(SEM). Para profundizar en la descripcion de las diferencias observadas en los ensayos
de formacion de biofilm y microplacas y en los experimentos de microscopia de
fluorescencia realizamos el analisis de la formacién de biofilm mediante microscopia
electronica de barrido (SEM).

El desarrollo de este experimento fue realizado de manera idéntica al protocolo
descripto en el Capitulo 2 pero utilizando un tiempo de incubacién de 48 h. El secado por
punto critico, el metalizado y la observacion de las muestras fueron realizados en el
servicio de microscopia electronica de barrido del Centro de Investigacion y Desarrollo
en Ciencias Aplicadas (CINDECA-CONICET-UNLP)

La Figura 4.8 muestra imagenes obtenidas en los experimentos de formacion de
biofilm con la cepa B. bronchiseptica plapGgs y €l control de plasmidos vacio.

En primer lugar, el andlisis de las imagenes de la cepa control B. bronchiseptica
pvacio muestra un desarrollo maximo de biofilm en condiciones de cultivo con
concentraciones de acido nicotinico entre 0,5 mMy 1,0 mM. Este resultado es consistente
con los reportes de bibliografia que indican que la maxima formacion de biofilm se da en
concentraciones semimodulantes de acido nicotinico???2??4, Estos resultados ademas

correlacionan muy bien con los resultados obtenidos en este trabajo en los ensayos de
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formacion de biofilm en microplaca. Esto demuestra que la formacién de biofilm en vidrio,
al igual que en plastico, presenta un pico maximo en concentraciones de 0,5 mM y 1,0
mM de acido nicotinico.

cubreobjetos de vidrio semisumergidos. Las imagenes corresponden a
cultivos de 48 horas de las cepas B. bronchiseptica pvacio y plapGg,
cultivadas en SS suplementado con cantidades crecientes de acido
nicotinico (0 mM; 0,5 mM; 1,0 mM y 4,0 mM).

111



Capitulo 4

Al comparar la estructura microscépica de los biofilms formados por la cepa que
sobrexpresa LapG y el control de pvacio vemos diferencias importantes en condiciones
de cultivo que presentan concentraciones de acido nicotinico entre 0,5 mM y 1,0 mM.

El analisis de las imagenes de 0,5 mM muestra resultados equivalentes a los
observados previamente en los ensayos de microscopia de fluorescencia. Nuevamente
se ve que la cepa salvaje forma biofilms con una estructura desarrollada en altura y
canales entre esas estructuras, mientras que la cepa que sobreexpresa LapG no es
capaz de desarrollar esas estructuras.

Las diferencias mas importantes las encontramos en la condicién de 1,0 mM de
acido nicotinico. En esta condiciéon puede verse que mientras la cepa salvaje forma
biofilms con gran desarrollo, la sobreexpresién de LapGg, inhibe completamente el
desarrollo de biofilm. En forma aislada se observan cumulos de bacterias que no superan
las 10-20 bacterias. Estas formaciones podrian constituir las llamadas microcolonias que
son uno de los primeros pasos del desarrollo de biofilms. La sobreexpresion de LapGap
pareceria inhibir la progresién hacia etapas posteriores de la formacion de biofilm.

En 4,0 mM, condicion en la que los ensayos de formacién de biofilm en microplaca
no mostraron diferencias significativas se aprecia una leve diferencia entre la cepa salvaje
y la cepa que sobrexpresa LapGgs. La cepa salvaje, si bien no desarrolla estructuras de
biofilms, presenta microcolonias de entre 5 y 20 bacterias ademas de bacterias aisladas
adheridas a la superficie. La cepa con sobreexpresion de LapGg, no presenta
microcolonias, en la fotografia tomada como representativa, ni en ningun sector del

cubreobjetos analizado.

Analisis de la formacién de biofilm de la cepa B. bronchiseptica
AlapG

Para profundizar en el estudio del rol de LapG en B. bronchiseptica realizamos la
delecién limpia de la secuencia lapGgps y evaluamos su fenotipo de formacion de biofilm.
Para la obtencion de esta cepa utilizamos la misma estrategia que previamente habiamos
puesto a punto para la obtencion del mutante AbrtA.

Nuevamente utilizamos una combinacion de estrategias de formacién de biofilm
en microplacas y microscopia para analizar el comportamiento de la cepa mutante AlapG.
Como controles de este grupo de experimentos también obtuvimos la cepa
complementada AlapG plapGags y €l control AlapG pvacio.

La evidencia experimental recolectada hasta el momento sugiere que LapGgp
regula la localizacion de BrtA y de esta manera regularia la capacidad de B.

bronchiseptica de formar biofilm. Segun este modelo, la delecién de lapG generaria una
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acumulacion de BrtA superior a la de la cepa salvaje. Si nuestra hipétesis es correcta, la
delecion de lapG deberia inducir un aumento en los niveles de formacion de biofilm.

Los experimentos de formacion de biofilm en microplaca fueron realizados siguiendo el
mismo protocolo descripto previamente.

La Figura 4.7 muestra los resultados obtenidos en los experimentos de formacion
de biofilm en microplacas utilizando la cepa salvaje, el mutante AlapG y el mutante
complementado AlapG plapGs,. Como puede verse, la delecion de lapG generd un
aumento significativo en los niveles de formacion de biofilm en condiciones de cultivo que
presentan concentraciones de acido nicotinico de 2,0 mM y 4,0 mM (p<0,001). Asimismo,
en estas condiciones la complementacién con la construccion plapGg, restituyé los
niveles de formacion de biofilm a los valores de la cepa salvaje. Este control confirma que
el efecto observado en la cepa mutante AlapG se da como consecuencia de la ausencia
de LapGgyp. Los ensayos realizados en 2,0 mM y 4,0 mM de &cido nicotinico corresponden

a condiciones de cultivo que modulan el fenotipo de Bordetella a fase Bvg-.

(a) O3 Bb-pVacio
B8 BbAlapG-pVacio
O BbAlapG-pLapGg,,
*

1.0

0.54

Abs 595nm

0.0-
0 0,5 1,0 2,0 4,0

Concentracion
Acido nicotinimo (mM)

Figura 4.9. (a) Ensayo de formacion de biofilm en microplaca. El grafico representa el promedio y la desviacién
estandar de 4 réplicas bioldgicas (4 réplicas técnicas por experimento). Las cepas B. bronchiseptica pvacio (Bb
pvacio), B. bronchiseptica AlapG pvacio (Bb AlapG pvacio) y B. bronchiseptica AlapG plapGg, (Bb AlapG plapGgp)
fueron cultivadas durante 24 horas en medio SS suplementado con cantidades crecientes de acido nicotinico (0 mM;
0,5 mM; 1,0 mM; 2,0 mM y 4,0 mM). * indica diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05 ). (b) Microscopia
electrénica de barrido (SEM) en medio de cultivo SS y en SS suplementado con acido nicotinico 2,0 mM.

Para evaluar con detalle las diferencias en la formacion de biofilm entre la cepa
salvaje y AlapG realizamos ensayos de formacion de biofilm sobre vidrio y los analizamos
mediante microscopia electronica de barrido (SEM). En la Figura 4.9.b presenta

imagenes correspondientes a la zona de la interfase aire-liquido donde se desarrolla el
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biofilm. En condiciones de cultivo no modulantes (0,0 mM de acido nicotinico) ambas
cepas muestran un desarrollo de biofilm similar. En las dos cepas se observan cumulos
de bacterias separados por espacios libres en donde se distinguen algunas bacterias
aisladas adheridas a la superficie. No se observan diferencias ni en el desarrollo de
cumulos de bacterias ni en la adhesién de bacterias a la superficie. En 2,0 mM por el
contrario se ven diferencias importantes entre el desarrollo de biofilm de la cepa salvaje
y la cepa AlapG. Si bien ambas cepas presentan biofilm estructurados como cumulos
bacterianos y espacios libres, la cepa AlapG presenta cimulos mucho mas grandes que
la sepa salvaje. Debido al gran niumero de bacterias, no llega a apreciarse bacterias

aisladas adheridas a la superficie.

Conclusiones y discusién

En los capitulos anteriores demostramos que BrtA es una adhesina involucrada
en la formacion de biofilm en B. bronchiseptica. A lo largo del presente capitulo
analizamos la regulacion de la localizacién de esta adhesina. Para ello evaluamos la
hipétesis de que las secuencias BB1184 y BB1185 codifican para LapD y LapG en B.
bronchiseptica.

Para analizar la funcionalidad de BB1184 (LapDsgy) y BB1185 (LapGap) utilizamos
a P. fluorescens como modelo de estudio. La idea de expresar de manera heterdloga a
LapDsy y LapGsp surge del hecho que este sistema de proteinas esta conservado entre
especies no relacionadas?’®. A partir de esta informacién consideramos como estrategia
analizar si LapDgy y LapGgp eran capaces de complementar los fenotipos de los mutantes
respectivos en P. fluorescens. La utilizacion de este sistema heterdlogo resulté en una
herramienta sumamente util que nos permitié confirmar que BB1184 y BB1185 son LapD
y LapG en B. bronchiseptica.

La expresion de LapDey, en la cepa P. fluorescens AlapD generé un aumento en
los niveles de formacién de biofilm y en la cantidad de LapA localizada en la membrana
en comparacion a la cepa control P. fluorescens AlapD pvacio (Figuras 4.2.a 'y 4.2.b).
Estos datos sustentan la hipotesis de que LapDgy, es funcionalmente equivalente a
LapDer. Sin embargo, no pasa desapercibido el hecho de que la expresion heterdloga de
LapDsgs, no generd niveles de formacion de biofilm iguales a los generados mediante la
expresion de LapDer. Con el objetivo de indagar en las causas que podrian explicar esta
diferencia, realizamos un analisis estructural de la regién de LapDes y LapDgy que estarian
involucradas en la interaccion con diguanilato ciclasas. Como resultado de ese analisis
determinamos que las regiones de interaccién en ambas proteinas tienen una estructura

y distribucién de carga diferente. LapDsy, podria no interactuar eficientemente con GebC
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y esto produciria una transferencia deficiente de la sefal del citoplasma al periplasma.
En estas condiciones, LapDg, seria menos eficiente para mantener retenida a LapGer y
esto generaria niveles menores de formacion de biofilm. Esta observacion podria explicar
la menor capacidad de complementacion de LapDg, en comparacion a LapDes.

Los ensayos de dot blot, a diferencia de los experimentos de biofilm, no mostraron
diferencias significativas en la cantidad de LapA localizada en la membrana entre las
cepas P. fluorescens AlapD plapDsgy, y plapDer (Figura 4.2.b). Esto podria deberse a que
la sensibilidad que presenta este ensayo no sea suficiente para poner de manifiesto una
pequena diferencia en la cantidad de LapA.

Utilizando una estrategia analoga, analizamos la funcionalidad de BB1185
(LapGey) en el contexto de la cepa P. fluorescens AlapG. Nuestros resultados indican que
la expresion de LapGg, disminuye la formacién de biofilm en el contexto de la cepa P.
fluorescens AlapG. Por un lado, esto indica que LapGgy es funcionalmente equivalente a
LapGpr, pero en este ensayo también observamos diferencias entre las cepas
complementadas con ambas secuencias. En primer lugar, la expresion heteréloga de
LapGg, podria generar niveles de expresion menores a los niveles de expresion de
LapGr:. En segundo lugar, no podemos descartar que existan diferencias entre ambas
proteinas que conlleven a una mayor eficacia de la proteina LapGer, en su contexto
natural, respeto de la expresada de forma heterdloga, al momento de clivar y desprender
a LapA de la membrana. Ambos motivos podrian explicar las diferencias destacadas en
la complementacion con LapGep Y LapGe:.

Para profundizar en la descripcion de LapGgy y avanzar en la compresién del
mecanismo de regulacién de la formacién de biofilm, analizamos la funcionalidad de
LapGes en ensayos de actividad in vitro e in vivo. En primer lugar, determinamos que
LapGay es capaz de clivar a LapA de P. fluorescens y liberarla al sobrenadante del medio
de cultivo (Figura 4.2.d). Este resultado refuerza la hipétesis de que LapGas al igual que
LapGer es una proteasa capaz de procesar adhesinas de la familia de LapA. Este ensayo
puso en evidencia diferencias entre LapGg, y LapGpsr que hacen que la expresion
heterdloga de LapGg, no produzca los mismos resultados que la expresion de la propia
LapG de P. fluorescens. Las diferencias en la estructura primaria y secundaria que
podrian explicar estas observaciones seran analizadas a lo largo del Capitulo 7.

Habiendo confirmado que LapGg, era funcionalmente analoga a LapGes, nos
enfocamos en el siguiente paso de la descripcion de este sistema que consistié en
determinar si BrtA es el sustrato natural de LapGgy,. Para este ensayo clonamos la porcion
N-terminal de BrtA que contiene el posible sitio de clivado -TAAV-. Combinando extractos
crudos de bacterias conteniendo la version N-term-BrtA y LapGg, demostramos que BrtA

es sustrato de LapG en B. bronchiseptica (Figura 4.5). Como parte de este experimento
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determinamos que la presencia de Ca*? es fundamental para la actividad de LapGgs. Esta
caracteristica ya ha sido demostrada también para LapG en P. fluorescens y en L.
pneumophila®®-2%.

Segun nuestro modelo de trabajo, la presencia de BrtA sobre la membrana
plasmatica aumentaria la capacidad de B. bronchiseptica de formar biofilm, mientras que
su ausencia induciria una reduccion en los niveles de biofilm.

Para evaluar esta hipoétesis analizamos el fenotipo de formacion de biofilm
mediante ensayos de cultivos en microplacas, microscopia de fluorescencia y
microscopia electronica de barrido, de una cepa que sobre expresa lapGgy y el mutante
delecional AlapG.

En experimentos de formacion de biofilm en microplaca determinamos que la
sobreexpresion de lapGgy indujo una reduccién en la formacion de biofilm. Esta reduccién
se produjo en condiciones de acido nicotinico en las que la delecion de brtA no habia
generado diferencias en comparacion a la cepa salvaje (Figura 4.6 y 3.2). Este resultado
podria indicar la existencia de otros factores involucrados en la formacién de biofilm
regulados por LapGgs. En este sentido, recientemente se ha visto que la adhesina LapA
de P. fluorescens no es el unico sustrato de LapG en ese organismo. Pfl01_1463 también
es clivada por LapGer aunque las implicancias bioldgicas de este proceso aun no han
sido determinadas'®. En B. bronchiseptica, fhalL (BB1936) y fhaS (BB2312) presentan
secuencias que podrian ser clivadas por LapGgp. En el extremo C-terminal Fhal presenta
un sitio TAAG mientras que FhaS presenta dos sitios TAAG y PAAG que podrian ser
blanco de la proteasa LapGage.

En este capitulo también nos enfocamos en el estudio de la expresién de los
genes lapDgyp, lapGgsy y brtA. En un estudio previo, brtA (BB1186) fue clasificado como un
gen de avirulencia. En el mencionado estudio, Tracy Nicholson demostro que la expresion
de BB1186 es menor en la cepa salvaje en comparacion a la variante bloqueada en fase
Bvg-28°. Estos resultados fueron confirmados por Nishikawa et al. quienes demostraron,
mediante ensayos de qPCR, que el sistema de dos componentes BvgAS inhibe la
expresion de brtA?®°. En ese mismo trabajo, en ensayos de Western blot se aprecia la
presencia de bandas correspondientes a BrtA en muestras provenientes de cultivos
realizados en condiciones Bvg+. Esta observacion no fue considerada por los autores del
mencionado articulo. Nuestros resultados indican que brtA se coexpresa junto a lapDgs y
lapGgp en todas las fases de virulencia (Figura 4.1). Esta hipotesis se ve reforzada por
los resultados presentados en el Capitulo 3 en donde identificamos a BrtA en muestras
provenientes de sobrenadantes obtenidos en condiciones de cultivo Bvg+ (Figura 3.4).

Los resultados de Nishikawa et al. también indican que el factor transcripcional

regulador de brtA, LuxR (BB1187), y los componentes del sistema de secrecion tipo |
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(BB1188, BB1189 y BB1191) se coexpresan como parte de un mismo operon.
Combinando los resultados presentados en este capitulo, junto con los resultados de
Nishikawa et al. B. bronchiseptica tendria 2 operones relacionados a la formacién de
biofilm mediada por c-di-GMP. El primero de ellos, asociado a la expresién y secrecion
de BrtA (BB1187-BB1191). Mientras que el segundo operdon contendria la propia
secuencia codificante para BrtA junto a los factores involucrados en el control
postranscripcional de la localizacion de esta adhesina (lapDgs-lapGes-brtA).

Habiendo caracterizado funcionalmente el sistema formado por LapDgy, LapGegs y
BrtA resta determinar cual es la importancia de este sistema durante el proceso de
infeccién natural de B. bronchiseptica. Este tema, asi como también los mecanismos de

control de la actividad de LapD seran temas evaluados en los siguientes capitulos.
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Capitulo 5

Introduccion

Este capitulo presentara un abordaje complementario no analizado hasta el
momento en relacion al rol de las proteinas Lap de B. bronchiseptica en la formacién de
biofilm y en procesos naturales de infeccién. En los capitulos precedentes hemos
evaluado la participacion de este grupo de proteinas en la formacién de biofilm sobre
superficies inertes. Si bien esos modelos de estudio son ampliamente utilizados incluso
para el analisis de patégenos como B. bronchiseptica, resulta importante realizar un
analisis en condiciones cada vez mas cercanas al ambiente natural en el que esta
bacteria puede encontrarse. Con ese objetivo como meta, nos planteamos el desarrollo
de experimentos de colonizacion en ratones los cuales constituyen un huésped natural
de B. bronchiseptica. G. Sloan et al. demostraron que B. bronchiseptica es capaz de
formar biofilm en la cavidad nasal de ratones?’’. Para ello elegimos ratones hembras
BALB/c por tratarse del modelo animal mas utilizado por la comunidad cientifica para
analizar procesos de infeccién de B. bronchiseptica. Si bien otras cepas de ratones
también han sido utilizadas, en nuestras manos esta cepa es la que mejores resultados
nos ha dado en lo que respecta al manejo de los animales y al estudio del proceso de
infeccion.

En segundo lugar, nos adentramos en el analisis de una etapa del proceso de
infeccién poco estudiada: la transmision entre huéspedes. Para el desarrollo de estos
experimentos utilizamos el modelo recientemente desarrollado de transmision de B.
bronchiseptica entre ratones deficientes en el receptor de la inmunidad innata TRL4 (Toll-
like recpetor 4).

Por ultimo, desarrollamos nuevos experimentos de formacién de biofilm, pero en
este caso utilizando una superficie bidtica como sustrato para la adhesién y el desarrollo
del biofilm. Seran presentados, a lo largo del capitulo, experimentos realizados con

cultivos celulares de la linea derivada de un paciente fibroquistico CFBE?8".

Primer ensayo de colonizaciéon

Como primer acercamiento al proceso de colonizacion decidimos realizar un
ensayo utilizando un protocolo de inoculacion intranasal tradicional. Para el desarrollo de
este experimento se utilizaron las cepas B. bronchiseptica pBBR1-MCS5-Pnpui (Bb
pvacio) y B. bronchiseptica pBBR1-MCS5-PnuuilapG (Bb plapG). Brevemente, el protocolo
experimental consistié en una inoculacién por via intranasal de 50 uL de suspensiones
bacterianas de 1.10” UFC/mL. Como primera aproximacion al proceso de colonizacion
decidimos evaluar tiempos de infeccién relativamente prolongados por lo que el sacrificio

de los animales de experimentacién fue realizado a los 12 y 30 dias post-inoculacion.
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Mediante estudios de microscopia G. Sloan et al. demostraron que en esos tiempos, B.
bronchiseptica coloniza el epitelio respiratorio formando las estructuras caracteristicas de
bacterias formadoras de biofilm?%7.

Tal como describimos antes, la sobre expresiéon de lapG conduce a una reduccion
en la capacidad de formacién de biofilm de B. bronchiseptica. Segun la hipotesis
planteada, esta sobreexpresion reduce la localizacion de BrtA sobre la membrana externa
y esto es lo que conduce a una reduccion en la formacion de biofilm. Si la localizacion de
BrtA fuera importante durante el proceso de infeccidon es esperable que aquellos ratones
inoculados con la cepa que sobre expresa lapG presenten un nimero menor de UFC al

cabo de cierto tiempo de infeccion.
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Figura 5.1. Primer ensayo de colonizacion. Ratones BALB/c hembras de 6 semanas de edad fueron inoculados con 30
uL de suspensiones bacterianas de 1x10° UFC/mL por via intranasal. El grifico muestra valores de UFC/mL
recuperadas de los drganos indicados. La linea negra horizontal indica el valor medio de UFC/mL de lo ratones
analizados en ese tiempo en ese 6rgano. Cada punto corresponde a un ratén. * indica diferencia estadisticamente
significativa (p<0,05).

La Figura 5.1 muestra los resultados del primer ensayo de colonizacion realizado
con las cepa Bb pvacio y Bb plapG.

En primer lugar, puede verse que al cabo de 12 dias de realizada la inoculacion
encontramos bacterias tanto en la cavidad nasal como en pulmoén siendo ligeramente
superior el numero de bacterias en nariz. En este tiempo post inoculacién no vemos
diferencias en el numero de bacterias recuperadas de ratones infectados con la cepa
salvaje respecto de los ratones inoculados con la cepa Bb. plapG. Al analizar los
resultados obtenidos a los 30 dias de realizada la inoculacion vemos que los pulmones
recuperados de ratones infectados con la cepa Bb plapG presentaban un numero de

bacterias significativamente menor que los pulmones provenientes de ratones infectados
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con el control Bb pvacio (p<0,05). Por el contrario, no encontramos diferencias en el
numero de bacterias recuperadas de las narices de los animales sacrificados en este
tiempo. Dado que las diferencias encontradas son pequefas, esta observacién podria
indicar que las proteinas Lap, si bien no serian indispensables para el desarrollo de la
infeccion, podrian tener un rol secundario en etapas tardias del proceso de infeccion.
Cabe destacar que el desarrollo de este experimento fue realizado con cepas B.
bronchiseptica transformadas con construcciones realizadas en el vector plasmidico
pBBR1-MCS5. En cada uno de los tiempos indicados realizamos controles que nos
permitieron confirmar la estabilidad de las construcciones durante el transcurso de la

infeccion.

Segundo ensayo de colonizacion

Las primeras fases del proceso de colonizacidén pueden ser fundamentales para
el desarrollo de todo el proceso infectivo. Con el objetivo de evaluar un posible rol de las
proteinas Lap durante las primeras etapas del proceso de colonizacién decidimos
analizar las primeras horas después de iniciada la infeccion.

Para este ensayo utilizamos un protocolo de inoculacién alternativo que se
asemeja un poco mas a un proceso de infeccién natural. En el primer ensayo de
colonizacién inoculamos a cada ratén con 5.10° bacterias (50 yL de una suspension 1.107
UFC/mL). Si bien esta dosis es utilizada cominmente en experimentos de colonizacion
de B. bronchiseptica, constituye una carga bacteriana extremadamente alta frente a la
cual, en condiciones normales, un raton salvaje dificilmente pueda encontrarse. Una gran
cantidad de bacterias presentes en el indculo podria enmascarar posibles defectos de las
cepas estudiadas durante las primeras etapas del proceso de colonizacion. Weyrich et
al. demostraron que 500 UFC de B. bronchiseptica dispensadas en un volumen de 10 pyL
son suficientes para lograr la colonizacién del 100% de los ratones inoculados??.
Utilizando un inéculo inicial menor al mencionado también se puede lograr la colonizacion
de la cavidad nasal, sin embargo en este caso, menos del 80% de los animales
inoculados presenta colonizacién de los pulmones?®. Por este motivo decidimos utilizar
un protocolo de inoculacién de 500 UFC en un volumen de 10 pL. Para este ensayo
utilizamos las cepas Bb pvacio y Bb plapG. Los tiempos elegidos para el sacrificio fueron
2, 24 y 72 horas con el objetivo de evaluar las etapas iniciales del proceso de

colonizacion.
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Figura 5.2. Segundo ensayo de colonizacién. Ratones BALB/c hembras de 6 semanas de edad fueron inoculados con 500 UFC
contenidas en 5 pL de suspensidn. El grafico muestra valores de UFC/mL recuperadas de los érganos indicados. La linea negra
horizontal indica el valor medio de UFC/mL de lo ratones analizados en ese tiempo en ese dérgano. El grafico muestra el resultado
de dos experimentos independientes.

En la Figura 5.2 puede verse el resultado del experimento de colonizacion
realizado para evaluar las primeras horas del proceso de infeccion.

En primer lugar, vemos que a las 2 horas de realizada la inoculacién intranasal
fue posible recuperar bacterias de esta region en los 4 ratones analizados. La carga
bacteriana recuperada se redujo 1/5 de la carga inoculada originalmente. Por el contrario,
si analizamos el resultado del numero de bacterias recuperadas de pulmén vemos que,
a las 2 horas post-inoculaciéon, la infeccion no avanzé hasta las vias respiratorias
inferiores en todos los ratones. Sélo dos de los cuatro ratones analizados presentaba
pulmones colonizados.

Durante las primeras 72 horas post-inoculacién vemos que la carga bacteriana
presente en nariz se multiplicd. EI nUmero de bacterias recuperadas de esta region pasoé
de 1.102 UFC/mL a 1.10°% UFC/mL. Asimismo, el nimero de UFC recuperadas en pulmén
también crecidé entre las 2 horas y las 72 horas, aunque alcanzé valores ligeramente
menores que los alcanzados en nariz (1.10° UFC/mL).

El andlisis estadistico de este experimento no mostré diferencias significativas en
el numero de UFC/mL recuperadas de los animales infectados con las cepas Bb pvacio
en comparacion con Bb plapG en ninguno de los tiempos y érganos analizados. Estos
ensayos sugieren que, en el modelo estudiado, las proteinas Lap de B. bronchiseptica no

tendrian un rol importante para el establecimiento inicial de la infeccién en nariz y pulmon.

124



Capitulo 5

Rol de LapG y BrtA en el proceso de infeccion

Los resultados de biofilm presentados en los capitulos anteriores muestran que
tanto LapG como BrtA tienen un rol importante en la formacién de biofilm en B.
bronchiseptica. A su vez, los primeros ensayos de colonizacién presentados en este
capitulo dan indicios de que las proteinas Lap podrian tener también un rol durante el
proceso infeccioso en ratones.

Con el objetivo de avanzar en la comprensiéon del rol de LapG y BrtA en la
fisiopatologia de B. bronchiseptica realizamos ensayos de colonizacién con las cepas B.
bronchiseptica salvaje, AlapG y AbrtA. Para el desarrollo de estos experimentos
utilizamos una carga bacteriana de 5.10° UFC (50 pL de suspensiones 1x10” UFC/mL) y
una via de inoculacion intranasal. Los recuentos de UFC en pulmén y nariz fueron

realizados en los tiempo indicados: 2 horas, 7, 14 y 21 dias.
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Figura 5.3. Ensayos de colonizacion con AbrtA y AlapG . Ratones BALB/c de 6 semanas de edad fueron inoculados con 10° UFC
contenidas en 50 puL de suspension. El grafico muestra valores de UFC/mL recuperadas de los érganos indicados. La linea negra
horizontal indica el valor medio de UFC/mL de lo ratones analizados en ese tiempo en ese érgano. El grafico muestra el resultado
de dos experimentos independientes. * indica diferencia estadisticamente significativa respecto del control Bb salvaje p<0,05.

En la Figura 5.3 vemos, en primer lugar, que los valores de UFC/mL recuperadas
de los érganos infectados con la cepa B. bronchiseptica salvaje son equivalentes a los
datos reportados previamente en la bibliografia?®®. La cepa salvaje es capaz de persistir
tanto en nariz como en pulmon 21 dias post infeccion. La carga bacteriana en pulmén
presentd un pico maximo en el dia 7 (10" UFC/mL) para luego comenzar a disminuir
gradualmente hasta alcanzar un valor minimo a los 21 dias (10° UFC/mL). Por otro lado,
el pico maximo de infeccion en nariz se observo entre los dias 7 y 14 post inoculacion y
luego se redujo en un orden de magnitud hacia el dia 21.

El anadlisis de los resultados de UFC/mL recuperadas a las 2 horas constituye un

control interno y ademas un resultado per se. Por un lado, la inexistencia de diferencias
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entre las tres cepas constituye una prueba de que los ratones fueron inoculados con
cantidades equivalentes de bacterias. Por otro lado, este resultado también corrobora
que, tal como sugeria el experimento mostrado anteriormente, las proteinas Lap no tienen
un rol preponderante en las etapas iniciales del proceso de colonizacién.

Durante el periodo de tiempo evaluado no registramos diferencias significativas
entre el nimero de UFC/mL recuperadas de los ratones infectados con la cepa salvaje
en comparacion a los ratones infectados con la cepa AbrtA.

Hacia el dia 7 no registramos diferencias entre la cepa salvaje y la cepa AlapG.
Sin embargo, el dia 14 encontramos una diferencia significativa entre el nimero de
UFC/mL recuperadas de los pulmones de los ratones infectados con AlapG respecto de
los controles infectados con la cepa salvaje (p<0,05). Esta diferencia desaparecio en el
dia 21 momento en el cual los animales infectados con todas las cepas presentaban, en
pulmoén, una carga bacteriana de 1.10° UFC/mL.

Entre los dias 5 y 10 encontramos que el 25% de los ratones infectados con la
cepa AlapG presentaban signos de enfermedad (pelaje crispado, respiracion dificultosa,
y escasa respuesta a estimulos externos). Entre estos dias algunos ratones fueron
encontrados muertos y no fue posible procesar sus érganos. Sin embargo, uno de los
ratones que presentaba mayores signos de enfermedad fue sacrificado para evitarle
sufrimiento. Posteriormente, sus 6rganos fueron procesados a fin de realizar el recuento
de UFC/mL presentes en pulmdn y nariz. El recuento en nariz no diferia del resto de los
ratones, sin embargo, el recuento en pulmén dio como resultado un niumero de UFC/mL
notablemente superior a la carga bacteriana normal para este dia y superior también a la

de otros ratones infectados con esta misma cepa (Figura 5.3, circulo verde).

Analisis del rol de BrtA en la transmisiéon de B. bronchiseptica

El evento de transmisién de un patégeno desde un hospedador infectado hacia
un individuo sano es un proceso que conlleva grandes dificultades para su estudio.

En el caso particular de B. bronchiseptica, el proceso de transmision ha sido
reportado so6lo por contacto directo o indirecto entre cerdos infectados y cerdos sanos?®*.
Asimismo, no ha sido reportada la transmisién entre animales de manejo mas sencillo en
el laboratorio (ratones, ratas, conejos, etc.). La gran dificultad en el manejo grandes
mamiferos, como cerdos, ha relegado el estudio de este evento. Sin embargo, el grupo
de investigacion liderado por Eric Harvill de la Universidad de Georgia (Athens, Estados
Unidos) ha desarrollado un modelo de estudio murino para la transmision de B.
bronshiceptica®®. Investigadores de este grupo demostraron que el receptor de la

inmunidad innata TLR4 esta involucrado en el control de la transmision de
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B.bronchiseptica®®®. A partir de este descubrimiento desarrollaron un modelo de estudio
para la transmisién de B. bronchiseptica que contempla la utilizacion de una linea de
ratones deficiente en el receptor TLR4 (C3H/HeJ)®°. Para el desarrollo de los
experimentos de transmision, un raton infectado con B. bronchiseptica es colocado junto
a 3 ratones no infectados (ratones naive) durante 21 dias. Transcurrido este tiempo, los
animales naive son sacrificados a fin de determinar la presencia de bacterias en nariz,
pulmén y traquea®®®.

Con el objetivo de estudiar si el sistema de proteinas Lap podria estar involucrado
durante el proceso de transmision entre un huésped infectado y uno sano decidimos
utilizar este modelo de estudio.

Tal como describen Rolin et al., para el desarrollo de estos experimentos
utilizamos la linea C3H/HeJ (TLR4 neg)?®. Se inocularon por via intranasal dos ratones
con 5 uL de una suspension bacteriana 3.10° UFC/mL, de manera de dispensar 150 UFC
sobre la cavidad nasal. Estos animales fueron colocados en jaulas independientes junto
a 3 ratones naive de la misma linea (n=6). Al cabo de 21 dias todos los animales fueron
sacrificados y los érganos nariz, traquea y pulmones fueron procesados a fin de

determinar el numero de UFC totales presentes.
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Figura 5.4. Ensayo de transmision de B. bronchiseptica entre ratones C3H/HeJ mice (TLR4 Neg). El grafico representa el nimero
de bacterias recuperadas de los ratones naive colocados junto a ratones infectados con la cepa Bb salvaje o AbrtA durante 21
dias. Estos resultados representan el promedio de dos experimentos independientes.

La Figura 5.4 presenta los resultados de un experimento de transmisiéon entre
ratones C3H/HedJ. Los resultados presentados corresponden al numero total UFC
presentes en los organos indicados recuperadas de los ratones inicialmente no
inoculados (naive). Los ratones inicialmente inoculados también fueron sacrificados y sus
organos procesados a fin de determinar el numero de CFU en los respectivos 6rganos a
modo de control. Ambos ratones presentaron bacterias en todos los 6rganos indicando
que la infeccion de los mismos habia sido exitosa (resultados no mostrados)

Los resultados de la Figura 5.4 muestran, en primer término, tal como se haya
descripto en la bibliografia, que B. bronchiseptica es capaz de transmitirse desde un ratén

infectado hacia ratones naive en la linea C3H/HeJ. Como puede apreciarse en la figura,
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al cabo de 21 dias, tanto la cavidad nasal, la traquea y los pulmones de ratones
originalmente no infectados, se encuentran colonizados. En todos los érganos hallamos
cantidades de bacterias que van desde 1.10* hasta 1.10” UFC. La desviacion estandar
en el numero de UFC/mL es mayor que en los experimentos de colonizacién presentados
anteriormente. Esta variabilidad es similar a la reportada en la bibliografia®® y podria ser
una consecuencia de la manera en que estos ratones son infectados. A diferencia de los
ensayos de colonizacién en donde cada ratdon es inoculado con una misma cantidad de
bacterias, en estos ensayos, todos los ratones naive son expuestos a un ambiente
infectivo, pero no necesariamente todos se enfrentan al mismo nimero de bacterias.
Analizando el numero de UFC/mL vemos que los ratones naive que se infectaron
con la cepa AbrtA no presentaron diferencias significativas frente a los controles
infectados con la cepa salvaje. Sin embargo, encontramos que uno de los ratones no fue
infectado (el circulo verde representa diferentes érganos del mismo raton). Considerando
este resultado podemos decir que el proceso de transmision de la cepa salvaje fue
efectivo en 6 de los 6 ratones expuestos a los ratones infectados, sin embargo, 1 de los
6 ratones expuestos a ratones infectados con la cepa AbrtA no fue contagiado. Este
resultado, si bien no permite decir que BrtA tenga un rol preponderante durante el proceso

de transmision, podria indicar que contribuiria parcialmente a este proceso.

Analisis de la formacion de biofilm sobre monocapa celular

En los capitulos anteriores presentamos evidencia de que LapG y BrtA tienen
roles importantes para el desarrollo de biofilm sobre diferentes superficies. Sin embargo,
en todos los casos las superficies evaluadas se trataban de materiales inertes: vidrio o
plastico. Con el objetivo de evaluar la capacidad de formacion de biofiim de B.
bronchiseptica sobre una superficie bidtica y el rol de LapG y BrtA en este proceso,
realizamos ensayos de formacion de biofilm sobre monocapas celulares. Para el
desarrollo de este experimento utilizamos dos abordajes complementarios. Por un lado,
analizamos el numero de bacterias que se adhieren a la superficie celular luego de un
periodo de tiempo de co-incubacion con la monocapa celular. Asimismo, evaluamos
mediante microscopia de fluorescencia, la capacidad de adhesion y de desarrollo de
biofilm de diferentes cepas de B. bronchiseptica sobre las células epiteliales.

Para el desarrollo de estos experimentos utilizamos la linea celular CFBE (Cystic
Fibrosis-derived epithelial cells) inmortalizada a partir de un cultivo primario de células
epiteliales de bronquio de un paciente con fibrosis quistica?®'. Dado que B. bronchiseptica

es un patégeno oportunista de humanos, ha sido frecuentemente aislada de pacientes
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fibroquisticos'82%.286 Por este motivo, la linea celular elegida presenta caracteristicas
fisiolbgicamente relevantes para la biologia de esta bacteria.

Brevemente, células de la linea CFBE fueron cultivadas en medio MEM en placas
de 24 pocillos hasta alcanzar una confluencia del 100% (2,5.10%-1.10° células). En ese
momento se inocularon las suspensiones bacterianas sobre la monocapa celular. Una
hora después, el sobrenadante fue retirado a fin de eliminar aquellas bacterias que no se
hubieran adherido a la monocapa celular. Luego se adicioné medio de cultivo de células
y se incub6 durante diferentes periodos de tiempo.

Para realizar los recuentos de bacterias, 21 horas post-inoculacién se tomaron
muestras de 100 uL del sobrenadante de cultivo y se realizaron diluciones seriadas a fin
de determinar el nimero de UFC/mL presentes en forma plancténica en el sobrenadante.
Posteriormente se aspird el resto del sobrenadante y se adicionaron 250 pL solucion
reguladora PBS. En forma mecanica se levantaron la monocapa de células junto a las
bacterias adheridas a ella para luego tomar muestras de 100 uL de estas suspensiones.
Finalmente se realizaron diluciones seriadas a fin de determinar el numero de bacterias
adheridas a la monocapa celular (este recuento también fue expresado en términos de
UFC/mL). Para este ensayo se utilizaron las cepas B. bronchiseptica salvaje, AlapG y
AbrtA.

La Figura 5.5 muestra los resultados de los recuentos de UFC/mL en el
sobrenadante de cultivo y sobre la monocapa de células de la linea derivada de un

paciente fibroquistico CFBE.
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Figura 5.5. Formacion de biofilm sobre monocapa celular. Los graficos representan (a) el nimero de UFC/mL presentes en el
sobrenadante de cultivo y (b) el nimero de UFC/mL adheridas a células de la linea CFBE co incubadas durante 21 horas con
las cepas B. bronchiseptica salvaje, AbrtA y AlapG. El grafico representa el promedio y la desviacion estandar de dos
experimentos independientes cada uno de ellos realizado con 3 réplicas técnicas por cepa (n=2).
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El resultado de los recuentos no mostré diferencias en el numero de UFC/mL
recuperadas del sobrenadante de células incubadas con AbrtA y AlapG respecto del
control incubado con la cepa B. bronchiseptica salvaje. Asimismo, tampoco encontramos
diferencias entre el numero de bacterias adheridas a la monocapa entre las cepas
mencionadas.

En forma paralela a los ensayos de recuento se realizaron ensayos de
microscopia de fluorescencia a fin de determinar la capacidad de adhesion y formacién
de biofilm sobre la monocapa celular de las cepas B. bronchiseptica salvaje, AbrtA y
AlapG. Luego de la inoculacién de las suspensiones bacterianas sobre la monocapa, tal
como se describid en los parrafos anteriores, se realizaron observaciones microscépicas
a diferentes tiempos de incubacion. Durante el desarrollo de 3 experimentos
independientes se analizaron tiempos de coincubacon de 4, 10, 20, 26 y 48 horas
utilizando duplicados técnicos en cada uno de los casos. Para el desarrollo de estos
experimentos se utilizd un microscopio de Florescencia Nikon Eclipse Ti acoplado a un
modulo denominado spinning disk el cual permite la reconstruccion de imagenes en 3D
a pesar de que el microscopio utilizado no presenta la tecnologia Confocal.

La Figura 5.6 muestra imagenes representativas de los resultados obtenidos de
los experimentos de microscopia de fluorescencia realizado para determinar la capacidad
de adhesion y formacion de biofilm de B. bronchiseptica. En primer lugar, se muestran
imagenes representativas de los resultados obtenidos para la cepa B. bronchiseptica
salvaje en cada uno de los tiempos analizados. En estas imagenes puede verse que
desde el primer tiempo analizado (4 horas) encontramos bacterias adheridas a la
superficie celular. En este tiempo se observan principalmente bacterias aisladas vy
esporadicamente cumulos de unas pocas bacterias. Resulta importante destacar que,
desde los primeros tiempos de incubacidén, se observaban células que presentaban
signos de dafio como por ejemplo una forma redondeada y despegada de la monocapa,
asi como también irregularidades en las regiones de contacto entre células (flechas
blancas). Esta observacion indicaria que B. bronchiseptica resultaria toxica y romperia la
estructura de monocapa de esta linea celular en la condiciones evaluadas.

Con el aumento del tiempo de incubacién es posible observar un aumento en la
cantidad de bacterias adheridas a la monocapa. A partir de las 10 horas empiezan a verse
aglomerados bacterianos que podrian ser microcolonias desarrolladas como una etapa

inicial del proceso de formacion de biofilm.
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Figura 5.6. Andlisis de la formacién
de biofilm mediante microscopia de
fluorescencia de la cepa B.
bronchiseptica salvaje sobre
monocapa de células de la linea CFBE
derivada de un paciente
fibroquistico. Las imdagenes son
representativas de tres
experimentos independientes. Los
paneles de la izquierda muestran la
fusion del canal de luz blanca con el
canal de fluorescencia. Las flechas
blancas sefialan la presencia de
estructuras compatibles con dafio
celular. Los paneles de la derecha
muestran la representaciéon en 3D
del canal de fluorescencia donde
solo se ven bacterias.

26 horas 20 horas 10 horas 4 horas

48 horas

Entre las 20 y las 48 horas observamos un incremento importante en el numero
de bacterias adheridas a la superficie celular, asi como también el desarrollo de
aglomerados bacterianos en estructuras complejas que presentan caracteristicas de
biofilms. En estos tiempos se vio incrementada aun mas la presencia de células con

signos de dafos (flechas blancas).
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En todos los tiempos de incubacion indicados anteriormente se analizé también

la capacidad de formacion de biofilm de las cepas AbrtA'y AlapG.

26 horas

oras

Bb. AlapG  Bb. salvaje

Bb. AbrtA

‘ -
J -

Figura 5.7. Formacién de biofilm sobre células. Microscopia de fluorescencia. Imagenes representativas de tres
experimentos independientes realizados con la linea celular CFBE incubada durante los tiempo indicado con las
cepas B. bronchiseptica salvaje, AbrtA'y AlapG.

La Figura 5.7 muestra imagenes representativas de los experimentos de
formacion de biofilm sobre monocapa celular analizados mediante microscopia de
fluorescencia de las cepas AbrtA y AlapG en comparacion a la cepa salvaje utilizada
como control. Si bien estos experimentos fueron realizados a tiempos de incubacion de
4, 10, 20, 26 y 48 horas, en la Figura 6.7 se muestran sélo a modo representativos los
resultados de los tiempos de incubacién de 10 y 26 horas.

En ninguno de los tiempos analizados encontramos diferencias significativas entre
la capacidad de adhesion (tiempos cortos) o de formacién de biofilm (tiempos largos)
entre las cepas AbrtA, AlapG y la cepa control B. bronchiseptica salvaje. Todas las cepas
presentaron una cinética de formacion de biofilm similar en las condiciones analizadas.
A las 4 horas se observaba principalmente la presencia de bacterias aisladas y
esporadicamente la formacién de cumulos. A partir de las 10 horas se observaba la
presencia de estructuras mas complejas que se desarrollaban de manera similar hasta
las 26 y 48 horas de incubacion.

Si bien estos resultados podrian indicar que en las condiciones evaluadas LapG

y BrtA no tienen un rol importante en la adhesion y formacion de biofilm, la toxicidad
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observada sobre las células de la linea CFBE podria conspirar contra el 6ptimo desarrollo

del experimento y posterior analisis de los resultados.

Conclusiones y discusién

Antes del comienzo del presente capitulo presentamos evidencia que confirmaba
el rol del sistema de proteinas Lap (LapD, LapG y BrtA) en la formacion de biofilm de B.
bronchiseptica. En todos los experimentos realizados hasta el momento, la formacién de
biofilm fue analizada sobre superficies abibtica, inertes. Si bien esos resultados indicaban
un claro rol de LapGas, y BrtA en los procesos de formacién de biofilm tanto en superficies
hidrofobicas como en superficies hidrofilicas, restaba por indagar rol de estas proteinas
en un contexto mas cercano a su ambiente natural. Por ese motivo decidimos evaluar el
comportamiento de cepas de B. bronchiseptica desarrolladas durante este trabajo en el
contexto del modelo murino de colonizacién, en un nuevo modelo de transmision y en
ensayos de formacion de biofilm sobre células.

Recientemente, el grupo de investigacion de la Universidad de Osaka (Osaka,
Japon) liderado por Yasuhiko Horiguchi, evalué la capacidad de colonizacién vy
persistencia de un mutante brtA en un modelo animal de ratas Wistar®®°. Este grupo
determiné que el numero de UFC/mg de traquea en ratas infectadas con la cepa B.
bronchiseptica AbrtA no diferia significativamente del nimero de UFC/mg recuperadas
de ratas infectadas con la cepa salvaje en todo el rango de tiempo analizado (entre 3 y
60 dias)®°. En este mismo sentido, nuestros propios resultados de experimentos de
colonizacién con ratones BALB/c no mostraron una reduccion significativa en la
capacidad de colonizacién de la cepa AbrtA en comparacion a la cepa salvaje usada
como control. Si bien esos resultados no fueron capaces de demostrar un rol importante
de BrtA durante el proceso de infeccién, resultados del grupo de Y. Horiguchi reportados
previamente y confirmados en el mencionado trabajo, indican que BrtA se expresa
durante la infeccidén en ese modelo animal?6°:287,

Resulta fundamental destacar que en dos experimentos independientes
encontramos diferencias estadisticamente significativas entre la cepa que sobre expresa
lapG y su control y entre, la cepa AlapG y su respectivo control. Si bien estos resultados
no brindan informacion acerca de cual podria ser el rol de las proteinas Lap en el
transcurso de la infeccién, si constituyen una evidencia importante a favor de que
despefian algun rol en este proceso.

Durante el desarrollo de los experimentos de colonizacion con la cepa AlapG,
llamé poderosamente nuestra atencion la virulencia que esta cepa presentaba sobre

algunos ratones infectados con ella. Incluso, uno de los ratones que presentaba mayores
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signos de enfermedad también presentaba, en pulmoén, un numero de UFC/mL
notablemente alto (5.10% frente a un promedio de 1.10° para ese tiempo). Un
comportamiento similar a este fue destacado por J. Melvin al analizar ensayos de
colonizacion con la cepa deficiente en la hemaglutinina filamentosa, AfhaB®®. Los
ensayos de infeccion con la cepa B. bronchiseptica AfhaB, al igual que los realizados en
este trabajo con AlapG, muestran un comportamiento bimodal. En ensayos de
colonizacién realizados con ratones de la linea C57BL/6 se observd que 3 dias post-
inoculacion, un grupo de ratones infectados con la cepa AfhaB presentaba una carga
bacteriana de 10" UFC en pulmén mientras que otros animales presentaban 103 UFC28,
Si bien hasta el momento no hay explicaciones para este comportamiento los signos de
enfermedad desarrollados por estos ratones permitirian especular que la delecion de
lapG, podria inducir una respuesta inmunoldgica exagerada debido a la presencia
anormal de algun factor, muy probablemente BrtA. Hacen falta experimentos adicionales
para poder asegurar este especulacion, pero es un linea de trabajo sobre la cual podria
avanzar este proyecto de investigacion. Para avanzar en esa linea seria importante
comenzar por analizar el perfil de respuesta inmunoldégica que presentan las cepas
AlapG, AbrtA en comparacion a la cepa salvaje.

Utilizando un modelo murino alternativo analizamos el rol de BrtA en otra etapa
del ciclo infectivo de B. bronchiseptica. El recientemente desarrollado modelo murino de
transmision, nos permitio analizar el rol de BrtA durante esta parte del proceso?®. Esta
etapa del ciclo infectivo de Bordetella ha sido una de las etapas mas dificiles de abordar
debido a la falta de modelos adecuados para su estudio. El grupo de Eric Harvill ha
demostrado que el receptor de la inmunidad innata TLR4 (Toll-like receptor 4) esta
involucrado en el control de las infecciones de B. bronchiseptica limitando su capacidad
de transmision desde huéspedes infectados a individuos sanos. Ratones deficientes en
el receptor TLR4 presentan una mayor tendencia a la transmision de la infeccién, evento
que es raramente observado entre ratones salvajes o deficientes en otros componentes
del sistema inmune. Utilizando este modelo murino evaluamos la capacidad de la cepa
AbrtA de trasmitirse ente hospedadores. Si bien no encontramos diferencias
estadisticamente significativas entre el numero de bacterias recuperadas entre ratones
contagiados con la cepa salvaje y la cepa AbrtA, resulta interesante destacar el hecho de
que uno de los ratones que estuvo en contacto con otro ratén infectado con la cepa AbrtA
no fue contagiado. Resultados similares a éste fueron encontrados por el grupo de Eric
Harvill al evaluar un panel de 13 mutantes utilizando este modelo de transmisién. En el
mencionado trabajo determinaron que una cepa que presenta la delecion del locus
involucrado en la sintesis del exopolisacarido de B. bronchiseptica (EPS) es incapaz de

transmitirse en este modelo experimental?*®. Pero ademas, encontraron que las cepas
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AfhaB, AfimBCD (fimbria), AbscN (sistema de secrecion tipo Ill), AlpxO (LPS), y Aeps
(EPS) si bien pueden transmitirse no lo hacen de la misma manera que la cepa salvaje®®.
La cepa AbrtA, que en nuestras manos también presentd un leve defecto de transmision,
podria demostrar que BrtA podria ser parte de este grupo de factores que si bien
participan del proceso de transmisién no son imprescindibles.

Durante el desarrollo de este capitulo también presentamos los experimentos de
formacion de biofilm sobre una superficie bidtica. B. bronchiseptica ha sido aislada de
pacientes con fibrosis quistica?’®?®°. Por ese motivo consideramos significativa la
utilizacion de una linea celular derivada de un paciente fibroquistico ya que presentaria
un ambiente similar a lo que B. bronchiseptica podria encontrarse naturalmente. En ese
grupo de experimentos vimos claramente como la formacion de biofim de B.
bronchiseptica aumentaba en funcién del tiempo (Figura 5.6). Sin embargo, también
encontramos signos de dafio sobre la monocapa celular. Estos dafios podrian estar
causados por el sistema de secrecion tipo lll el cual ya ha sido reportado que genera
efectos citotdxicos sobre cultivos celulares®®. Al igual que otros patégenos Gram
negativos, Bordetella spp. utiliza el sistema de secrecién tipo Il para translocar proteinas
efectores hacia el citoplasma de células eucariotas. Estos efectores interfieren en los
mecanismos de sefalizacion normales induciendo cambios fisioldgicos o incluso la
muerte celular®'. Si bien en los tiempos analizados no vimos diferencias significativas
entre las cepas AbrtA, AlapG y la cepa salvaje usada como control, seria fundamental
desarrollar un experimento alternativo para evitar la elevada toxicidad observada sobre
las células. En el trabajo presentado recientemente por el grupo de Yasuhiko Horiguchi
para el desarrollo de experimentos de adhesion a células eucariotas utilizaron una cepa
de B bronchiseptica deficiente en el sistema de secrecion tipo lll. Este disefo
experimental fue propuesto a fin de evitar la toxicidad observada sobre las células y poder
analizar el efecto de otras mutaciones sobre la formacion de biofilm. Esta podria ser un
alternativa a desarrollar en el futuro para analizar la contribucién de LapG y BrtA en el
proceso de formaciéon de biofilm sobre la monocapa de células de la linea CFBE.
Concretamente, para el desarrollo de nuevos experimentos de formacion de biofilm sobre
monocapa celular podrian rehacerse los mutantes delecionales AlapG y AbrtA sobre la
cepa B bronchiseptica AbscN la cual presenta niveles de citotoxicidad menores a los de
la cepa salvaje®®.

En conclusién, presentamos evidencia de que el sistema Lap podria tener un rol
durante el proceso de infeccion en ratones. Evidentemente el rol que cumple estas
proteinas durante el desarrollo de la infeccidon no es decisivo para el avance de la misma
ya que la cepa AbrtA aun es capaz de infectar. Sin embargo, es importante avanzar en

la comprension que estas proteinas tienen sobre el desarrollo de la infeccion.
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Introduccion

En un trabajo publicado en el afio 2017, el equipo de investigacion liderado por
Erik Hewlett de la Universidad de Virginia (Estados Unidos) demostré que la
seroalbumina bovina (BSA) y el catién calcio generan un efecto sinérgico en Bordetella
que induce un incremento en los niveles de secrecidon de la toxina adenilato ciclasa
(AC)*2, Los niveles de BSA y Ca*? analizados en ese trabajo corresponden a
concentraciones encontradas en las secreciones de las vias respiratorias®?. La
interaccién de AC con FHA inhibe la formacién de biofilm en Bordetella spp??°. Por lo
tanto, es esperable que el BSA y Ca*? tengan efectos sobre la formacion de biofilm.

En el presente capitulo presentaremos ensayos realizados con el objetivo de
determinar si la presencia de BSA y Ca*? en el medio de cultivo regula la formacién de
biofilm de B. bronchiseptica. Ademas, evaluaremos los efectos de BSA y Ca*? sobre la

secrecion de BrtA, adhesina que comparte con AC algunas propiedades estructurales.

BSA y Ca*? modulan la formacién de biofilm en B. bronchiseptica

Hasta el momento no existen reportes acerca del efecto que BSA y Ca*?, en los
niveles reportados por Gonyar et al.?®?, podrian tener sobre la formacion de biofilm de
Bordetella spp. Con el objetivo de analizar el efecto de estos compuestos sobre la
formacion de biofilm en B. bronchiseptica realizamos ensayos de cultivo en microplacas
en medio de cultivo SS y en SS suplementado con BSA y Ca*2. Estos ensayos fueron
realizados en 0 mM y en 2,0 mM de acido nicotinico.

La Figura 6.1 muestra los resultados de estos ensayos. El analisis directo de las
fosas tefiidas con cristal violeta muestra que la presencia de BSA y Ca*? inhibié por
completo la formacién de biofilm en 0 mM de acido nicotinico. El analisis cuantitativo de
esta condicion muestra una reduccion del 85% en los valores de absorbancia a 595 nm.
Si comparamos estos valores con los valores de absorbancia obtenidos para las fosas
control sin inocular vemos que no presentan diferencias. Esto podria indicar que en
presencia de BSA y Ca*? ni siquiera hay bacterias adheridas a la superficie de las fosas,
lo cual sugiere que BSA y Ca*? podrian estar inhibiendo alguna etapa inicial del proceso

de formacion de biofilm.
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Figura 6.1. Ensayo de formacién de biofilm en microplacas. La cepa B. bronchiseptica salvaje fue cultivada en medio de cultivo SS y
en SS suplementado con BSA (2,0 mg/mL), CaCl, (2,0 mM)y acido nicotinico (2,0 mM). El grafico representa el promedio y la
desviacion estandar de 3 réplicas bioldgicas (con 4 réplicas técnicas por experimento). Diferencias estadisticamente significativas
estan indicadas con * (p<0,05) y ** (p<0,01). A modo de control se muestran los valores obtenido para fosas que fueron inoculadas
con medio de cultivo sin bacterias y luego procesadas igual que el resto de las fosas. Las imdgenes de la parte superior son
representativas de los resultados obtenidos tras la tincién de las fosas con solucién de cristal violeta 0,1%.

En 2,0 mM de &cido nicotinico, BSA y Ca*? generaron un cambio en las
caracteristicas macroscopicas del biofilm formado. En las fosas con cultivos en SS la
formacion de biofilm se aprecia como una banda de coloracion intensa en la regiéon de la
interfase entre el aire y la suspensién bacteriana. Por debajo de esta zona se observa
una region de menor intensidad de color.

Esta region se hace cada vez menos intensa a medida que aumenta la distancia
a la interfase hasta practicamente desaparecer hacia el fondo de la fosa. En las fosas
suplementadas con BSA y Ca*?, por el contrario, s6lo se observa la formacién de biofilm
en la interfase ente el aire y la suspension bacteriana. Aunque resulta dificil estimarlo
mediante esta técnica, la intensidad del color en esta regidén pareciera ser mayor en las
fosas suplementadas con BSA y Ca*? en comparacion a las fosas cultivadas con SS
tradicional. Asimismo, no se observa la presencia de tincion por debajo de la linea de la
interfase. El analisis cuantitativo de esta condicion muestra que los valores de
absorbancia a 595 nm presentan una reduccion del 40% en las fosas suplementadas con
BSA y Ca*. Estos resultados sugieren que, en presencia de 2,0 mM de acido nicotinico,
la adhesion de las bacterias a la superficie estaria favorecida en la interfase respecto de

la zona sumergida. Las propiedades macroscopicas del biofilm formado en esta condicion
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son similares a las caracteristicas que presentan los biofilms reportados en otras
especies como P. fluorescens en donde, en este sistema de cultivo, la formacién es bien
definida en la interfase y practicamente nula por debajo de ésta®®.

La ausencia absoluta de biofilm cuando la bacteria es cultivada en el medio SS
sin modificaciones nos llevd a considerar inicialmente la posibilidad de que el efecto de
BSA y Ca* fuera inespecifico y particularmente de naturaleza fisicoquimica. Sin
embargo, el comportamiento diferencial entre las condiciones 0 mM y 2,0 mM de acido
nicotinico sugiere que debe haber un mecanismo fisioldgicamente relevante que podria

ser importante para la regulacion de la formacion de biofilm mediada por BSA y Ca*2.

Analisis de la formacion de biofilm sobre otras superficies

En el Capitulo 3 analizamos los efectos de la delecion de brtA sobre la formacién
de biofilm en plastico y en vidrio. A través de los experimentos presentados en esa
seccion demostramos que las propiedades de la superficie constituyen una variable
experimental que debe ser considerada a la hora de analizar el fenotipo de biofilm. Los
experimentos de formacién de biofilm sobre vidrio presentados en ese capitulo fueron
realizados en tubos de ensayo. En este capitulo presentaremos ensayos de formacion
de biofilm utilizando un disefo experimental alternativo, disefiado y puesto a punto
durante el transcurso de este trabajo de tesis.

En este caso utilizamos un disefio experimental derivado del protocolo usado para
las observaciones al microscopio electrénico de barrido (SEM). Brevemente, recordemos
que para el desarrollo de esos experimentos los cultivos son realizados en tubos de
microcentrifuga de 1,5 mL de polipropileno (plastico). En estos cultivos se sumergen
cubreobjetos cortados manualmente manera tal de quedar semi sumergidos en la
suspension bacteriana. Los pasos finales del protocolo de preparaciéon de las muestras
para SEM consisten en una etapa de deshidratacion, secado por punto critico y
metalizado (ver detalles en el Capitulo 9; Materiales y Métodos). Para la observacion
directa de la formaciéon de biofilm sobre vidrio remplazamos estas etapas por una
incubacion de la muestra en solucion de cristal violeta 0,1% p/v. De esta manera las
técnicas de observacién de biofilm por SEM y por observacién directa solo se diferencian
en la etapa final. Los tubos de microcentrifuga donde se realiza el cultivo con el vidrio
semi sumergido también pueden ser procesados de la misma manera y asi evaluar
simultaneamente la formacion de biofilm en dos superficies diferentes utilizando la misma

suspension bacteriana.
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La Figura 6.2 muestra un resultado tipico obtenido para un ensayo de formacion
de biofilm realizado con la cepa B. bronchiseptica salvaje segun el protocolo descripto en

el parrafo anterior.

Biofilm B. Bronchiseptica salvaje
1000X

1000X
Figura 6.2. Resultados representativos de los experimentos de formacidn de biofilm sobre vidrio y plastico (tubos de
microcentrifuga de polipropileno) tefiidos con solucion de cristal violeta 0,1% p/v a fin de realizar la observacion
directa del biofilm formado. Para lograr un analisis con mayor nivel de detalle el biofilm formado sobre la superficie de
vidrio fue observado mediante microscopia 6ptica.

Al analizar el cubreobjeto sobre el cual se produjo la formacién de biofilm de la
cepa salvaje lo que puede verse es una coloracion intensa en la region del vidrio donde
se encontraba la interfase entre la suspension bacteriana y el aire. Por debajo de esta
linea se observa una zona de intensidad menor y finalmente una zona de baja coloracién
desde ese punto hasta el extremo inferior del vidrio. Cada una de estas regiones fue
analizada utilizando microscopia optica.

La observacion de la regidén superior, utilizando aumentos de 400X y 1000X,
muestra aglomeraciones tipicas de estructuras del tipo de biofilm. Mediante esta
estrategia no es posible observar bacterias aisladas ni los detalles de esas estructuras.
Esta es la region que analizamos mediante SEM en los experimentos presentados
previamente en el Capitulo 3 y el Capitulo 4.

La inspeccion de la region inmediatamente inferior muestra una zona de bacterias
adheridas a la superficie, pero no se observan grandes agregados. Resulta dificil
mediante microscopia 6ptica determinar si se trata de bacterias aisladas o pequenos

agregados de unas pocas bacterias.
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En la region del vidrio que queda entre la zona descripta previamente y el limite
inferior también se observa, a simple vista, una coloracion azul. Sin embargo, la
inspeccion microscopica de esta regidbn no muestra la presencia de bacterias adheridas
a la superficie. Es importante tener presente que, durante la etapa de tincion, el vidrio es
sumergido por completo en la solucion de cristal violeta. De manera tal que la region por
encima de la interfase queda sumergida igual que la region por debajo. Es decir que la
leve coloracion de la region inferior del vidrio podria deberse a algun componente del
medio de cultivo que se adhiere a la superficie de vidrio, pero no puede ser visualizado
mediante microscopia optica.

No existen, reportes acerca de las caracteristica ni las causas que llevan a B.
bronchiseptica a desarrollar biofilms estructurados de esta manera. Es probable que la
limitacion en oxigeno que se produce por debajo de la interfase en cultivos estaticos sea
una de las causas que conlleva a una reduccion en la formaciéon de biofilm desde la
interfase hacia las zonas mas sumergidas del vidrio.

En la imagen 6.2 también se muestra el resultado obtenido al tefiir con solucion
de cristal violeta el tubo de microcentrifuga donde se realizé el cultivo. En primer lugar,
se aprecia claramente que la suspension bacteriana se adhiere a la superficie de manera
diferente a como lo hace en sobre la superficie de vidrio. En el tubo de plastico no es
posible distinguir las 3 regiones que destacamos al analizar la formacion de biofilm en
vidrio. La tincion de la superficie es homogénea desde la zona de la interfase hasta el
fondo el tubo y si bien se aprecia la formacion de un anillo, no se distingue una region
mas intensa en la interfase aire-liquido.

Este ensayo demuestra que las propiedades de la superficie definen las
caracteristicas del biofilm que se desarrolla sobre ella. La superficie plastica
(polipropileno) del tubo de microcentrifuga y la superficie de vidrio (silicato) estan
expuestas a la misma suspension bacteriana y sin embargo las caracteristicas de los
biofilms formados sobre ellas son de aspecto diferente.

Considerando el analisis presentado en los parrafos anteriores realizamos
ensayos de formacién de biofilm sobre vidrios semi sumergidos en condiciones

modulantes de acido nicotinico en presencia o no de BSA y Ca*2.
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En la Figura 6.3 y 6.4 se observan los - - -
. B. bronchiseptica salvaje

resultados de los ensayos de formacion de T

o . o vidrio plastico 1 vidrio plastico
biofilm realizados utilizando el protocolo 3 I
descripto en los parrafos anteriores. Estos | =a :
ensayos fueron analizados mediante la F 1|
observacion directa de los biofilms tefiidos » j { : '
con solucion de cristal violeta (Figura 6.3) y o :
mediante microscopia electronica de barrido SS 2,0 mM AN : SS 2,0 mM AN

+ +BSA+Ca*

(Figura 6.4).
Figura 6.3. Ensayo de formacidn de biofilm con la cepa B.
Como describimos previamente en el bronchiseptica salvaje sobre vidrios semisumergidos en
suspensiones incubadas en tubos de microcentrifuga
vidrio incubado en medio SS se observa una (polipropileno) de 1,5 mL. Los cultivos fueron realizados

., . . ., en condiciones de cultivo modulantes (2,0 mM de acido
coloracion violeta intensa en la regidn | nicotinico) con ysin BSA (2,0 mg/mL) y CaCl, (2,0 mM).

correspondiente a la interfase aire-liquido y una reduccién paulatina de la intensidad
desde esta region hasta el borde inferior del vidrio (Figura 6.3). El agregado de BSA y
Ca*? modifica las caracteristicas macroscopicas del biofilm formado. Analizando la
superficie de vidrio puede verse una coloracion muy intensa sobre la interfase (Figura
6.3). También se aprecia una region, inmediatamente por debajo de la interfase, en donde
la intensidad de la coloracion es menor. Por debajo de esta zona y hasta el borde inferior
del vidrio se observa una coloracién mucho mas tenue en comparacion a la misma zona
del vidrio sumergido en SS sin agregado de BSA y Ca*? (Figura 6.3).

Analizando los tubo de plastico se observan diferencias importantes entre los
tubos que contenian SS y los tubos con SS suplementado con BSA y Ca*?. La tincion de
los tubos que contenian cultivos en SS muestra una coloracion homogénea desde la
superficie hasta el fondo del tubo, tal como describimos algunos parrafos mas arriba. En
presencia de BSA y Ca*? s6lo se observa una leve coloracion en la interfase aire-liquido
que luego desaparece rapidamente hasta el fondo del tubo.

A diferencia de lo que sucede en cultivos en condiciones Bvg+ (0 mM de acido
nicotinico) donde el agregado de BSA y Ca*? inhibe la formacién de biofilm (Figura 6.1),
mediante esta estrategia no podemos asegurar si BSA y Ca*? aumenta o disminuye la
formacién de biofilm en condiciones de cultivo con 2,0 mM de acido nicotinico. Con el
objetivo de obtener informacién a nivel microscépico, utilizamos microscopia electronica
de barrido (SEM) para analizar el efecto de BSA y Ca*? sobre la formacion de biofilm en
esta condicién. La Figura 6.4 muestra que el biofilm formado por la cepa B. bronchiseptica
salvaje en SS suplementado con 2,0 mM de &cido nicotinico presenta grandes
aglomerados de bacterias con un importante desarrollo en altura. Por el contrario, la
presencia de BSA y Ca*? induce una disminucion en el tamaiio de los agregados, asi

como también una reduccion en la altura de los mismos. También se observa la presencia
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de matriz extracelular, que no habia sido apreciada en ninguno de los experimentos de
microscopia realizados previamente.

En base a estas observaciones confirmamos que la presencia de BSA y Ca*? en
el medio de cultivo también reduce la formacion de biofilm en condiciones de 2,0 mM de

acido nicotinico.

B. bronchiseptica salvaje

e wnr b4

SS 2,0 mM AN SS 2,0 MM AN
BSA + Ca*?

Figura 6.4. Andlisis de la formacién de biofilm mediante microscopia electrénica de
barrido. Se muestran imagenes representativas de biofilms de la cepa B. bronchiseptica
salvaje formados sobre vidrio. Los cultivos fueron realizados en condiciones de cultivo
modulantes (2,0 mM de acido nicotinico) con y sin BSA (2 mg/mL) y CaCl, (2,0 mM)
durante 24 horas sin agitacion.

00 x |ETD

Analisis del rol de BrtA en la regulacion de la formacién de biofilm
mediada por BSA y Ca*?

Los resultados de la seccion anterior demuestran que, en condiciones modulantes
(2,0 mM de acido nicotinico), la presencia de BSA y Ca*? en el medio de cultivo genera
una disminucién de la formacién de biofilm en B. bronchiseptica. Previamente hemos
demostrado que BrtA es una adhesina involucrada en la formacién de biofilm y el efecto
de la delecion de brtA se hace especialmente evidente en cultivos realizados en esas
mismas condiciones de acido nicotinico (Capitulo 3). Estas observaciones sugieren la
posibilidad de que el efecto de BSA y Ca* este mediado por la adhesina BrtA.
Recordemos que la localizacién en membrana de BrtA esta controlada por la proteasa
LapG. Por lo tanto, si BSA y Ca*? reducen la cantidad de BrtA a través de un mecanismo
mediado por LapG, la cepa AlapG deberia ser insensible al agregado de BSA y Ca*2.

Para comenzar a analizar esta hipétesis realizamos ensayos de formacién de
biofilm en microplacas en medio de cultivo SS y en medio SS suplementado con BSA y

Ca*2. Para este experimento realizamos cultivos en condiciones Bvg+ y en condiciones

145



Capitulo 6

modulantes (2,0 mM de acido nicotinico). A modo de control también incluimos la cepa
AbrtA.
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Figura 6.5. Analisis de la formacién de biofilm en microplaca de las cepas B. bronchiseptica salvaje, AlapG y AbrtA.
Estos experimentos fueron realizados en condiciones de acido nicotinico modulantes (2,0 mM) y no modulantes ( 0
mM) y en presencia o no de BSA (2,0 mg/mL) y CaCl, (2,0 mM). El grafico representa el promedio y la desviacion
estdndar de 3 réplicas bioldgicas (con 4 réplicas técnicas por experimento). Diferencias estadisticamente
significativas estan indicadas con * (p<0,05) y ** (p<0,01) respecto a la cepa salvaje en la misma condicion de cultivo.

La Figura 6.5 muestra los efectos del agregado de BSA y Ca*? al medio de cultivo
sobre la formacioén de biofilm de las cepas B. bronchiseptica salvaje AlapG y AbrtA.

En primer lugar, vemos nuevamente que, en condiciones de cultivo Bvg+ (0 mM
acido nicotinico), la adicion de BSA y Ca*? al medio de cultivo inhibe por completo la
formacion de biofilm de la cepa salvaje. En estas condiciones la delecién de brtA no
genera ninguna diferencia respecto de la cepa salvaje. Tanto en las fosas
correspondientes a la cepa salvaje como en las de la cepa AbrtA no se evidencian signos
de adhesion o formacion de biofiim. Por el contrario, en las fosas de cultivo
correspondientes a la cepa AlapG vemos la presencia de una linea suave en la regién
qgue se encuentra en la interfase entre el aire y la suspensién bacteriana. La cuantificaciéon
de estas fosas muestra que delecién de /lapG genera un incremento significativo en los
valores de absorbancia a 595 nm respecto de las fosas correspondientes a la cepa

salvaje (p<0.05).
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Como puede verse en la Figura 6.5, en condiciones de cultivo modulantes (2,0
mM de acido nicotinico), tanto la cepa B. bronchiseptica salvaje como las cepas AlapG y
AbrtA son capaces de formar biofilm tanto en el medio SS como en el medio SS
suplementado con BSA y Ca*2. Si comparamos las caracteristicas macroscopicas de los
biofilms formados por las tres cepas en presencia de BSA y Ca*? encontramos algunas
diferencias interesantes. En la cepa salvaje, tal como describimos antes, la formacion de
biofilm se concentra en la interfase y no presenta una region de baja intensidad de color
por debajo de esta zona. A su vez, en la cepa AbrtA se observa que la intensidad del
color en la interfase es menor que para la cepa salvaje. Por el contrario, la cepa AlapG
presenta en la interfase una intensidad mucho mayor que la de la cepa salvaje. Asimismo,
por debajo de esta regidn se distingue una zona de menor intensidad que no encontramos
en las otras cepas.

Al comparar los valores de absorbancia a 595 nm de las tres cepas en presencia
de BSA y Ca*? vemos que las diferencias encontradas entre las cepas mutantes y la cepa
salvaje son mayores que las diferencias en el medio SS tradicional. En estas condiciones,
la delecion de lapG induce un aumento de ~375% en la capacidad de formacion de biofilm
de B. bronchiseptica respecto de la cepa salvaje (p<0.01). El fenotipo de la cepa AbrtA
también se ve acentuado por la presencia de BSA y Ca*? en el medio de cultivo. Tal como
describimos en el Capitulo 3, la delecidén de brtA genera una reduccién del ~15% en la
formacion de biofilm en el medio SS tradicional (Figura 6.5 y Figura 3.2). Sin embargo,
en el medio de cultivo suplementado con BSA y Ca*? esa reduccion se acentla y en estas
condiciones la capacidad de formacion de biofilm de la cepa AbrtA solo representa el

~50% de la capacidad de la cepa salvaje.

Efecto de BSA y Ca*? sobre la formacion de biofilm en vidrio o en
plastico

Para complementar los resultados presentados en la seccion anterior, analizamos
la formacién de biofilm en vidrios semi sumergidos y en los tubos de plastico de
polipropileno donde se realizan estos cultivos. Para el desarrollo de estos experimentos

utilizamos condiciones de cultivo modulantes (2,0 mM de &cido nicotinico) y evaluamos

el efecto de la adicion de BSA 'y Ca*2.
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Figura 6.6. Analisis de la formacion de biofilm de las cepas B. bronchiseptica salvaje AlapG
y AbrtA en vidrio y plastico.

En la Figura 6.6 se muestran imagenes representativas de los resultados de
formacion de biofilm sobre superficies de vidrio y de plastico en 2,0 mM de acido
nicotinico con y sin suplemento de BSA y Ca*2.

Analizando los vidrios incubados en medio SS tradicional vemos las mismas
diferencias que habiamos destacado previamente en los ensayos de formacién de biofilm
en microplaca. Puede observarse que en estas condiciones la cepa AlapG presenta una
capacidad de formacion de biofilm superior a la de la cepa salvaje mientras que lo
contrario ocurre con la cepa AbrtA. Si bien estos resultados se aprecian con claridad
sobre la superficie de vidrio, no se observan diferencias importantes sobre la superficie
de plastico de los tubos de microcentrifuga incubados en la misma condicion.

El analisis de los resultados obtenidos para los cultivos suplementados con BSA
y Ca*2 muestra que la cepa AlapG, en comparacion a la cepa salvaje, presenta una
coloracién mas intensa en la interfase aire-liquido en la superficie de vidrio. A diferencia
de los resultados observados en los experimentos de formacion de biofilm en microplaca,
ambas cepas presentan, por debajo de la zona de la interfase, una region de coloracion
menos intensa. Sin embargo, en la cepa AlapG esta region es mas ancha que en la cepa
salvaje. La cepa AbrtA, por el contrario, presenta una reduccion en la formacién de biofilm
en comparacion a la condiciéon sin BSA y Ca*. Llamativamente, la tincion con cristal
violeta observada en la interfase parece superior en intensidad a la coloracién que toma
esta region en el medio sin BSA y Ca*2. Por debajo de esta regién, no se observan signos
de adhesion o formacién de biofilm. Si analizamos los tubos de microcentrifuga donde

fueron incubadas las suspensiones bacterianas, en esta condicion vemos que las
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diferencias en la capacidad de formacion de biofilm de las cepas son mas acentuadas en
comparacion a la superficie de vidrio. Esto demuestra nuevamente la importancia de
considerar las caracteristicas intrinsecas de las superficies como una variable adicional
de los experimentos de formacién de biofilm. En los tubos de microcentrifuga se observa
una capacidad mayor de la cepa AlapG de formar biofilm sobre la interfase aire-liquido
respecto de las otras cepas. En particular, en estas condiciones la cepa AbrtA se vio

completamente impedida de desarrollar biofilm.

Anadlisis de la formacién de biofilm mediante microscopia

electréonica de barrido (SEM)

A fin de profundizar en los detalles microscépicos de los biofilms formados por las
cepas usadas en el experimento de la seccion anterior, realizamos un ensayo de SEM.
Para este ensayo se realizaron cultivos de 24 horas en condiciones modulantes (2,0 mM
de &acido nicotinico) en presencia o no de BSA y Ca*?. Las imagenes registradas
corresponden a aumentos de 6.000X y 24.000X y fueron obtenidas de la region del vidrio

que se encontraba en la interfase entre la suspensién bacteriana y el aire.

PR

Bb salvaje Bb AlapG Bb AbrtA

SS 2mM

SS 2mM
+ BSA+ Ca_*z_

Figura 6.7. Analisis de la formaciéon de biofilm de las cepas B. bronchiseptica salvaje, AlapG y AbrtA mediante
microscopia electronica de barrido (SEM). Los cultivos fueron incubados durante 24 horas a 37° C sin agitacion. Las
imagenes corresponden a unaumento de 6.000X de la region de la interfase entre el aire y la suspensién bacteriana
en vidrios semisumergidos.

La Figura 6.7 muestra imagenes representativas del analisis por microscopia

electronica de barrido de las cepas B. bronchiseptica salvaje, AbrtA y AlapG. Estas
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imagenes corresponden al aumento de 6.000X que permite obtener una vision general
de la estructura de los biofilms formados.

Comenzando por la cepa salvaje, en el medio SS tradicional, podemos distinguir
tres tipos de estructuras. En primer lugar, encontramos algunas bacterias que se hayan
adheridas a la superficie pero que no estan en contacto con ninguna otra bacteria. En
esta condicion de cultivo no se llega a cubrir la totalidad de la superficie y aun es posible
encontrar regiones del vidrio que no han sido ocupadas por bacterias. En segundo lugar,
se puede observar algunos agregados en forma de microcolonias de entre 5 y 20
bacterias. Por ultimo, se destacan estructuras con gran desarrollo en altura y un nimero
de bacterias que, si bien no es posible contar mediante esta técnica, superan largamente
las cientos de bacterias. Continuando con el analisis de esta condicion, vemos que la
cepa AlapG forma grandes agregados de bacterias que son mas numerosos y de mayor
altura en comparacion a los formados por la cepa salvaje. Asimismo, a diferencia de la
cepa salvaje, encontramos pocas bacterias aisladas. Es importante destacar que, tal
como apreciamos en otros ensayos, en esta condicién de cultivo no se distingue la
presencia de matriz extracelular. En estas condiciones, la cepa AbrtA presenta sélo unas
pocas bacterias adheridas a la superficie y no se observa contacto entre las bacterias.

Analizando las imagenes de la condicion de cultivo correspondiente al medio SS
suplementado con BSA y Ca*?, vemos nuevamente cambios considerables en las
estructuras formadas. Al igual que describimos en el analisis de la Figura 6.4, el agregado
de BSA y Ca* genera en la cepa salvaje la formacién de estructuras de menor nimero
de bacterias y menor desarrollo de altura en comparacion a la condicién de cultivo en SS
tradicional. Nuevamente vemos que en esta condicién no se observan estructuras que
desarrollen una altura mayor a ~5 bacterias. Tampoco se distinguen bacterias aisladas y
se observa una gran cantidad de canales entre los agregados. Estos canales representan
regiones de la superficie no ocupados por bacterias. En esta condicién si se observa la
presencia de matriz extracelular que conecta a todas las bacterias. El analisis de la cepa
AlapG muestra una densidad de bacterias mucho mayor que la observada para la cepa
salvaje. A diferencia de la cepa salvaje no es posible distinguir zonas de la superficie que
no hayan sido ocupadas por bacterias. En esta cepa, la matriz extracelular parece ser tan
abundante que cubre por completo la estructura del biofilm. Este biofilm no presenta la
formacion observada anteriormente de estructuras desarrolladas rodeadas por canales,
sino que presenta una estructura desordenada. Llamativamente, en la region analizada
(interfase aire-liquido) la cepa AbrtA presentd un numero mayor de bacterias en
comparacion a los cultivos en SS tradicional. Esto podria explicar la observacion que
realizamos anteriormente de que la intensidad de la tincién en la interfase parecia

superior en el medio con BSA 'y Ca*2.
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Figura 6.8. Andlisis de la formacién de biofilm de las cepas B. bronchiseptica salvaje, AlapG y AbrtA mediante
microscopia electronica de barrido (SEM). Los cultivos fueron incubados durante 24 horas a 37° C sin agitacion. Las
imagenes corresponden a un aumento de 24.000X de la region de la interfase entre el aire y la suspension
bacteriana en vidrios semisumergidos.

En la Figura 6.8 podemos observar imagenes tomadas con el aumento de
24.000X, maximo aumento que es posible alcanzar con el microscopio electronico
utilizado. Este aumento no permite apreciar la estructura global de los biofilms formados,
pero permite analizar el aporte individual de cada bacteria a la estructura general.
Comparando las imagenes de la cepa salvaje con la cepa AlapG, en el medio de cultivo
SS, no se observan diferencias a esta escala. Mediante este aumento confirmamos que
en estas condiciones no se distingue la presencia de matriz extracelular.

La comparacion a esta escala de los biofiims formados en medio SS
suplementado con BSA y Ca*? si muestra diferencias entre las cepas B. bronchiseptica
salvaje, AbrtA y AlapG. Se puede observar que la cepa salvaje forma una red de matriz
extracelular que mantiene conectadas a todas las bacterias. A pesar de esto, casi no se
observan bacterias pegadas entre si. Estas dos observaciones representan claras
diferencias entre el biofilm formado en el medio SS tradicional y el formado en el medio
suplementado con BSA y Ca*2. En la cepa AlapG, no soélo se aprecia una gran cantidad
de matriz extracelular, sino que todas las bacterias estan en intimo contacto con alguna
otra bacteria.

Por ultimo, realizamos un analisis de la region de los vidrios que se encontraba

sumergida inmediatamente por debajo de la linea de la interfase. Para estudiar esta zona
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se analizaron imagenes con un aumento de 1.600X y para poder alcanzar un mayor nivel

de detalle realizamos un aumento digital de las imagenes obtenidas por microscopia.

Bb salvaje Bb AlapG

SS 2mM

SS2mM
+ BSA + Ca*2

Figura 6.9. Analisis de la adhesién de las cepas B. bronchiseptica salvaje AbrtA y AlapG mediante microscopia
electronica de barrido (SEM). Las imagenes corresponden a aumentos de 1.600X de cubreobjetos semisumergidos
en suspensiones bacterianas incubadas durante 24 horas a 37°C. Las zonas aumentadas digitalmente se observan
como recuadros de menor tamafio en el extremo superior derecho de cada una de las imagenes de microscopia. La
barra blanca representa una longitud de 5 um.

En las imagenes de la Figura 6.9 puede verse que en esta region no hay un gran
desarrollo de estructuras sino simplemente adhesion de bacterias a la superficie.

Al analizar las imagenes correspondientes a los cultivos realizados en medio SS,
vemos que para la cepa B. bronchiseptica salvaje la mayoria de las bacterias se
encuentran aisladas y existen espacios vacios entre ellas (aproximadamente 400
bacterias/mm?). Esporadicamente se encuentran cumulos de unas pocas bacterias
formando microcolonias de hasta ~10 bacterias. En estas mismas condiciones la cantidad
de bacterias de la cepa AbrtA es notablemente menor (aproximadamente 280
bacterias/mm?). En esta cepa también se observan bacterias aisladas, pero no fue posible
encontrar ningun cumulo de mas de dos bacterias. La cepa AlapG, por el contrario,
presenta una cantidad de bacterias por unidad de superficie mucho mayor que la cepa
salvaje (>400 bacterias/mm?). En las imagenes ampliadas digitalmente puede apreciarse
que no existen aéreas que no estén ocupadas por bacterias. Ademas, es frecuente
encontrar cumulos de bacterias en forma de microcolonias.

La adicion de BSA y Ca*? al medio de cultivo presenta efectos diferentes en la
cepa AlapG comparada con la cepa salvaje y AbrtA. La cepa salvaje presenta una
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capacidad de adhesién menor respecto de la condicion de cultivo en SS (menos de 300
bacterias/mm?). Lo mismo sucede con AbrtA (menos de 40 bacterias/mm?). En
concordancia con las observaciones de la region de la interfase, la cepa AlapG aumenta
su adhesidn a la superficie como consecuencia del agregados de BSA y Ca*2. Si bien se
observan algunas areas vacias, las regiones donde hay acumulacién de bacterias
presentan una densidad bacteriana mayor que en la condicién de SS.

Los resultados de los ensayos de microscopia electrénica de barrido refuerzan la
hipétesis de BrtA como una adhesina involucrada en la formacién de biofilm en B.
bronchiseptica. En estas condiciones experimentales BrtA estaria involucrada en la

adhesion a la superficie, asi como también en la interaccion entre células.

BSA y Ca*2 inducen aumento en la secreciéon de BrtA

Bumba et al. recientemente demostraron que el plegamiento del dominio RTX en
la porcién C-terminal de la adenilato ciclasa (AC) de B. pertussis y B. bronchiseptica
constituye la fuerza impulsora para la secrecion de esta proteina a través del conducto
del sistema de secrecion tipo 1'*. Las regiones de repeticiones presentes en el dominio
RTX son capaces de unir Ca*? y como consecuencia de esa union se producen cambios
conformacionales que son criticos para una secrecion eficiente de la adenilato
ciclasa'’2%. BrtA también es una proteina RTX por lo que BSA y Ca*? también podrian
tener efectos sobre su mecanismo de secrecion. Para evaluar esa posibilidad decidimos
analizar el sobrenadante de cultivo en presencia de BSA y Ca*? en blsqueda de BrtA.

El desarrollo de un método de deteccion especifico es un paso fundamental para
poder avanzar en la comprension del rol de esta adhesina en la biologia de B.
bronchiseptica. Con este objetivo disefiamos un plan para introducir un epitope de
hemaglutinina (HA) como fusion transcripcional en la secuencia de BrtA. Este epitope nos
permitié localizar a la proteina BrtA utilizando anticuerpos monoclonales anti-HA. La
marca de hemaglutinina (HA) fue introducida mediante doble recombinacion homadloga
después del residuo de valina 2291. De esta forma, la marca HA queda localizada en una
region de BrtA que quedaria expuesta por fuera de la membrana plasmatica y que es
liberada al sobrenadante tras la accion de LapG.

Para evaluar los efectos de BSA y Ca*? sobre la localizaciéon de BrtA realizamos
cultivos de la cepa B. bronchiseptica con la marca de hemaglutinina como fusion
transcripcional a BrtA (Bb-HA). Los cultivos fueron realizados en medio SS tradicional y
en medio SS suplementado con BSA y Ca*2. Estas son las mismas condiciones de cultivo

en las que Gonyar et al. demostraron que se estimula la secrecion de adenilato ciclasa?®.
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Figura 6.10. Analisis del efecto de BSA (2 mg/mL) y Ca*2 (2,0 mM)
sobre la expresion y secrecion de BrtA-HA. Las muestras de célula
entera y sobrenadante de cultivo concentrado fueron obtenidas de
cultivos de 16 horas de la cepa B. bronchiseptica salvaje en medio
SS con y sin agregado de BSA y Ca. El revelado fue realizado con
un anticuerpo anti-raton fusionado a fosfatasa alcalina y revelado con
placa fotografica.

La Figura 6.10 muestra los resultados del analisis de las muestras de célula entera
y sobrenadante de cultivo de B. bronchiseptica (Bb-HA) en SS y SS suplementado con
BSA y Ca*?realizado a través de Western blot.

En primer lugar, este ensayo nos permitio estimar el peso molecular de BrtA. Para
esto, determinamos la movilidad electroforética de los patrones de peso molecular y
realizamos un ajuste lineal de las variables Log (PM) y movilidad. A partir de la regresion
lineal y la movilidad electroforética de la banda de la calle numero uno determinamos que
el peso molecular de BrtA-HA seria de 331,6 kDa. Considerando que el epitope de
hemaglutinina incrementa el peso molecular de BrtA en solo 3,5 kDa, este valor estimado
deberia ser cercano a la masa molar de BrtA. Por lo tanto, considerando las limitaciones
de este método podemos estimar que el peso molecular de BrtA es de aproximadamente
330 kDa.

La presencia de bandas en las calles correspondientes a célula entera demuestra
gue en ambas condiciones de cultivo hay expresion de BrtA. La identificacién de BrtA en
muestras provenientes de cultivos realizados en condiciones Bvg+ confirma que en la
cepa B. bronchiseptica 9.73H+, BrtA se expresa en fase virulenta.

La comparacion de las bandas en las muestras de célula entera indica que habria
un aumento en los niveles de expresion de BrtA en las bacterias cultivadas en el medio

suplementado con BSA y Ca*2. Por otro lado, el andlisis de las muestras de sobrenadante
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indica que la presencia de BSA y Ca*? induce un incremento en la secrecion de BrtA.
Estos resultados indicarian que BrtA incrementa su expresion y secrecion en presencia

de cantidades fisiologicas de BSA 'y Ca*?,

Conclusiones y discusién

Los resultados presentados en este capitulo constituyen la primera descripcion
del efecto sinérgico de BSA y Ca*? sobre la formacién de biofilm y la secrecion de BrtA
en B. bronchiseptica. Las concentraciones de BSA (2,0 mg/mL) y de Ca*? (2,0 mM)
utilizadas corresponden a concentraciones fisiolégicas encontradas en las secreciones
de las vias respiratorias?®?>. Recientemente Gonyar et al. demostraron que la presencia
de BSA y Ca*?, en estas concentraciones, en el medio de cultivo de Bordetella, potencia
la secrecion de la toxina adenilato ciclasa (AC)?%2.

La adenilato ciclasa, no solo es una toxina con capacidad de interferir en los
mecanismos de sefializacion de las células eucariotas®, sino que también modula la
formacion de biofilm. La interaccién entre la adhesina FHA y AC resulta inhibitoria para
las primeras etapas de la formacion de biofilm??°. Por este motivo es que decidimos
evaluar el efecto de BSA y Ca*? sobre la formacién de biofilm.

Para el analisis general de los resultados presentados en este capitulo, resulta
importante distinguir que es necesario comparar el efecto de BSA y Ca*? sobre la cepa
salvaje y sobre mutantes en factores del sistema Lap. Pero también es interesante
realizar, en forma independiente, el analisis de los efectos que tienen las deleciones de
brtA 'y lapG en este medio de cultivo que lo hacen fisioldgicamente relevante.

Mediante ensayos de formacion de biofilm en microplaca (Figura 6.1) y sobre
superficie de vidrio y plastico (Figura 6.3) demostramos que la presencia de BSA y Ca*?
inhibe por completo la formacién de biofilm de B. bronchiseptica en condiciones de cultivo
no modulantes (Bvg+). Los mecanismos moleculares que conducen a esta inhibicion de
la formaciéon de biofilm es una linea de trabajo sobre la cual es importante seguir
avanzando en el futuro cercano. Con el objetivo de determinar si la AC secretada al medio
de cultivo constituye el factor que inhibe la formacién de biofilm, seria importante
caracterizar el comportamiento de la cepa AcyaA (mutante en AC). Si el efecto observado
se debe sdlo a la AC, es de esperar que, en esta cepa, la presencia de BSA y Ca*? no
inhiba la formacion de biofilm.

A diferencia de la cepa salvaje, en estas condiciones de cultivo, la cepa B.
bronchiseptica AlapG si fue capaz de formar biofilm (Figura 6.5). A partir de esta
observacion surge la pregunta de si esa capacidad de formacion de biofilm es debido a

la presencia de BrtA u otra adhesina que podria ser regulada por LapG. Como
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mencionamos en el Capitulo 4, LapG podria regular también la localizacion de Fhal y
FhaS. A fin de determinar si el biofilm observado en esas condiciones se debe a BrtA u
a otro factor, seria importante evaluar el fenotipo de formacion de biofilm de la cepa AlapG
AbrtA. Si el doble mutante mantuviera la capacidad de formacion de biofilm esto indicaria
que LapG tendria otro sustrato ademas de BrtA.

En este capitulo ademas evaluamos el efecto de la adicion de BSA y Ca*? en
condiciones modulantes (2,0 mM). Debido a que la delecion de brtA y lapG es
especialmente importante en esta condicion de modulacion, realizamos un analisis mas
profundo. El efecto de BSA y Ca*? sobre la formacion de biofilm en esta condicion es
distinto del efecto observado en condiciones no modulantes. La adicién de BSA y Ca*?
no inhibe la formacion de biofilm de la cepa B. bronchiseptica salvaje, sino que la reduce
(Figura 6.1). Los resultado iniciales obtenidos en cultivos en microplacas posteriormente
fueron confirmados mediante la observacién por microscopia electrénica de barrido
(Figura 6.4).

Con el objetivo de profundizar en la descripcion del efecto de BSA 'y Ca*? sobre la
formacion de biofilm y el rol de BrtA en este proceso, pusimos a punto una nueva
estrategia de analisis de formacion de biofilm. Adaptamos un protocolo para analizar en
forma directa la formacién de biofilm sobre vidrio mediante tinciéon con una solucion de
cristal violeta. En paralelo vimos que también era posible tefir los tubos de plastico en
donde haciamos los cultivos y de esta manera obtener resultados de formacién de biofilm
sobre dos superficies diferentes utilizando la misma suspension bacteriana. Este nuevo
disefio experimental nos permitié poner de manifiesto el efecto que las propiedades de la
superficie ejercen sobre la formacion de biofilm. El analisis de estos resultados nos
condujo a la observacion de que en presencia de BSA y Ca*? y sobre la superficie de
plastico de polipropileno de los tubos de microcentrifuga es la condicidon de cultivo en
donde el efecto de las deleciones de brtA y lapG se hace mas notorio. Este resultado
sugiere que BrtA podria aumentar la hidrofobicidad de la superficie bacteriana y por ese
motivo vemos mejor el efecto en este tipo de superficie. A fin de comprender mejor el rol
de BrtA en la formacion de biofilm seria importante avanzar en la caracterizacion de las
propiedades de superficie de B. bronchiseptica y la contribucién de la adhesina BrtA. La
proteina LapF de P. putida es una adhesina involucrada en las interacciones célula-célula
y es fundamental para las etapas de maduracion del biofilm®. Esta adhesina aumenta la
hidrofobicidad de la superficie celular favoreciendo las interacciones que mantienen
unidas entre si a las bacterias?®®. Aprovechando las claras diferencias encontradas entre
la cepa salvaje, AbrtA y AlapG, esta condiciébn de cultivo puede ser usada en
experimentos futuros para profundizar en los mecanismos de regulacién de las proteinas

Lap en B. bronchiseptica.
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De acuerdo los resultados de microscopia electronica de barrido mostrados en las
Figuras 6.7, 6.8 y 6.9 BrtA podria contribuir a las interacciones célula-célula de forma
semejante a como LapF lo hace en P. putida. Asimismo, estos experimentos demuestran
que BrtA también estaria involucrada en la interaccion con la superficie. Estos resultados
se corresponden con resultados mostrados en capitulos anteriores (Capitulo 3, Figura
3.2). BrtA, al igual que LapA de P. fluorescens, estaria ademas involucrada en la adhesion
a la superficie?®'. Esta hipotesis también fue avalada por el reciente trabajo publicado de
Nishikawa et al. en el cual postulan a BrtA como una adhesina involucrada en la
interaccion a la superficie?®®. En conjunto, estos resultados indicarian que en B.
bronchiseptica, BrtA estaria involucrada tanto en la interaccion inicial de la bacteria a la
superficie como en etapas posteriores de la formacion de biofilm en la interaccién entre
células.

Las cepas AlapG y AbrtA ya fueron caracterizadas mediante experimentos
presentados en los capitulos anteriores. Nuestros propios resultados demuestran que en
2,0 mM de acido nicotinico AlapG presenta una capacidad de formacion de biofilm
superior a la de la cepa salvaje. Contrariamente, la cepa AbrtA, en esas condiciones de
acido nicotinico tiene menor capacidad de formacion de biofilm en comparacion a la cepa
salvaje. La adicién de BSA y Ca*? al medio de cultivo potencié significativamente los
efectos de las mutaciones lapG y brtA. La cepa AlapG presentd una capacidad de
formacion de biofilm ~375% superior a la de la cepa salvaje. Esta observacion indicaria
que en presencia de BSA y Ca*? las proteinas Lap de B. bronchiseptica tendrian un rol
particularmente importante.

La adicion de BSA y Ca*? también indujo la aparicion de matriz extracelular en los
biofilms de las cepas salvaje y AlapG. Esto sugiere que BSA y Ca*? también estimularia
la sintesis de componentes de la matriz extracelular. Hasta el momento, no hay reportes
de que BSA o Ca*? induzcan un aumento en la produccién de matriz extracelular en otras
bacterias. Dado que las concentraciones usadas se correlacionan con los niveles de BSA
y Ca*? presentes en las vias respiratorias, el avance en esta linea de investigacién podria
ser sumamente importante para la comprension de los mecanismos que dirigen la
formacion de biofilm in vivo durante el desarrollo de infecciones.

Por ultimo, evaluamos el efecto de BSA y Ca*? sobre la secrecion de BrtA. BrtA,
al igual que AC pertenece a la familia de las proteinas RTX. Ambas proteinas son
secretadas través de un sistema de secrecidn tipo 1'%2%°, Bumba et al. demostraron que
el plegamiento del dominio RTX inducido por Ca*? resulta la fuerza impulsora para la
secrecion de AC. Posteriormente Gonyar et al. demostraron que BSA, en presencia de
Ca*? potencia significativamente la secrecion de AC. Considerando estos datos

decidimos evaluar si la presencia de BSA y Ca*? también influia en la secrecion de BrtA.
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Como resultado de estos experimentos encontramos que la presencia de BSA y Ca*?
estimulan la secrecion y probablemente la expresion de BrtA. Esto podria explicar que en
condiciones modulantes la presencia de BSA y Ca*? indujo un aumento de ~375% en la
capacidad de formacién de biofilm de la cepa lapG en comparacion a la cepa salvaje.

Mediante los ensayos de Western blot, presentamos una nueva evidencia de que
en la cepa 9.73H+ BrtA se expresa en fase Bvg+. Esto, sumado a los resultados de
identificacion por huella peptidica (Capitulo 3, Figura 3.3) y los resultados de RT-PCR
indicarian que BrtA a diferencia de lo postulado por Nishikawa et al. se expresa en Bvg+.
Estos ensayos nos permitieron estimar el tamano de BrtA y confirmar, tal como creiamos,
que los resultados de secuenciacion del genoma que habiamos obtenido antes eran
incorrectos. Segun nuestras estimaciones BrtA de la cepa 9.73H+ tendria un peso
molecular aproximado de 330 kDa. En base a este dato y considerando que la masa de
cada repeticion CADG-IDR1-VCBS-IDR2 seria de 22 kDa, la adhesina BrtA de la cepa
9.73H+ podria tener 7 repeticiones en la zona media de su secuencia.

Los resultados de Gonyar et al. asi como los presentados a lo largo de este
capitulo demuestran que B. bronchiseptica presenta una respuesta postranscripcional a
la presencia de BSA y Ca*™. A mediados de 2018, Gestal et al. presentaron un trabajo
donde evaluaban los cambios en el perfil de expresién génica de B. bronchiseptica en
presencia de suero o sangre. Los resultados informados demuestran que B.
bronchiseptica es capaz de sensar y responder con cambios transcripcionales a
compuestos presentes en sangre y suero?®, Esto sugiere que los resultados presentados
en este capitulo podrian ser parte de un mecanismo de respuesta transcripcional y
postranscripcional disparada durante la etapa de vida de B. bronchiseptica dentro de sus
huéspedes.

Este capitulo constituye el principio de una area de estudio muy interesante en la
fisiologia de B. bronchiseptica. El rol de BSA y Ca*? y los mecanismos moleculares que
gobiernan la respuesta a estos elementos podrian conducir a la comprension de procesos
importantes entre la interaccién de B. bronchiseptica y sus hospedadores. A lo largo de
este capitulo hemos presentado informacién importante que sentara las bases para los

estudios finales de este trabajo de tesis y futuros proyectos dentro del laboratorio.
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Introduccion

Antes del comienzo de este trabajo de tesis doctoral, nuestro grupo de
investigacion describié por primera vez el rol del segundo mensajero c-di-GMP en el
control de la movilidad y la formacion de biofilm en B. bronchiseptica?**. En ese contexto,
este trabajo de tesis se inici6 con el objetivo de determinar qué mecanismos moleculares
se encuentran detras del proceso de regulacion de la formacion de biofilm. Como
describimos en Capitulo 2, a través de la inspeccion in silico del genoma de B.
bronchiseptica encontramos un grupo de genes que podrian ser parte de este mecanismo
de control. Gracias al trabajo realizado en la caracterizacion de estas secuencias
aportamos evidencia de que BB1184, BB1185 y BB1186 forman parte de un sistema de
proteinas analogo al sistema Lap descripto exhaustivamente en P. fluorescens. BB1184,
BB1185 y BB1186 son LapD, LapG y la adhesina de la familia de LapA, BrtA.

La evidencia experimental presentada hasta el momento muestra que el sistema
Lap de B. bronchiseptica funciona de manera equivalente a como lo hace en P.
fluorescens® 139276 Sobre la base de esa evidencia, es de esperar que el segundo
mensajero c¢c-di-GMP constituya la molécula de sefalizacion que controla el
funcionamiento de estas proteinas también en B. bronchiseptica.

A lo largo de este capitulo analizaremos si efectivamente las proteinas Lap de B.
bronchiseptica estan involucradas en el control de la formacién de biofilm a través de c-
di-GMP. Asimismo, ahondaremos en los mecanismos moleculares que dirigen la
actividad de LapDe, y nos enfocaremos en la busqueda de diguanilato ciclasas
involucradas de manera directa en el control de este sistema.

Una de las grandes incognitas alrededor del segundo mensajero c-di-GMP, ha
sido siempre como es posible que procesos celulares diferentes se encuentren regulados
a través del mismo mensajero sin que exista interferencia entre ellos’. Recientemente,
el grupo de investigacion liderado por George O'Toole, de la Universidad de Dartmouth
(Hanover, NH, Estados Unidos), describio el rol especifico de la diguanilato ciclasa GebC
en el control del funcionamiento de LapDps'2®'432%7 Este grupo de trabajos constituyen
un aporte esencial a la comprension de los mecanismos existentes detras de los procesos
regulados por este segundo mensajero La interaccion fisica entre GebC y LapDer confiere
a la mencionada diguanilato ciclasa la habilidad de regular la formacion de biofilm a través
de las proteinas Lap, de manera especifica y sin interferir en otros procesos también
regulados por c-di-GMP'?4, Sobre la base de estos resultados, es de esperar que LapD
de B. bronchiseptica presente interacciones de este tipo con al menos alguna diguanilato
ciclasa. Durante este capitulo presentaremos los resultados de la busqueda de la o las

diguanilato ciclasas que alimentan de manera especifica al sistema Lap a través de
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LapDes. Al igual que en los capitulos anteriores, nuestro abordaje combinara la utilizacion
de herramientas bioinformaticas, con técnicas de biologia molecular e ingenieria

genetica.

LapDs» es un factor necesario en la regulacion de la formacién de

biofilm a través de c-di-GMP

La evidencia experimental presentada hasta el momento da cuenta de que el
sistema de proteinas Lap de B. bronchiseptica tiene un funcionamiento equivalente al
funcionamiento del sistema Lap en P. fluorescens. Considerando este modelo, LapDgp
seria un factor necesario para la regulacion de la formacion de biofilm a través de c-di-
GMP. Sin embargo, hasta el momento no hemos demostrado que c-di-GMP participe en
el control de este grupo de proteinas en B. bronchiseptica.

Segun nuestra hipétesis LapDag, responde a los niveles citoplasmaticos de c-di-
GMP. De esta manera, cuando estos niveles son elevados adopta una conformacién tal
que le permite mantener unida a LapGgy, al otro lado de la membrana. Esto permitiria a la
adhesina BrtA localizarse sobre la membrana externa y asi se veria incrementada la
capacidad de la bacteria de formar biofilm.

Para poner a prueba este modelo obtuvimos la cepa B. bronchiseptica AlapD y
evaluamos su comportamiento en un contexto de elevados niveles de c-di-GMP. A fin de
aumentar de manera artificial los niveles de c-di-GMP y poder contrastar nuestra
hipotesis, utilizamos la diguanilato ciclasa de B. bronchiseptica BdcA (BB3576). Nuestro
grupo ha demostrado que la sobreexpresién de BdcA produce un aumento global en los
niveles de c-di-GMP y esto incrementa la capacidad de formacion de biofilm en
comparacion a la cepa salvaje??*. Si LapDgs, es un factor necesario para la regulacion de
la formacién de biofilm a través de c-di-GMP, la deleciéon de /apD en un contexto de
elevados niveles de c-di-GMP deberia reducir los niveles de formacioén de biofilm en
comparacion a la cepa salvaje en la misma condicion.

Para inducir un aumento en los niveles citoplasmaticos de c-di-GMP utilizamos la
construccion pBBR1-MCS5-P,,uiBdcA. En esta construccion BdcA se encuentra clonada
bajo el control del promotor fuerte Pnpui®?.

Para la obtencion de la cepa B. bronchiseptica AlapD amplificamos por PCR
regiones adyacentes a la secuencia lapD (BB1184). La clonacién de estas regiones, asi
como la seleccion de los clones mutantes fue realizada de manera idéntica a como fuera
descripta previamente para las cepas AbrtA y AlapG. La delecion limpia de la secuencia

lapD fue confirmada mediante PCR.
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Para evaluar la formacion de biofilm realizamos cultivos de 24 horas en
microplacas con concentraciones de acido nicotinico que abarcaron todas las fases de
virulencia (0 mM; 0,5 mM; 2,0 mM y 4,0 mM). Para visualizar y cuantificar los resultados

de estos experimentos utilizamos la técnica de tincién por cristal violeta descripta

previamente.
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Figura 7.1. Ensayo de formacion de biofilm en microplacas. El grafico representa el promedio y la desviacion
estandar de 4 réplicas biologicas (4 réplicas técnicas por experimento). El valor de Abs®% de cada cepa fue
normalizado frente al valor de Abs®%® de la cepa Bb pvacio en presencia de 0 mM de acido nicotinico. El analisis
estadistico se realizé entre cepas en la misma condicién de cultivo de acido nicotinico. Las cepas que presentan
diferencias estadisticamente significativas estan conectadas mediante barras negras de remate plano; p<0,05.

Los resultados de la Figura 7.1 muestran que la sobreexpresion de BdcA en la
cepa salvaje induce un aumento estadisticamente significativo en la formacién de biofilm
en presencia de 0 mM, 0,5 mM y 2,0 mM de acido nicotinico. Esto confirma que el
aumento en los niveles de c-di-GMP, logrado mediante la sobreexpresion de BdcA,
incrementa la capacidad de formacion de biofilm de la cepa salvaje en todas las fases de
virulencia tal como fuera observado previamente en nuestro laboratorio??.

En cultivos con concentraciéon de acido nicotinico de 0,5 mM la delecién de /lapD
no genero una reduccion en los niveles de formacién de biofilm en comparacion a la cepa
salvaje. Asimismo, puede verse que la sobreexpresion de BdcA indujo un aumento en la
formacion de biofilm tanto en la cepa salvaje como en la cepa AlapD. Este resultado
indicaria que en esta condicién existen mecanismos alternativos a las proteinas Lap que

regulan la formacién de biofilm a través de c-di-GMP.
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Por otro lado, en condiciones de cultivo que presentan una concentracion de acido
nicotinico de 2,0 mM la cepa AlapD presenté una capacidad de formacion de biofilm
menor a la cepa salvaje (p<0,05). Ademas, a diferencia de lo que ocurre en el entorno de
la cepa salvaje, en el entorno AlapD, la sobreexpresion de BdcA no generé aumentos en
la formacion de biofilm. Esta observacion indica que, en estas condiciones de cultivo,
LapD es necesaria para la formacién de biofim mediada por c-di-GMP. No resulta
sorprendente que esta sea la condicion en la que LapD influye en el fenotipo de formacién
de biofilm ya que previamente habiamos destacado que esta es la condicién en la cual
las cepas AbrtA y AlapG presentaban las caracteristicas fenotipicas mas sobresalientes.

Los resultados obtenidos en presencia de acido nicotinico 4,0 mM son similares
a los resultados obtenidos en 2,0 mM. En esta condicion, la sobreexpresion de BdcA en
el entorno de la cepa salvaje indujo una formacion de biofilm superior a la inducida en el
contexto de la cepa AlapD.

Los resultados presentados en esta seccion fortalecen la idea de capitulos
anteriores que indican que BrtA es importante para la formacion de biofilm en B.
bronchiseptica. Aqui en particular pusimos en evidencia que LapD es parte del

mecanismo de control de la formacion de biofilm a través de c-di-GMP.

Busqueda de diguanilato ciclasas involucradas en el

metabolismo de c-di-GMP

Los resultados presentados en la seccion anterior aportan evidencia de que c-di-
GMP actua como segundo mensajero en la regulacién del funcionamiento de las
proteinas Lap en B. bronchiseptica. Esto constituye un paso fundamental hacia la
descripcion mecanistica del funcionamiento de este sistema. Frente a este escenario
surge como nuevo horizonte la busqueda de factores que regulen los niveles de c-di-
GMP controlando asi este sistema de proteinas.

La sintesis de c-di-GMP esta catalizada por enzimas denominadas diguanilato
ciclasas. Estas proteinas catalizan la conversion de dos moléculas de GTP en una
molécula de c-di-GMP liberando pirofosfato (PP;) como subproducto de la reaccion’™. La
actividad diguanilato ciclasa de estas proteinas se encuentra dirigida por el dominio
denominado GGDEF?%, El ciclo metabdlico del segundo mensajero es completado por
fosfodiesterasas especificas para c-di-GMP encargadas de degradarlo hasta pGpG por
enzimas que contienen el dominio EAL o hasta GMP por enzimas que presentan
dominios HD-GYP"®,
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Para avanzar en la descripcion del funcionamiento del sistema Lap en B.
bronchiseptica es preciso determinar cual o cuales son las diguanilato ciclasas que
participan de manera especifica de la regulacion de este sistema. Con este objetivo
analizamos el genoma de B. bronchiseptica en busca de posibles diguanilato ciclasas y

para ello utilizamos dos estrategias diferentes:

e N Y

Estrategia #2

Estrategia #1

Utilizamos el programa de base on-line Utilizamos secuencias conocidas

SMART Modular

para

(Simple Architecture realizar una busqueda mediante Ia

Research Tool)*. Este servidor posee una
herramienta a través de la cual es posible
buscar dominios definidos en la secuencia

completa de un genoma. La rapidez y

herramienta BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) del servidor NCBI (National
Center for Biotechnology Information)3*. Para

la busqueda de dominios compatibles con

sencillez que posee este acercamiento actividad diguanilato ciclasa utilizamos

implica una ventaja para iniciar el estudio de secuencias de dos dominios GGDEF de
diguanilato ciclasas en B. bronchiseptica. Sin demostrada actividad y amplia descripcion en
embargo, la misma sencillez de este abordaje bibliografia. Las secuencias utilizadas como
condiciona la calidad de
obtenidos. EI

herramienta SMART suele pasar por alto

base de esta busqueda fueron las secuencias
los dominios GGDEF de PleD de

Caulobacter crescentus® y DgcZ (también

los resultados

algoritmo utilizado por la de

dominios ligeramente divergentes de la conocida como YdeH) de Escherichia coli®>*.
secuencia consenso. \ )

Para el desarrollo de ambas estrategias utilizamos a la cepa B. bronchiseptica
RB50 como el organismo sobre el cual realizamos las busquedas.

La Tabla 7.1 muestra el resultado de la busqueda in silico de secuencias
compatibles con diguanilato ciclasas en B. bronchiseptica. Esta busqueda arrojé como
resultado la presencia de catorce secuencias con dominios GGDEF en el genoma de B.
bronchiseptica. En cuatro de las secuencias encontradas, el dominio GGDEF es el Gnico
dominio reconocible mediante estas estrategias (BB0991, BB2626, BB3903 y BB4664).
Dentro de este grupo, tres secuencias corresponderian a proteinas de membrana
mientras que sélo una de ellas esta anotada como proteina citosdlica. Diez de las
proteinas con dominios GGDEF ademas presentan otros dominios como parte de su
secuencia, caracteristica muy comun entre proteinas del metabolismo de c-di-GMP. Este
segundo grupo de proteinas podemos dividirlo en aquellas que tienen dominios de unién
a ligando (BB1960-globina-, BB2660-CACHE-, BB2790-PAS-, BB3114-PAS y GAF- y
BB3576-CACHE-) y sélo una que posee un dominio de transduccién de sefiales
(BB1220). Esto implica que c-di-GMP, al igual que en otros organismos participaria de

procesos de sensado ambiental y transduccién en sefiales intracelulares. Ademas,
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encontramos un subgrupo de secuencias que presenta simultaneamente dominos
GGDEF y EAL. La presencia de dominios GGDEF y EAL en la misma proteina es una

caracteristica cominmente encontrada en proteinas del metabolismo de c-di-GMP?%°.

Tabla 7.1. Resultados de la busqueda in silico de secuencias codificantes para posibles diguanilato
ciclasas en el genoma de B. bronchiseptica RB50.
Locus Nombre (am-l;:r:;ggos) Localizacién probable s‘:i:tli‘:r;zit?v%el Otros dominios
GGDEF
1 BB0991 BdcH 387 membrana GGEEF
2 | BB1220 Bdcl 567 membrana GGDEF TCS
3 | BB1960 475 citoplasma GGEEF globina
4 | BB2626 BdcG 385 membrana GGEEF
5 BB2660 500 membrana GADEF CACHE
6 BB2790 BdcD 315 citoplasma GGEEF PAS
7 BB3114 BdcC 475 citoplasma GGEEF PAS, GAF
8 | BB3576 BdcA 540 membrana GGEEF CACHE
9 | BB3903 BdcB 251 citoplasma GGDEF
10 | BB4664 BdcE 380 membrana GGDEF
11 | BB1184 LapD 658 membrana NGSDF/ -
12 | BB2109 960 membrana NGSDF/ -
13 | BB2957 600 citoplasma GGDDF/ - NC Il
14 | BB3317 691 membrana GGDEF/ -

La secuencia BB1220 presenta una particular importancia ya que podria tratarse
del sensor de membrana de un sistema de dos componentes. Corriente arriba de esta
secuencia encontramos la secuencia BB1219 que presenta un dominio de uniéon a ADN.
Esto refuerza la idea de que el par BB1220-BB1219 podria tratarse de un sistema de dos
componentes regulado por c-di-GMP.

La presencia de dominios GGDEF en las 14 secuencias descriptas previamente
no es suficiente para asegurar que todas ellas tengan capacidad de sintetizar c-di-GMP.
En los genomas bacterianos es comun encontrar secuencias que poseen dominios
GGDEF divergentes de los dominios cataliticamente activos. En muchos casos, estas
proteinas siguen siendo parte de la red de regulacién a través de c-di-GMP. Si bien no
poseen la capacidad de sintesis muchas veces mantienen la habilidad para unir el
segundo mensajero a través del sitio | de inhibicidén alostérica. Con el objetivo de avanzar
hacia la comprension de cuales de las 14 secuencias podrian codificar para diguanilato
ciclasas activas realizamos un alineamiento de los dominios GGDEF de estas secuencias
junto a los dominos de las diguanilato ciclasas PleD, de C. crescentus, y DgcZ, de E. coli
(descripta originalmente como YdeH). Los resultados de la alineacién se presentan a
continuacion, la secuencia de cada posible sitio activo esta incorporada en la tabla 7.1

descripta anteriormente.
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Figura 7.2. Alineamiento de las secuencias de los dominios GGDEF de posibles diguanilato ciclasas de B.
bronchiseptica halladas utilizando herramientas bioinformaticas. 14 posibles diguanilato ciclasas de B.
bronchiseptica fueron alineadas con las secuencias de dos diguanilato ciclasas de demostrada actividad:
DgcZ de Escherichia coli y PleD de Caulobacter crescentus. El recuadro rojo encierra las secuencias del
motivo GGDEF, el recuadro azul encierra las secuencias del sitio | de inhibicion alostérica.

El alineamiento de los dominios GGDEF de las posible diguanilato ciclasas de B.
bronchiseptica con los dominios GGDEF de las diguanilato ciclasas PleD y DgcZ (YdeH)
demuestra que 11 de las secuencias encontradas presentan motivos que han sido
descriptos en otras diguanilato ciclasas activas (Figura 7.2). De los 14 dominios
alineados, 7 de ellos presentan la secuencia -GGEEF- mientras que dos de ellos
presentan la secuencia canénica -GGDEF-. Por otro lado, las secuencias BB2660,
BB2109, BB2957 presentan motivos que no han sido descriptos en ninguna diguanilato
ciclasa activa (Figura 7.2).

En lo sucesivo, presentaremos el abordaje experimental desarrollado a fin de
analizar cual o cuales son las diguanilato ciclasas involucradas en el control de LapD y

las proteinas Lap en B. bronchiseptica.

Diseio y evaluacion de un sistema reportero para la busqueda de

diguanilato ciclasas que interaccionen con LapDsb

Con el objetivo de determinar cual o cudles diguanilato ciclasas interaccionan de
manera especifica con LapDgs nos propusimos un abordaje experimental que incluyd la
expresion heteréloga de proteinas GGDEF de B. bronchiseptica en P. fluorescens.

P. fluorescens es uno de los organismos modelo en el area de estudio de biofilms
y en la regulacién de este proceso a través de c-di-GMP. Como consecuencia de ello
existe abundante informacion acerca del funcionamiento de los mecanismos moleculares
que dirigen estos procesos. Asimismo, e€s un organismo que no presenta grandes
dificultades de cultivo y manipulacién genética. La cepa P. fluorescens A4DGC constituye
un modelo ideal para el estudio de posibles diguanilato ciclasas. Esta cepa presenta la

caracteristica de que cuatro diguanilato ciclasas involucradas en la formacién de biofilm
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han sido delecionadas (GcbA, GebB, GebC y WspR)?”3. En el contexto de esta cepa, la
expresion de diguanilato ciclasas activas de P. fluorescens genera un aumento en la
formacion de biofilm. Por este motivo, nuestro grupo de investigacion ha aprovechado
esta cepa en el pasado como una herramienta para el estudio de diguanilato ciclasas de
B. bronchiseptica. Si la expresién de una proteina con dominio GGDEF genera un
aumento en la formacion de biofilm, es una evidencia importante para sostener que dicha
proteina es una diguanilato ciclasa activa. Sin embargo, en nuestra experiencia, ninguna
diguanilato ciclasa es capaz de generar un aumento equivalente al que genera la
diguanilato ciclasa propia de P. fluorescens GcbC.

Los resultados presentados en el Capitulo 4 muestran que LapDegy, y LapDes
presentan diferencias importantes en la superficie involucrada en la interaccién con
diguanilato ciclasas (Figura 4.4). Esta observacion sugiere que LapDpr no podria
interaccionar correctamente con ninguna diguanilato ciclasas de B. bronchiseptica.
Segun nuestra hipotesis, este motivo podria explicar el hecho de que ninguna diguanilato
ciclasa de B. bronchiseptica es capaz de inducir un aumento en la formacion de biofilm
similar al que logra producir GebC de P. fluorescens. Si bien esto podria ser considerado
una limitacion del modelo de estudio, por el contrario, consideramos que esta propiedad
podria ser aprovechada para realizar una busqueda generalizada de diguanilato ciclasas
que interaccionen con LapDap.

Con el objetivo de disefar un sistema reportero para la busqueda de diguanilato
ciclasas que alimenten a LapDg, reemplazamos, la copia cromosémica de /lapDer por la
secuencia de lapDgp. Segun nuestra hipotesis, aquella diguanilato ciclasa que
interaccione eficientemente con LapDsy sera capaz de inducir un aumento mayor en la
formacion de biofilm en comparacién a aquellas que no lo hagan.

Como primer paso construimos la cepa P. fluorescens AADGC AlapD::lapDgy (Pf
A4DGC-LapDegy) y con el objetivo de probar la funcionalidad de nuestro nuevo sistema
reportero, decidimos analizar el efecto de la sobreexpresion de la diguanilato ciclasa de
P. fluorescens GcbC. De acuerdo con nuestra hipétesis, LapDs, y GcbC no
interaccionarian eficientemente y en consecuencia la sobreexpresion de GebC en esta
cepa no deberia inducir un aumento significativo en la formacién de biofilm.

La Figura 7.3 muestra los resultados de los ensayos de formacion de biofilm en
microplaca realizados a fin de determinar la funcionalidad del sistema reportero

desarrollado.
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Figura 7.3. Ensayo de formacién de biofilm en microplaca. La diguanilato ciclasa de P. fluorescens
GcebC fue sobreexpresada en la cepa P. fluorescens AMADGC (Pf AADGC-LapDg) cepa que posee
la LapD propia de P. fluorescens y en P. fluorescens AADGC AlapD::lapDg, (Pf AADGC-LapDgy,)
cepa que posee la LapD de B. bronchiseptica. El resultado representa el promedio y la desviacion
estandar de tres réplicas biolégicas (6 réplicas técnicas por experimento). * y ** indican diferencias
estadisticamente significativas, p<0,01 y p<0,05 respectivamente. En el panel superior se
muestran imagenes representativas de las fosas tefidas con solucion de cristal violeta.

En primer lugar, tal como se encuentra descripto en la bibliografia, los resultados
muestran que la cepa P. fluorescens A4DGC presenta una capacidad nula de formacién
de biofilm?”3. En segundo lugar, en el contexto de esta cepa, la sobre expresién de GecbC
induce un aumento significativo de la formaciéon de biofilm (p<0,01). Estos resultados
también reproducen los reportados previamente?’3. Por otro lado, el reemplazo de LapDps
por LapDgy no genera diferencias fenotipicas en la cepa A4DGC. Por ultimo, tal como
esperabamos, la expresion de GebC en el contexto de la cepa que posee LapDg, no
induce un aumento en la formacién de biofilm de la misma magnitud que en la cepa que
posee la LapDpr. En sintonia con nuestra hipotesis, este resultado sugiere que la
interaccion ineficiente entre GebC y LapDegs es lo que generaria una menor formaciéon de
biofilm.

A partir de este resultado consideramos apropiado utilizar esta cepa para evaluar
proteinas con dominios GGDEF B. bronchiseptica que pudieran interactuar con LapDege.

Expresion heteréloga de posibles diguanilato ciclasas de B.

bronchiseptica en la cepa modelo P. fluorescens

Con el objetivo de buscar cual o cuales son las diguanilato ciclasas que alimentan

a LapD en B. bronchiseptica, realizamos el ensayo de expresion heteréloga en la cepa

169



Capitulo 7

hibrida P. fluorescens AADGC-LapDgs. Segun nuestra hipotesis, en el contexto de esta
cepa, las diguanilato ciclasas de B. bronchiseptica que sean capaces de interaccionar
eficientemente con LapDgsy, seran aquellas que generen un aumento mayor en la
capacidad de formacion de biofilm.

Para analizar cuantitativamente este fendmeno realizamos ensayos de formacion
de biofilm en microplaca. Como primer paso del analisis utilizamos 5 proteinas con
dominios GGDEF de B. bronchiseptica y la diguanilato ciclasa de P. fluorescens GcbC
como control. En todos los casos las proteinas fueron expresadas desde un plasmido

multicopia bajo el control del promotor fuerte Pgap.
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Figura 7.4. Ensayo de formacién de biofilm en microplacas. Las diguanilato ciclasas de B.
bronchiseptica BdcA, BdcG, BB2790, BB3114 y BB3903 y la diguanilato ciclasa de P.
fluorescens GecbC fueron expresadas en la cepa P. fluorescens AADGC conteniendo la LapD
propia de P. fluorescens (panel izquierdo) o la LapD de B. bronchiseptica (panel derecho). El
grafico representa el promedio y la desviacion estandar de 3 réplicas biolégicas (6 réplicas
técnicas por experimento). * indica diferencia estadisticamente significativa p<0,01.

La Figura 7.4 muestra los resultados obtenidos para la sobreexpresion de la
diguanilato ciclasa GcbC y cinco proteinas GGDEF de B. bronchiseptica en la cepa P.
fluorescens A4DGC-LapDes (panel izquierdo del grafico) y en la cepa P. fluorescens
A4DGC-LapDegs (panel derecho del grafico).

Analizando el grafico vemos nuevamente que GcbC genera un aumento
significativo en la formacion de biofilm en presencia de LapDes (p<0,01) pero no lo hace
en presencia de LapDs,. Asimismo, ninguna de las 5 proteinas GGDEF de B.
bronchiseptica fue capaz de inducir un aumento en la formacién de biofilm semejante al
generado por GcbC en su contexto natural. Ademas, en presencia de LapDey, la
sobreexpresion de GebC generd un aumento en la formaciéon de biofilm similar a las
diguanilato ciclasa de B. bronchiseptica BdcA y BdcB. Dada la baja sensibilidad del

método disefiado para determinar posibles interacciones con LapDg, analizamos algunas
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variables que no habian sido consideradas previamente. Esos resultados seran

descriptos en la siguiente seccién.

LapGpr: podria no interactuar correctamente con LapDsyp

Tal como mencionamos anteriormente, la sobreexpresion de diguanilato ciclasas
activas en la cepa P. fluorescens AADGC induce un aumento en la formacion de biofilm.
Este aumento se da como consecuencia de que, frente al aumento en los niveles
citoplasmaticos de c-di-GMP, LapG se mantiene unida a LapD en el lado periplasmatico
de la membrana interna. Frente a esta condicién la adhesina LapA se mantiene asociada
en la membrana externa y contribuye al aumento en la formacion de biofilm. Recordemos
que la sobre expresion de GebC en la cepa Pf A4ADGC-LapDgs generd un leve aumento
en la formacion de biofilm. Este resultado indica que LapGes puede ser retenida por
LapDgy cuando la expresion de una diguanilato ciclasa activa induce aumentos en los
niveles de c-di-GMP citoplasmaticos. Si la interacciéon entre LapDg, ¥ LapGer no fuera
efectiva, no seria posible lograr ni siquiera un minimo aumento en la formacién de biofilm.
Sin embargo, cabe la posibilidad de que esa interacciéon no sea suficientemente eficaz
como para que LapDg, mantenga unida a LapGpr de la misma manera en que lo hace la
propia LapDet.

Con el objetivo de analizar esta hipétesis, a fin de considerar una mejora en este
sistema de expresion o bien descartarlo definitivamente analizamos la estructura de la
region periplasmatica de LapDagy ¥ LapDes.

Si bien existe una estructura cristalografica de la porcién periplasmatica de LapDes
(depositada en la base de datos PDB bajo el cédigo 3PJV?®®) estudios posteriores
demostraron que esa estructura presentaba defectos originados durante el proceso de
cristalizacion. La estructura correcta de la porcion periplasmatica de LapD fue
determinada utilizando la LapD de L. pneumophila®*®. Por lo tanto, para analizar las
estructura de la porcion periplasmatica de LapDgy, Yy LapDer utilizamos la funcién “one to
one” del software Phyre2 para modelar las secuencias de ambas LapD utilizando como
molde la estructura cristalografica de LapD de L. pneumophila depositada bajo el cédigo
4ub4.

Figura 7.5 presenta los modelados de las secuencias periplasmaticas de LapDap
y LapDpr. Ambos modelados arrojaron un nivel de confianza del 100% indicando que
ambas secuencias pudieron ser exitosamente modeladas utilizando la estructura

propuesta.
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(a)

Vista superior

Figura 7.5. Comparacién de la porcién periplasmatica de LapDg, y LapDg. Las estructuras de ambos dominios
fueron modeladas utilizando el software Phyre2 y usando como molde la estructura cristalografica del dominio
periplasmatico de LapD de L. pneumophila (PDB: 4u64). Las imagenes corresponden a representaciones en 3D
realizadas usando el software de visualizacion VMD (a) En la parte superior se muestran representaciones
generadas usando un formato NewCartoon; en formato Licorice se destacan las cadenas laterales de los residuos
del motivo GWxQ involucrado en la interaccién con LapG; en la parte inferior se muestra la misma region
representada usando un formato Surface y un estilo de coloracién ResType. (b) Las regiones periplasmaticas de
LapDgy, y LapDg fueron superpuestas utilizando el programa VMD.

Recordemos que el analisis de la secuencia y estructura de la porcién
periplasmatica de LapD en P. fluorescens condujo a la identificacion de la regién de
interaccion entre LapD y LapG. El motivo 124-GWxQ-127 ubicado en un loop formado
entre las laminas B3 y B4 constituye la porcion mas sobresaliente de la superficie de la
porcion periplasmatica de LapDer (Figura 7.5) y esta involucrado en la interaccion con
LapG?®°. Tal como esta descripto para P. fluorescens, LapDg, posee conservada esa
region. Sin embargo, si analizamos la regién adyacente al motivo GWxQ podemos ver
algunas diferencias entre LapDps y LapDgb. Mientras en LapDer el motivo GWxQ esta
rodeado por una region netamente no polar, en LapDsy, encontramos que esta region
presenta una zona con carga positiva hacia arriba y una zona polar hacia abajo (Figura
7.5.a panel inferior). Ademas, podemos ver que la orientacion del residuo de triptéfano
(W) en una y otra estructura es ligeramente diferente (Figura 7.5.b).

Si bien en nuestro analisis hemos identificado los residuos de LapD que son
indispensable para la interaccion con LapG no podemos descartar que la presencia de
algunos residuos diferenciales opere en contra de la interaccién LapDgs-LapGer. Una

posible explicacion podria ser que exista un impedimento estérico entre las superficies
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de contacto o bien una repulsion electrostatica originada en la presencia de residuos de
muy diferente naturaleza.

Aunque nuestro analisis no incluyo al total de las proteinas GGDEF codificadas
en el genoma de B. bronchiseptica, los resultados obtenidos hasta el momento nos
llevaron a suspender la busqueda mediante esta estrategia. En base a este analisis
consideramos apropiado abandonar los experimentos con la cepa P. fluorescens AADGC

en pos de buscar una estrategia de analisis alternativa.

Busqueda de diguanilato ciclasas que interaccionen con LapDgy

mediante modelado molecular

Frente a la imposibilidad de determinar qué diguanilato ciclasa es capaz de
interactuar con LapDg, mediante la estrategia de expresién heterdloga presentada en la
seccion anterior, decidimos utilizar un enfoque predictivo basado en el trabajo de
Dahlstrom et al.'>>. En el mencionado trabajo se describieron las regiones de interaccion
entre LapD y GebC en P. fluorescens. Los mismos autores de este trabajo destacaron y
presentaron evidencia de que el analisis de las regiones de interaccion puede ser
utilizado con caracter predictivo. Es decir que es posible determinar qué diguanilato
ciclasa tiene capacidad de interactuar con LapD analizando la zona de interaccion de las
posibles diguanilato ciclasas'?®.

P. fluorescens posee mas de 50 proteinas predichas que podrian estar
involucradas en la red de regulacion de c-di-GMP. De este grupo de proteinas, 16 son
capaces de interaccionar fisicamente con LapDes y 15 de ellas son proteinas de
membrana'?*. Por este motivo, para la busqueda de diguanilato ciclasas que pudieran
interactuar con LapDs, en B. bronchiseptica nos enfocamos en el estudio de las
secuencias que contuvieran un domino GGDEF compatible con el desarrollo de la
actividad enzimatica y que ademas presentara secuencias predichas como proteinas de
membrana. Incorporando estas consideraciones en el analisis, el numero de secuencias
se reduce de 14 a 6 (BdcA, BdcG, BdcH, Bdcl, BdcE y BB3317). Para llevar adelante el
analisis propuesto, realizamos el modelado molecular de los dominios GGDEF de las
mencionadas proteinas. Posteriormente, usando el programas de visualizacion VMD y
utilizando una representacion del tipo Surface y un estilo de coloracion ResType,
analizamos la forma y distribucién de carga de las regiones de interaccién en busqueda

de estructuras compatibles con la interaccion con el dominio EAL de LapDege.

173



Capitulo 7

GGDEF-BdcG

Figura 7.6. Modelado molecular de los dominios GGDEF de las posibles diguanilato ciclasas que podrian
interaccionar con LapDgy,. (a) Las representaciones de los dominios GGDEF fueron realizadas usando un estilo
NewCartoon y una coloracion gris transparente. Las regién de interaccion fue representada con un estilo Surface y
coloreada con un estilo ResType. (b) El dominio EAL de LapDgy, y el dominio GGDEF de BdcG fueron representados
utilizando un estilo NewCartoon y una coloracion verde transparente. Las regiones de interaccion fueron
representadas utilizando un estilo Surface transparente. (c) Las cadenas laterales de los residuos involucrados en la
interaccion entre LapDg, y BdcG fueron representados utilizando un formato Licorice y coloreadas usando el modo
ResType. Estas representaciones fueron usadas para predecir la interaccion entre LapDg, y BdcG.

En la Figura 7.6 se muestran las representaciones de los modelados de los
dominios GGDEF de las 6 diguanilato ciclasas analizadas. Todos los modelados fueron

realizados utilizando la funcién Intensive de Phyre2 que permite realizar el modelado por
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comparacion contra todas la base de datos de proteinas cristalizadas. Todos los
modelados arrojaron un nivel de confianza del 100%.

A partir del analisis realizado consideramos que el dominio GGDEF de BdcG
(BB2626) es aquel que presenta mayores posibilidades de interactuar con LapDgs. Como
puede verse en la Figura 7.6.a y 7.6.b el area de interaccion de BdcG presenta una
superficie dominada por residuos de aminoacidos con cadenas laterales acidas y
cadenas laterales no polares. Esta superficie podria interactuar con la region propuesta
de LapDsgy, la cual presenta residuos con cadenas laterales basicas y asi como también

residuos no polares (Figura 7.6.b y c).

BdcA, otro candidato a interactuar fisicamente con LapDs»

Nuestro grupo ha demostrado, hace algunos afios, que la formacion de biofilm en
B. bronchiseptica esta regulada, en parte, a través de c-di-GMP?%4. Durante el desarrollo
de esos estudios, se utilizé la proteina BdcA (BB3576) para inducir aumentos en los
niveles de c-di-GMP y asi demostrar los efectos que este segundo mensajero tenia sobre
los fenotipos de movilidad y formacion de biofilm. El fuerte impacto que tiene la
sobreexpresion de BdcA en la formacion de biofilm plantea dos posibles escenarios. La
primera explicacion podria ser que BdcA tuviera una actividad suficientemente grande
como para que, al ser sobreexpresada, induzca mecanismos de regulacion con los cuales
naturalmente no esta asociada. Una segunda hipoétesis podria ser que la sobreexpresion
de BdcA impacte fuertemente sobre la formacion de biofilm porque efectivamente es
parte de un mecanismo molecular encargado de regular ese proceso. Si este fuera el
caso, no podemos descartar que lo hiciera a través las proteinas Lap. Por ende, resulta
necesario evaluar la posibilidad de que BdcA interaccione fisicamente con LapDage.

Una segunda evidencia sugiere la posibilidad de que BdcA podria interaccionar
fisicamente con LapDgy. Ha sido descripto en P. fluorescens que la interaccion fisica entre
LapDer y GebC es un proceso necesario para el control de la formacién de biofilm. De
todas las proteinas GGDEF de B. bronchiseptica, BdcA es una de las dos que presentan
una organizacién de dominios similar a GebC (CACHE-GGDEF).

Los motivos expuestos anteriormente posicionan a BdcA como un candidato a

evaluar entre las diguanilato ciclasas que podrian interactuar con LapDgp.

BdcA y BdcG interaccionan fisicamente con LapDss

Con el objetivo de poner a prueba la capacidad de BdcA y de BdcG de asociarse
fisicamente con LapDgy decidimos utilizar una estrategia de doble hibrido en bacteria

(BACTH, Bacterial Adenylate Cyclase Two-Hybrid System).
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La metodologia de BACTH es una herramienta versatil para evaluar interacciones
proteina-proteina in vivo®®. Asimismo, es una estrategia ampliamente utilizada en el
estudio de interacciones entre proteinas de membrana3°'*%2, motivo por el cual fue
seleccionada para desarrollar este estudio. La estrategia esta basada en la utilizacion de
la enzima adenilato ciclasa (AC) de B. pertussis como reportero de la interaccién de

proteinas candidatas®®® (Figura 7.7).

A

B €
i % " '

ATP

cAMP CAMP

SHE
D
cAMP 4@
—
i

Interaccion entre Elevada actividad
proteinasXeY B-galactosidasa

Figura 7.7. Esquema del funcionamiento del sistema de doble hibrido en
bacteria (BACTH).

El dominio catalitico de esta enzima puede ser dividido en dos fragmentos
denominados T25 y T183%%, Cuando estos fragmentos son co-expresados en vectores
independientes, no se observa actividad adenilato ciclasa (Figura 7.7.B). Si embargo, si
son co-expresados como parte de fusiones transcripcionales a proteinas con capacidad
de interaccionar entre si, se reconstituye funcionalmente el dominio AC y recupera su
actividad (Figura 7.7.C). Finalmente, el AMPc producido activa la expresioén de algunos
operones como por ejemplo el de degradacion de lactosa el cual contiene el gen que
codifica para la enzima B-galactosidasa®® (Figura 7.7.D). De esta manera, la
determinacion de la actividad B-galactosidasa constituye una medida cuantitativa de la
capacidad de interaccién de las proteinas candidatas.

Basandonos en los reportes previos de Dahlstrom et al.'?® decidimos clonar los
genes lapDgp, bdcA'y bdcG en los vectores pKNT25 y pUT18. De esta manera los genes
mencionados fueron clonados al extremo N-terminal de los fragmentos T25 y T18 (en
ambos vectores) de manera tal que estos ultimos quedaran localizados hacia el espacio
citoplasmatico. En la Tabla 7.2 puede verse las distintas combinaciones de fusiones

transcripcionales usadas para evaluar la interaccion entre LapDsg,, BdcA y BdcG.
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Fusiones transcripcionales Interaccién puesta a prueba

T18-LapDsb + T25-BdcA
T25-LapDes + T18-BdcA LapDeab Vs BdcA
T18-LapDgs + T25-BdcG
T25-LapDgs + T18-BdcG

LapDeb Vs BdcG

T18-BdcA + T25-BdcA BdcA Vs BdcA
T18-BdcA + T25-BdcG BdcG Vs BdcG
T25-BdcA + T18-BdcG BdcA Vs BdcG

Tabla 7.2. Doble hibrido en bacteria (BACTH). Combinacién de fusiones transcripcionales
utilizadas para evaluar posibles interacciones entre LapD, BdcA y BdcG.

Como control positivo del ensayo se utilizaron las construcciones pKT25-zip y
pUT18C-zip que presentan el motivo leucine zipper como fusiones transcripcionales a los
fragmentos T25 y T18 respectivamente. Este dominio esta presente en proteinas de
unién al ADN vy tiene la capacidad de dimerizar. Como control negativo se utilizaron los
vectores pUT18 y pKNT25 vacios.

La Figura 7.8 muestra los resultados de los experimentos de BACTH con las
proteinas LapDsgb, BdcA y BdcG. En primer lugar, observamos que el control positivo
presenta valores de Unidades de Miller (UM) significativamente mayores de los valores
del control negativo (p<0.01). En segundo lugar, analizando las dos combinaciones de
fusiones transcripcionales utilizadas para evaluar la interaccion entre LapDg, y BdcA
vemos que solo una de ellas presenta diferencias significativas frente al control negativo.
La combinacion T18-LapDgs, + T25-BdcA presenta valores de UM significativamente
mayores a los del control negativo (p<0.01). Sin embargo, la combinacién T25-LapDgs +
T18-BdcA no presente diferencias. Este resultado suele aparecer en algunos
experimentos de BACTH motivo por el cual es preciso realizar las fusiones
transcripcionales tanto al fragmento T25 como al fragmento T18. Por ejemplo, en un
estudio del interactoma de las proteinas de division celular de E. coli, Karimova et al.
demostraron que FtsW fusionada a T25 es funcional pero no lo es fusionada T183%2,

A fin de confirmar que la fusion transcripcional T18-BdcA podria no ser funcional,
evaluamos su capacidad de inducir actividad B-galactosidasa en combinacién con la
fusion transcripcional T25-BdcA. La actividad de BdcA como diguanilato ciclasa fue
demostrada previamente por nuestro laboratorio??*. Para el desarrollo de esta actividad,
es condicion necesaria la dimerizacion de BdcA. Por lo tanto, la combinacion T25-BdcA
+ T18-BdcA deberia arrojar resultados positivos si es que ambas construcciones son
funcionales. En la Figura 7.8 puede verse que esta combinacion no arroja valores de UM
diferentes del control negativo. El andlisis combinado de los dos resultados presentados
hasta el momento permite deducir que la fusion transcripcional T18-BdcA no es funcional

a los fines del experimento de BACTH.
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Figura 7.8. Ensayo de doble hibrido en bacteria (B2H). Los genes lapDg,, bdcA y bdcG fueron clonados en los vectores
pUT18 y pKNT25. Como medida cuantitativa de la capacidad de interaccién de los factores mencionados se determind
la actividad B-galactosidasa de bacterias co-trasnformadas con las construcciones mencionadas en la Tabla 7.2. La
actividad fue expresada en términos de Unidades de Miller. El grafico representa el promedio y la desviacion estandar
de 5 réplicas bioldgicas (con 3 réplicas técnicas por experimento). Diferencias estadisticamente significativas son
indicadas con * p<0,01 y ** p<0,05 respecto del control negativo.

Por otro lado, como puede verse en la Figura 7.8, las dos combinaciones de
fusiones transcripcionales utilizadas para evaluar la interaccion entre LapDgy, ¥ BdcG
arrojan valores de UM significativamente mayores que el control negativo (p<0,05).

Considerando la diferencia entre los valores de UM obtenidos para la interaccion
LapDgs-BdcA y LapDep-BdcG nos preguntamos si esta ultima combinacién podria estar
arrojando un resultado “falso positivo”. Consideramos la posibilidad de que la mera co-
expresion de proteinas de membrana arroje valores de UM basales ligeramente
superiores a los del control negativo. Para evaluar esta posibilidad utilizamos las fusiones
T25-BdcA y T18-BdcG. Como puede verse en la Figura 7.6 la co-expresion de fusiones
transcripcionales a BdcA y BdcG arrojo resultados de UM que no son significativamente
diferentes a los del control negativo. Este resultado confirma que la actividad medida para
el par LapDg,-BdcG no resulta de la simple co-expresion de proteinas de membrana, sino
que da cuenta de una efectiva interaccion entre las mencionadas proteinas.

Tal como destacan Giacalone et al. diferencias en valores de UM pueden reflejar
diferencias de afinidad entre las proteinas evaluadas3®. La diferencia encontrada entre

los valores de UM para la interaccién LapDg,-BdcA frente a los valores para la interaccion
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LapDgy,-BdcG podria reflejar una diferencia en la afinidad de LapDs, por BdcA y BdcG.
Este resultado podria indicar que, en las condiciones experimentales del ensayo de
BACTH, LapDgs, posee una afinidad mayor por BdcA que por BdcG.

BdcG, a diferencia de BdcA, es un factor que aun no ha sido estudiado en B.
bronchiseptica. Para avanzar en la descripcion de esta posible diguanilato ciclasa
analizamos su capacidad de dimerizacion. Tal como puede apreciarse en la Figura 7.8 la
combinacion de fusiones transcripcionales T18-BdcG + T25-BdcG arroja valores
significativamente mayores a los del control negativo (p<0,05). Esto indicaria que BdcG
seria capaz de dimerizar, condicion que es necesaria para desarrollar actividad
diguanilato ciclasa.

Los resultados de los experimentos de BACTH sugieren que LapDsp
interaccionaria tanto con la diguanilato ciclasa de membrana BdcA como con la posible

diguanilato ciclasa de membrana BdcG.

BdcG no presenta actividad diguanilato ciclasa en el modelo de

doble hibrido en bacteria

Tal como mencionamos antes, el sitio activo del dominio GGDEF de BdcG
presenta aminoacidos que son compatibles con la actividad diguanilato ciclasa (Tabla
7.2). Con el objetivo de determinar si BdcG es una diguanilato ciclasa activa analizamos
los niveles de ¢c-di-GMP en el modelo de doble hibrido en bacteria.

Recientemente, Giacalone et al. demostraron que la interaccion fisica entre
LapDer y GebC incrementa la actividad diguanilato ciclasa de esta Gltima®®®. Nuestros
experimentos de BACTH muestran BdcG interacciona fisicamente con LapDsgy. Por lo
tanto, especulamos que la falta de actividad diguanilato ciclasa observada podria deberse
a que BdcG debe interactuar con LapDBb para activarse y catalizar la sintesis de c-di-
GMP. Con el objetivo de evaluar si BdcG tiene actividad determinamos los niveles de c-
di-GMP en la cepa BTH101 cotransformada con T18-LapDs, y T25-BdcG. Como control
negativo de este experimento incluimos la cepa BTH101 cotransformada con plasmidos
vacios. Como control positivo de este experimento incluimos la cepa cotransformada con
T18-LapDagy, + T25-BdcA. La determinacion de la concentracion de c-di-GMP fue realizada

mediante cromatografia liquida acoplada a un espectrometro de masa (LC-MS).
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Figura 7.9. Cuantificacion de c-di-GMP en el modelo de doble hibrido en bacteria (BACTH). Se determind la
cantidad de c-di-GMP en la cepa E. coli BTH101 co-transformada con las contracciones pUT18-
Zip+pKNT25ZIP (control negativo), pUT18-LapDg, + pKNT25-BdcA y pUT18-LapDg, + pKNT25-BdcG. El
grafico representa el valor promedio y la desviacion estandar de 3 réplicas bioldgicas. * indica diferencia
estadisticamente significativa respecto del control negativo, p<0.01.

Como se puede apreciar en la Figura 7.9, los niveles basales de c-di-GMP de la
cepa BTH101 son suficientemente bajos como para poder determinar aumentos en la
cantidad total de este segundo mensajero. La proteina BdcA incrementa los niveles de c-
di-GMP en el entorno de la cepa BTH101 (p<0.01). Esto, por un lado, corrobora que BdcA
es una diguanilato ciclasa activa y por otro lado demuestra que el disefio experimental
permite determinar aumentos en los niveles de c-di-GMP.

Por el contrario, la proteina BdcG no indujo un aumento en los niveles de c-di-
GMP. Por lo tanto, estos resultados no permiten confirmar si BdcG es una diguanilato
ciclasa activa.

BdcG regula la formacién de biofilm en B. bronchiseptica

Los experimentos realizados hasta el momento con BdcG ha sido todos de
naturaleza heterdloga. BdcG fue sobreexpresada en P. fluorescens y en E. coli. Los
resultados de esos experimentos no demuestran que BdcG pueda ser una diguanilato
ciclasa activa. Frente a estos resultados consideramos la posibilidad de que para que
BdcG desarrolle su actividad diguanilato ciclasa precise algun factor que esta ausente en
los organismos experimentales utilizados. Este factor podria bien ser una proteina que
esta ausente en P. fluorescens o E. coli o bien una sefial ambiental que no se encuentra

en las condiciones de cultivo de los organismos antes mencionados.
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Para avanzar en la descripcion de BdcG y evaluar su posible actividad diguanilato
ciclasa decidimos analizar los efectos de su sobreexpresion sobre la formacién de biofilm
en B. bronchiseptica. Como primer acercamiento realizamos experimentos de formacion
de biofilm en microplacas barriendo todo el rango de concentraciones de acido nicotinico
(0 mM — 4,0 mM). Como control de este experimento utilizamos la cepa B. bronchiseptica

transformada con el plasmido vacio.
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Figura 7.10. Analisis del efecto de la sobreexpresion de BdcG en la formacién de biofilm de B. bronchiseptica.
BdcG fue clonada en el vector pMQ72 bajo el control del promotor Pgap El grafico representa el promedio y la
desviacién estandar de 3 réplicas biolégicas con 4 réplicas técnicas por experimento. Por encima del grafico se
muestran imagenes representativas de las fosas tefiidas con solucién de cristal violeta 0,1%.

La Figura 7.10 muestra los resultados de la sobre expresion de BdcG en B.
bronchiseptica. El analisis cuantitativo de estos resultados mostré diferencias
significativas en la formacion de biofilms entre las cepas en condiciones de cultivo de 0
mM de acido nicotinico. Si embargo, el analisis visual de las fosas tefiidas con cristal
violeta sistematicamente mostrd diferencias en las caracteristicas macroscépicas de los
biofilms también en condiciones de cultivos con 2,0 mM y 4,0 mM de acido nicotinico. La
sobreexpresion de BdcG desde el plasmido multicopia pMQ72 indujo un aumento
apreciable en la cantidad de biofilm formado en las condiciones de acido nicotinico 0 mM,
2,0 MMy 4,0 mM.

El resultado obtenido indicaria que BdcG es un diguanilato ciclasa activa capaz

de regular la formacién de biofilm en B. bronchiseptica.

Rol de BdcA y BdcG en la formacion de biofilm

Los resultados presentados hasta el momento sugieren que BdcA y BdcG

interaccionan con LapDg, de forma tal de alimentarla directamente con c-di-GMP. Esta
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sefal seria transferida por LapDsy al otro lado de la membrana plasmatica en donde
mantendria unida a LapGgy previniendo asi el desprendimiento de BrtA.

Segun el modelo que estamos considerando ambas diguanilato ciclasas podrian
estar involucradas en la formacion de biofilm a través de LapDgy. Si nuestro modelo es
correcto, al eliminar el aporte de al menos una de ellas, LapDgy, tendria menos c-di-GMP
disponible y esto deberia impactar de manera negativa en la formacién de biofilm. En
este contexto, LapDgy no tendria suficiente c-di-GMP para mantener unida a LapGg, al
otro lado de la membrana y ésta quedaria liberada para clivar a BrtA y desprenderla de
la membrana externa. Si cada una de las diguanilato ciclasas hace un aporte al nivel total
de c-di-GMP es esperable que la delecion de una sola de ellas no genere una reduccion
total en la formacion de biofilm. Por ende, esperariamos que la delecion de ambas
diguanilato ciclasas genere un defecto mayor al de cada una de ellas por separado. A fin
de contrastar esta hipotesis analizamos la capacidad de formacién de biofilm de las cepas
B. bronchiseptica AbdcA, AbdcG y el doble mutante AbdcA AbdcG.

Para el desarrollo de este experimento analizamos la formaciéon de biofilm en
diferentes superficies (microplaca, vidrio y plastico). Considerando que el rol de BrtA se
aprecia sustancialmente mejor en el medio de cultivo suplementado con BSA y Ca*?
(Capitulo 6, Figura 6.5) los efectos de las deleciones de bdcA y bdcG fueron analizados
en estas condiciones de cultivo. A modo de control también incluimos a la cepa AbrtA en
el analisis.

En la Figura 7.11.a se muestran imagenes representativas de los resultados
obtenidos en los experimentos de formacién de biofilm en microplacas. En estas
imagenes se puede apreciar, tal como describimos en el Capitulo 6 (Figura 6.5) que, en
estas condiciones de cultivo la delecién de brtA reduce la formacién de biofilm. El analisis
cuantitativo del biofim formado por esta cepa también muestra diferencias
estadisticamente significativas con respecto a la cepa salvaje (Figura 7.11.b). El analisis
de los resultados de formacion de biofilm de las cepas mutantes nuevamente muestra
qgue el procesamiento cuantitativo de estos experimentos no siempre se correlaciona con
lo observado de manera directa. El analisis de las fosas tefiidas con cristal violeta en
todos los experimentos mostré una reducciéon en la cantidad de biofilm de las cepas
AbdcA y AbdcA AbdcG con respecto a la cepa salvaje. Sin embargo, también se observa
que estas cepas presentan un cantidad de biofilm mayor que la cepa AbrtA. Por otro lado,
el biofilm formado por la cepa AbdcG no presentd ninguna diferencia respecto de la cepa

salvaje.
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La capacidad de formacion de biofilm de estas cepas también fue analizada en
ensayos sobre superficies de vidrio y plastico. En la Figura 7.12 pueden verse imagenes
representativas de los experimentos de formacion de biofilm sobre vidrios semi
sumergidos en cultivos realizados dentro de tubos de microcentrifuga de plastico.

Como puede verse en la Figura 7.11 la cepa salvaje forma un biofilm bien definido
sobre la interfase entre en aire y la suspension bacteriana (tanto en vidrio como en
plastico). Como destacamos previamente, en el caso del vidrio se distingue una region
densamente coloreada y una region menos tefida inmediatamente por debajo de ésta.
La delecion de brtA, tal como describimos anteriormente impacta en la formacion de
biofilm disminuyendo su cantidad en ambas regiones. La delecién de bdcA genera una
reduccion en la formacion de biofilm mucho mas grande que la reduccion que habia sido
destacada en el experimento en microplacas. Por el contrario, la deleciéon de bdcG no

genera defectos en la formacién de biofilm en comparacion a la cepa salvaje.
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Figura 7.12. Ensayos de formaciéon de biofilm sobre vidrio y plastico (polipropileno). Los biofilms
formados sobre las superficies mencionadas fueron tefiidos con solucién de cristal violeta 0,1%. Las
imagenes mostradas son representativas de las 8 réplicas bioldgicas obtenidas (2 réplicas técnicas en
cada caso).

BdcA regula la localizaciéon de BrtA

En las secciones anteriores demostramos, en primer lugar, que LapDsgp
interacciona fisicamente con las diguanilato ciclasas BdcA y BdcG. En segundo lugar,
analizamos el impacto sobre la formacién de biofilm de las deleciones individuales de
bdcA'y bdcG, asi como también la delecion simultanea de ambos genes. El defecto en la
formacion de biofilm que presenta la cepa AbdcA es esperable que se deba a una
disminucion en la cantidad de BrtA localizada en la membrana plasmatica.

Con el objetivo de analizar el impacto de esas deleciones sobre la cantidad de
BrtA en la membrana plasmatica, utilizamos el ensayo de dot blot presentado
previamente. Para este experimento realizamos cultivos suplementados con BSA y Ca*?
y una concentracion de acido nicotinico de 2,0 mM ya que se trata de la condicion en la
cual el efecto de la delecién fue mas significativo. A modo de control incluimos la cepa
AlapG que, de acuerdo con los resultados presentados a lo largo de este trabajo deberia
presentar una mayor cantidad de BrtA en membrana. La cepa AlapD que deberia poseer

menor cantidad de BrtA en membrana también fue utilizada como control.
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Adicionalmente, se incluyé como control interno del experimento la cepa AbrtA no
marcada con la fusién transcripcional de hemaglutinina. Esta cepa se utilizé como control
de los niveles basales de reconocimiento de los anticuerpos utilizados.

El procesamiento y analisis de la muestra fue realizado de manera idéntica a como
fuera presentado anteriormente en este trabajo, pero las imagenes fueron registradas

utilizando un equipo Odyssey CLx (LI-COR).

Figura 7.13. Ensayo de dot blot. Este ensayo se
utilizé6 para determinar la cantidad de BrtA-HA 3
localizada sobre la membrana plasmatica en

mutantes de las proteinas Lap de B.
bronchiseptica y en las posibles diguanilato
ciclasas que podrian regular el sistema. Para el
revelado del dot blot se utilizaron anticuerpos
especfficos anti-HA. Para el revelado se utilizd
un equipo Odyssey CLx (LI-COR). Para la
cuantificacion de los resultados se utilizo el
programa Image J y se determiné la densidad
integrada de cada mancha. EIl promedio de cada
cepa de cada ensayo fue normalizado respecto
al valor obtenido para la cepa salvaje en ese
mismo experimento. El grafico representa el
promedio y la desviaciéon estandar de 3 réplicas

biolégicas (5 réplicas técnicas por experimento). 0 I I
* indica diferencia estadisticamente significativa 2 (€ (©)
respecto de la cepa B. bronchiseptica salvaje ,b\\\'b\ b\OQ b\OQO b‘o&’P b‘o‘*6 b\o&G
(p<0,01). QT X PT PT e

Densidad Integrada
(relativo a cepa salvaje)

La Figura 7.13 muestra los resultados obtenidos de los experimentos de dot blot
realizados a fin de determinar el rol de bdcA y bdcG en la localizacion de la adhesina
BrtA. En las condiciones de este experimento, la intensidad de la coloracion roja es
directamente proporcional a la cantidad de BrtA localizada sobre la membrana
plasmatica. Los resultados muestran que la cepa AbrtA (que no posee marca de
hemaglutinina) presenta una intensidad casi imperceptible lo cual indica que el anticuerpo
utilizado no presenta reactividad cruzada con otros componentes de la membrana
plasmatica. El analisis del resultado de la cepa AlapG muestra un aumento en la
intensidad indicando un incremento en la cantidad de BrtA localizada en membrana en
esta cepa. En sentido contrario, y tal como esperabamos, la cepa AlapD presenta una
intensidad significativamente inferior a la de la cepa salvaje (p<0,05). Esto confirma que
la delecién de lapD conduce a una reduccion en la cantidad de BrtA en membrana.

Los resultados de las deleciones de las diguanilato ciclasas muestran que sélo la
delecién de bdcA tuvo consecuencias sobre la intensidad observada. La cepa AbdcA
presenta una intensidad significativamente menor que la cepa salvaje (p<0,05) indicando

una reduccion en la cantidad de BrtA en membrana. Contrariamente, la delecidon de bdcG
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no repercutio significativamente sobre la intensidad de las manchas indicando que esta
delecion no altera la localizacion de brtA en las condiciones de este ensayo. Asimismo,
la doble delecion de bdcA y bdcG presenta diferencias significativas respecto de la cepa
salvaje. A la luz de los resultados de este mismo experimento, esta diferencia podria estar
originada exclusivamente por la delecion de bdcA.

Estos resultados constituyen una evidencia de que en las condiciones

experimentales desarrolladas BdcA, pero no BdcG regula la localizacién de BrtA.

Conclusiones y discusién

Los resultados previos al inicio de este capitulo demuestran que B. bronchiseptica
posee un sistema de proteinas asociado a la regulacion de la formacion de biofilm
analogo al sistema Lap de P. fluorescens. Previamente demostramos que las secuencias
BB1184, BB1185 y BB1186 codifican para LapD, LapG y BrtA en B. bronchiseptica. En
el capitulo final de esta tesis, realizamos el analisis del rol del segundo mensajero c-di-
GMP en el control de este grupo de proteinas.

En primer lugar, evaluamos la hipétesis de que LapDgy es un factor necesario para
la regulacién de la formacién de biofilm a través de c-di-GMP. Los resultados mostraron
que en presencia de 2,0 mM de acido nicotinico la sobreexpresion de la diguanilato
ciclasa BdcA en el entorno de la cepa AlapD no fue capaz de inducir un aumento en los
niveles de biofilm como lo hace en la cepa salvaje. Esto confirmaria que en esta condicion
el sistema Lap seria el principal sistema de regulacion de la formacion de biofilm a través
de c-di-GMP. En otras condiciones de cultivo los resultados obtenidos fueron diferentes.
En 0,5 mM de acido nicotinico la sobreexpresion de BdcA generd aumentos en la
formacion de biofilm tanto en la cepa salvaje como en la cepa AlapD. Por un lado, este
resultado confirma que en esta condicién existen mecanismos de regulacion de la
formacion de biofilm mediados por c-di-GMP??*, Por otro lado, sugiere que esos
mecanismos serian independientes de LapDs,  Como conclusién de esta parte del
capitulo, demostramos que LapDsg, es importante para la formacién de biofilm en las
mismas condiciones en las que previamente habiamos demostrado que el rol de LapG y
BrtA era mas importante.

Posteriormente nos enfocamos en la busqueda de diguanilato ciclasas
involucradas de manera directa en la regulacién de la formacién de biofilm a través de
LapD, LapG y BrtA. En primer lugar, realizamos un analisis in silico del genoma de B.
bronchiseptica en busqueda de secuencias con dominios GGDEF que pudieran codificar
para diguanilato ciclasas. Utilizando dos estrategias diferentes, el analisis arroj6 como

resultado la presencia de 14 secuencias con dominios GGDEF en el genoma de B.
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bronchiseptica RB50 (Tabla 7.1). No resulta sorprendente que muchas de estas
secuencias presenten, ademas del dominio GGDEF, dominios asociados involucrados
en la union a ligandos (PAS, GAF, CACHE, etc.). Esto permite inferir que, en B.
bronchiseptica, la red de regulacién a través de c-di-GMP esta involucrada en la
trasduccion de sefiales ambientales en respuestas fisioldgicas®®. El nimero de posibles
diguanilato ciclasas codificadas en el genoma de B. bronchiseptica da cuenta de la
existencia de un sofisticado mecanismo de control en torno a los procesos regulados por
este segundo mensajero.

En particular nuestro objetivo se direccioné hacia la busqueda de aquella o
aquellas diguanilato ciclasas involucradas en la regulacién de la formacién de biofilm a
través de las proteinas Lap. En la bacteria Pectobacterium atrosepticum, las secuencias
codificantes para proteinas Lap se encuentran cerca de la secuencia codificante de la
diguanilato ciclasa ECA32702%%. Por el contrario, en el genoma de B. bronchiseptica, al
igual que en P. fluorescens o P. putida, no hay secuencias codificantes para proteinas
GGDEF en las cercanias de las secuencias lapD, lapG y brtA. De esta manera
descartamos la cercania en el genoma como un criterio de eleccion para una posible
diguanilato ciclasa involucrada en el control de las proteinas Lap.

Con el objetivo de buscar un método que nos permitiera analizar el mayor nimero
de secuencias posible, desarrollamos una estrategia de expresién heterdloga. Esta
estrategia se basdé en la expresion de proteinas con dominios GGDEF de B.
bronchiseptica en la cepa P. fluorescens A4DGC en la cual reemplazamos la LapD propia
de P. fluorescens por la LapD de B. bronchiseptica. Nuestra hipétesis sostenia que sélo
aquellas diguanilato ciclasas que fueran capaces de interaccionar correctamente con
LapDsgs generarian un aumento en la formacion de biofilm semejante al que produce la
diguanilato ciclasa de P. fluorescens GebC en la cepa A4DGC. Como resultado de estos
experimentos no logramos encontrar una proteina que indujera aumentos en la formacién
de biofilm como los que esperabamos.

Navarro et al. demostraron que la interaccion entre LapDrr y LapGps depende del
motivo GWxQ localizado en la porcion periplasmatica de LapDe'*°. El residuo de
triptéfano (W) de este motivo es parte de una superficie que se encuentra expuesta al
periplasma y accesible a LapGps cuando LapDps une c-di-GMP al otro lado de la
membrana®™®. Tal como demostramos en el Capitulo 2, LapDg, tiene conservado el
motivo GWxQ. Sin embargo, en este capitulo encontramos que la zona adyacente al
motivo GWxQ es diferente en LapDgy, y LapDer. Una interaccion poco eficiente entre
LapDss y LapGes podria explicar el hecho de que ninguna proteina GGDEF fue capaz de
generar grandes aumentos en la formacion de biofilm en P. fluorescens (Figura 7.4). Una

manera de superar este obstaculo y poder utilizar este sistema como método de analisis
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para diguanilato ciclasas de B. bronchiseptica podria ser reemplazar la porcion
periplasmatica de LapDgs, por la de LapDps de manera tal de no comprometer la
interaccion LapD-LapG. Este disefio experimental sera evaluado en el futuro para poder
realizar un analisis de todas las diguanilato ciclasas de B. bronchiseptica.

Otras posibles explicaciones al resultado de este experimento podrian ser que la
interaccion entre LapDgy, y las diguanilato ciclasas o bien la activacion misma de la enzima
precise de algun factor que no esté presente en P. fluorescens. Otro escenario posible
seria que LapDgy, no esté presente en la misma cantidad que LapDer. Si bien la secuencia
lapDgy fue clonada bajo el promotor nativo de /apDepr, podria suceder que LapDg;, fuera
menos estable que LapDeps y por ende hubiera menor cantidad de la proteina heterdloga.

Frente a la gran cantidad de incognitas que podrian explicar el resultado obtenido
decidimos abandonar esta estrategia y buscar métodos alternativos para avanzar en la
busqueda de diguanilato ciclasas que regularan el sistema Lap en B. bronchiseptica.

Para avanzar en nuestra busqueda de diguanilato ciclasas involucradas en la
regulacién de la formacién de biofilm a través de LapD en B. bronchiseptica nos
propusimos un abordaje bioinformatico para buscar candidatos a interaccionar con la
hélice-a del dominio EAL de LapDgs. Con este objetivo modelamos los dominios GGDEF
de todas las posibles diguanilato ciclasas de membrana que habiamos encontrado
previamente. Como resultado de este analisis encontramos que el domino GGDEF de
BdcG presentaba una forma y distribucion de carga compatible con la interaccion con el
dominio EAL de LapDegsy.

BdcA fue otra diguanilato ciclasas analizada debido a que presenta una estructura
de dominios igual a GecbC de P. fluorescens.

Los resultados de los experimentos de BACTH confirmaron que tanto
BdcA como BdcG son capaces de interaccionar fisicamente con LapDegp. La diferencia en
magnitud en los valores de actividad B-galactosidasa de la interaccion LapDgy,-BdcA y
LapDgp-BdcG podrian dar cuenta de una diferente afinidad entre las proteinas
mencionadas en las condiciones analizadas.

A partir de los resultados de BACTH surgi6 la necesidad de demostrar si BdcG
presentaba actividad diguanilato ciclasa. En experimentos de expresion heteréloga no
fue posible demostrar que BdcG fuera una diguanilato ciclasa activa (Figuras 7.6 y 7.9),
sin embargo, los experimentos de sobreexpresion en B. bronchiseptica si lo sugieren
(Figura 7.10). La sobreexpresion de BdcG indujo un leve aumento en la formacién de
biofilm en condiciones de cultivo con 0 mM, 2,0 mM y 4,0 mM de acido nicotinico. Esto
indicaria que en B. bronchiseptica BdcG si es una diguanilato ciclasa activa.

A partir de los resultados de BACTH surgié la necesidad de demostrar si BdcG

presentaba actividad diguanilato ciclasa. En experimentos de expresion heteréloga no
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fue posible demostrar que BdcG fuera una diguanilato ciclasa activa (Figuras 7.4 y 7.9),
sin embargo, los experimentos de sobreexpresion en B. bronchiseptica si lo sugieren
(Figura 7.9). La sobreexpresion de BdcG indujo un leve aumento en la formacion de
biofilm en condiciones de cultivo con 0 mM, 2,0 mM y 4,0 mM de acido nicotinico. Esto
indicaria que en B. bronchiseptica BdcG si es una diguanilato ciclasa activa.

Dado que BdcG y BdcA son diguanilato ciclasas activas en B. bronchiseptica y
que interaccionan con LapDg,, postulamos que la presencia de BrtA en membrana
externa se encuentra regulada por la actividad de ambas enzimas. Asi, ante alguna sefial
aun desconocida, BdcG y BdcA generarian c-di-GMP que se uniria a LapDgy evitando
que BrtA sea clivada y liberada al medio extracelular. De esta manera B. bronchiseptica
en estas condiciones formaria biofiim. Por el contrario, en ausencia de actividad
diguanilato ciclasa por parte de estas enzimas, BrtA seria clivada por LapGs, y B.
bronchiseptica no formaria biofilm. Si el modelo es correcto, la delecion de bdcA o bdcG
deberia inducir un fenotipo similar al de situaciones de baja actividad de las enzimas
como por ejemplo la disminucién en la formacion de biofilm.

La observacién directa de los biofilms formados sobre vidrio y en tubos de
microcentrifuga muestra una clara reduccion en la capacidad de formacion de biofilm
como consecuencia de la delecion de bdcA. La delecion de bdcG, por el contrario, no
generd defectos en la formacién de biofilm en ninguna de las condiciones evaluadas.
Asimismo, al evaluar el impacto de estas deleciones sobre la localizacion de BrtA se vio
que, mientras que la cepa AbdcA presentd una cantidad menor de BrtA en membrana la
cepa AbdcG no present6 alteraciones.

Este resultado plantea la incognita de cual es el rol de BdcG en el mecanismo de
regulacion de las proteinas Lap. La Figura 7.9 muestra que la sobreexpresion de BdcG
generd cambios en las caracteristicas macroscopicas del biofilm en 2,0 mM y 4,0 mM de
acido nicotinico. Si bien sabemos que en estas condiciones las proteinas Lap son
importantes para la regulacion de la formacion de biofilm a través de c-di-GMP (Figura
7.1), no podemos asegurar que ese aumento de biofilm sea a través de LapD, LapG y
BrtA. Para demostrar esto seria importante sobre expresar BdcG en el entorno de la cepa
B. bronchiseptica AlapD. Si el aumento observado en la formacién de biofilm en la Figura
7.9 es a través de LapD, en esta cepa no deberiamos ver ese aumento. Asimismo,
también sera importante introducir una mutacion puntual en el sitio activo de BdcG a fin
de confirmar que el aumento en la formacion de biofilm se da como consecuencia de su
actividad diguanilato ciclasa.

Las herramientas bioinformaticas utilizadas no nos permitieron determinar si
BdcG presenta otros dominios ademas del dominio GGDEF. El alineamiento de la

secuencia aminoacidica de BdcG contra toda la base de datos de proteinas de NCBI, no
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nos llevé a resultados que nos permitieran avanzar en la caracterizacion de esta proteina.
Dado que las proteinas del metabolismo de c-di-GMP suelen participar de mecanismos
de transduccién de senales, es posible que BdcG sense alguna senal que no esta
presente en las condiciones de cultivo en las que fueron realizados los experimentos.
Esto podria explicar el hecho de que, si bien BdcG interacciona con LapDgy, en el entorno
de BACTH, la sobreexpresion en B. bronchiseptica s6lo generd un leve aumento en la
formacion de biofilm. Giacalone et al. demostraron que GebC aumenta su actividad y
afinidad por LapDes en presencia de citrato*. Por lo tanto, BdcG también podria necesitar
una senal especifica para aumentar su actividad. Asimismo, en este contexto cabe
destacar que el resultado que demuestra que BdcG interacciona con LapDg, fue realizado
en un sistema heterélogo (la cepa E. coli BTH101). Este resultado no nos permite
asegurar que en las condiciones en las que realizamos nuestros experimentos con B.
bronchiseptica LapDg, y BdcG efectivamente interaccionen. No podemos descartar que
la interaccion entre LapDg, y BdcG se produzca en condiciones que no fueron
reproducidas en nuestros experimentos y por ese motivo no logramos demostrar que
BdcG influya en la localizacion de BrtA. En este sentido, Dahlstrom et al., recientemente
publicaron un analisis generalizado del rol de todas las proteinas GGDEF de P.
fluorescens en presencia de 188 nutrientes diferentes'*. Este trabajo demuestra que
mientras la delecion de wuna diguanilato ciclasa especifica puede no generar
consecuencias en una determinada condicion, la misma deleciéon puede ser critica
simplemente modificando la fuente de carbono o nitrégeno del medio de cultivo. El
mencionado trabajo, también muestra que la delecidn de la gran mayoria de las proteinas
GGDEF de P. fluorescens presenta defectos en la formacién de biofilm en alguna de las
condiciones de cultivo estudiadas'*. Considerando que ese trabajo incluyo el analisis de
188 condiciones diferentes, esto da cuenta de lo sofisticada y finamente regulada que
esta la red de regulacion a través de c-di-GMP.

En conclusién, a lo largo de este capitulo hemos presentado evidencia que
sustenta la hipétesis de que c-di-GMP regula la formacion de biofilm a través de las
proteinas Lap en B. bronchiseptica. Hemos profundizado en detalles mecanisticos de
este proceso y determinado que las diguanilato ciclasas BdcA y BdcG interaccionan
fisicamente con LapDsg,. Asimismo, demostramos que en las condiciones experimentales
utilizadas BdcA controla la localizacion de BrtA y asi regula la formacién de biofilm.
Finalmente, el hecho de que la cepa B. bronchiseptica AbdcG no haya presentado
diferencias en comparacion a la cepa salvaje no implica que esta proteina no sea
relevante en la fisiologia de esta bacteria, sino que sera necesario buscar alternativas

experimentales para encontrar alguna condicién en la que si sea importante.
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Conclusiones generales

Los trabajos de Irie et al. y Misrha et al. publicados casi en simultaneo en los afios
2004 y 2005 dieron el puntapié inicial para el estudio de la formacién de biofilm en
bacterias del género Bordetella’??®, Desde ese momento diversos grupos de
investigacion han descripto el rol de adhesinas, exopolisacaridos, ADN extracelular y
otros componentes en la formacién de biofilm?27:230.236.240307.308 nherg ninguno se ha
enfocado en el estudio de los mecanismos de sefalizacion interna que dirigen estos
procesos. En el afio 2013 nuestro grupo de investigacion publico un articulo en el cual se
describi6 el rol del segundo mensajero c-di-GMP en la regulacion de la formacion de
biofilm y movilidad de B. bronchiseptica. En ese trabajo se demostré que el aumento en
los niveles de c-di-GMP generados por la sobre expresién de la diguanilato ciclasa BdcA
generaba un aumento en la formacion de biofilm y una reduccién en la movilidad de B.
bronchiseptica®**. Los resultados de ese trabajo constituyen la primera evidencia del rol
de este segundo mensajero en la biologia de esta bacteria y sent6 las bases para el
comienzo de este trabajo de Tesis Doctoral. Este proyecto surgié con el objetivo de
determinar cuales eran los mecanismos moleculares que se encontraban detras de la
regulacion de la formacion de biofilm descripta por Sisti et al.??*.

Diversos trabajos han demostrado la capacidad de bacterias del género Bordetella
de formar biofilm in vivo?1:207:236.307 ' Ademas, diversos autores postulan que esta habilidad
estaria asociada a la capacidad de las especies de este género de persistir en sus
huéspedes durante largos periodos de tiempo'97223227.232.307  Frente a este contexto, el
estudio de los mecanismos moleculares que dirigen la formacion de biofilm a través de
c-di-GMP puede aportar herramientas para comprender procesos Vvitales de la
patogénesis de estas bacterias.

La busqueda inicial de qué factores podrian estar detras del proceso de regulacion
mediado por c-di-GMP nos llevé hasta un grupo de genes cuyo rol en la formacién de
biofilm estaba bien estudiado en otras bacterias. Las secuencias BB1184, BB1185 vy
BB1186 presentaban caracteristicas estructurales y de secuencia compartidas con LapD,
LapG y LapA de P. fluorescens. A través de un plan de investigacién que combiné el uso
de herramientas de microbiologia, biologia molecular y bioinformatica logramos
determinar que los genes encontrados corresponden a la adhesina BrtA, la proteasa
LapG y el sensor de c-di-GMP LapD en B. bronchiseptica.

El sistema de dos componentes BvgAS constituye el regulador maestro de
muchos de los factores de virulencia en Bordetella'**. Asimismo, los trabajos pioneros de
Irie et al. y Mishra et al. demostraron que la formacion de biofilm esta controlada por el

sistema BvgAS'9722%, Frente a esta evidencia, resultaba indispensable abordar el estudio
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de las proteinas Lap en relacién con sistema BvgAS. Por este motivo, para el desarrollo
de los experimentos utilizamos condiciones de cultivo que abarcaban todas las fases de
virulencia de B. bronchiseptica.

Nuestros resultados indican que las proteinas Lap de B. bronchiseptica serian el
mecanismo de regulacion de biofilm a través de c-di-GMP mas importante en condiciones
de cultivo en las que no se expresan los factores de virulencia vag. Este resultado sugiere
que las proteinas Lap podrian tener un rol fundamental en la formacién de biofilm en
condiciones en las que el sistema de dos componentes se encuentra modulado.
Histéricamente se ha considerado que la fase avirulenta (Bvg-) de Bordetella (aquella en
la cual el sistema BvgAS esta modulado) no es necesaria durante el proceso de
infeccion'®. Los primeros estudios con cepas bloqueadas en fase Bvg+ y Bvg-
demostraron que la fase Bvg+ es necesaria y suficiente para el desarrollo de infecciones
mientras que el bloqueo en fase Bvg- resulta perjudicial para el establecimiento de la
infeccion'”®. EI modelo tradicional considera a la fase Bvg+ como la fase en la cual la
bacteria se encontraria in vivo y a la fase Bvg- como la condicion en la que la bacteria se
encontraria en el ambiente’*. Sin embargo, en los ultimos afios se ha presentado
evidencia que pone en jaque el antiguo concepto de que la fase Bvg- no es necesaria
durante la infeccion. En estudios recientes se ha demostrado que algunos genes fase
avirulenta se expresarian in vivo durante el transcurso de una infeccion?’. Esta nueva
evidencia hace replantear antiguas nociones sobre la biologia de Bordetella y el rol de
las fases de virulencia en este contexto. Frente a este panorama, resulta inapropiado
arriesgar si el rol la adhesina BrtA seria mas importante in vivo o ex vivo.

Nuestros resultados de ensayos de colonizacion en ratones demostraron que la
sobreexpresion de LapG redujo la capacidad de colonizacion de B bronchiseptica
mientras que la delecion de /lapG indujo una capacidad de colonizacidon superior en
comparacion a la cepa salvaje. Esta evidencia sustenta la hipotesis de un rol de las
proteinas Lap in vivo. Otros resultados sustentan la hipétesis de que BrtA también podria
ser importante in vivo. Mediante ensayos de Western blot determinamos que la presencia
de BSAy Ca*?, en concentraciones similares a las que se hallan en el epitelio respiratorio,
generd un aumento en la secrecion de BrtA. Otros autores han postulado que la
suplementacion del medio de cultivo con BSA y Ca* simularia condiciones
fisiologicamente relevantes como las que Bordetella puede encontrarse durante el
transcurso de una infeccién?®2. Este resultado podria sugerir que BrtA tendria un rol
durante el proceso de infeccion. La porcion secretada de BrtA podria contribuir a la
formacion de biofilm o bien participar de otros procesos. Las adhesinas FHA vy fimbria,
estan involucradas en la formacion de biofim pero también tienen funciones

inmunomoduladoras3®®2'°. Hasta el momento no ha sido descripto en ninguna bacteria el

194



Capitulo 8-CONCLUSIONES GENERALES

rol de la porcién liberada de proteinas tipo LapA. Por lo tanto, esto constituye un area
interesante para profundizar en el futuro.

En la parte final de este trabajo nos enfocamos en determinar qué diguanilato
ciclasas podrian regular de manera especifica el funcionamiento de las proteinas Lap en
B. bronchiseptica. Esta parte del trabajo nos llevé a profundizar la utilizacién de
herramientas bioinformaticas y de modelado molecular. Gracias a este enfoque,
postulamos que la posible diguanilato ciclasa BdcG podria interactuar fisicamente con
LapD. Asimismo, la estructura de dominios de BdcA y la relacion encontrada entre la
sobre expresion y la formacion de biofilm por Sisti et al.??* y en este trabajo, sugerian que
esta diguanilato ciclasa también podria interactuar con LapD.

Los resultados de BACTH demostraron que ambas diguanilato ciclasas son
capaces de interaccionar con LapD. Esta capacidad de interaccion sugiere que tanto
BdcA como BdcG podrian regular la localizaciéon de la adhesina BrtA a través de LapD-
LapG. Experimentos de formacion de biofilm sobre diferentes superficies y experimentos
de dot blot demostraron que, en las condiciones estudiadas, sélo BdcA y no BdcG regula
la formacion de biofilm y la localizacion de la adhesina BrtA. Estos resultados nos llevaron
a preguntarnos por qué BdcG podria interactuar con LapD si no regula la localizaciéon de
BrtA. P. fluorescens tiene 4 diguanilato ciclasas que, en medio de cultivo minimo,
conteniendo glicerol y triptona como fuente de carbono y nitrégeno regulan la formacion
de biofilm: WspR, GcbA, GebB y GebC?73. Sin embargo, sélo GebC y GebB regulan la
localizacién de LapA; WspR y GcebA actuan a través de mecanismos aun no descriptos.
La delecion de otras 19 posibles diguanilato ciclasas, en esas mismas condiciones no
genera ningun efecto sobre la formacion de biofilm, mientras que la delecion de otras 6
diguanilato ciclasas aumenta la formacion de biofilm?73. Trabajos como éste, donde se
aborda el estudio de los procesos regulados por c-di-GMP de manera sistematica y
generalizada ponen en evidencia la existencia de mecanismos de regulacién altamente
sofisticados detras de este segundo mensajero. Frente a este escenario complejo, no
resulta extrafio que, en las condiciones experimentales ensayadas, la diguanilato ciclasa
de B. bronchiseptica BdcG no presente un fenotipo diferente al de la cepa salvaje.
Nuestros resultados sugieren que BdcG podria regular la localizacion de la adhesina
BrtA, sin embargo, sera necesario ampliar el numero de condiciones experimentales
hasta dar con aquella en la que esta diguanilato ciclasa sea necesaria para la regulacion
de la formacion de biofilm.

Cuando en el ano 2013 nuestro grupo de investigaciéon describié que c-di-GMP
regulaba la formacién de biofilm en B. bronchiseptica, se abrié un camino de preguntas
en torno a cuales eras los mecanismos moleculares detras de los fenotipos regulados por

este segundo mensajero. Los resultados de este trabajo de tesis aportan nueva evidencia
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para seguir transitando el camino de la descripcion del rol de ¢c-di-GMP en la biologia de
esta bacteria. A partir de los resultado mostrados a lo largo de esta Tesis Doctoral es
posible considerar que la regulacion de la formacién de biofilm dependiente de c-di-GMP,

en B. bronchiseptica, sigue un modelo como el de la Figura 8.1.

Figura 8.1. Esquema del funcionamiento del sistema Lap de B. bronchiseptica postulado a partir de los resultado
obtenido en este trabajo de tesis.

(i) la proteina integral de membrana LapD es regulada en forma especifica por la
diguanilato ciclasa BdcA. La regulacion de LapD por parte de BdcA podria desarrollarse
de dos maneras diferentes o complementarias. El primer escenario sugiere que LapD y
BdcA solo interaccionarian como respuesta a una sefal ambiental que seria sensada por
BdcA (probablemente a través de su dominio periplasmatico CACHE). Esta senal,
sumada a la interaccion fisica LapD-BdcA activaria a la diguanilato ciclasa. Un segundo

escenario posible es que BdcA y LapD interaccionen de forma constitutiva. En presencia
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de esta hipotética sefial (sensada por BdcA) esta interaccion podria verse fortalecida lo
cual a su vez podria aumentar la actividad de BdcA. En cualquiera de los dos casos
planteados la interaccion fisica LapD-BdcA sumado a la activacién de la diguanilato
ciclasa generaria un aumento local en los niveles de ¢c-di-GMP en las cercanias de LapD.
(ii) frente al aumento de los niveles de c-di-GMP LapD adopta una conformacion que le
permite mantener retenida a la proteasa periplasmatica LapG al otro lado de la membrana
interna. (iii) de esta manera, la adhesina BrtA es mantenida sobre la superficie celular y
contribuye con la capacidad de la bacteria de formar biofilm. (iv) frente a cambios en el
ambiente que generen la desaparicion de la hipotética sefial o bien la aparicién de una
sefal inhibitoria, el sistema podria responder modificando la actividad de BdcA o la
afinidad BdcA-LapD. En estas condiciones BdcA podria no interaccionar fisicamente con
LapD o bien inhibir su actividad diguanilato ciclasa o0 ambas cosas de manera que los
niveles de c-di-GMP en el entorno de LapD se reducirian. (v) Frente a este cambio, LapD
ya no podria mantener retenida a LapG al otro lado de la membrana plasmatica. (vi) la
proteasa LapG difunde libremente por el periplasma hasta clivar el extremo N-terminal de
BrtA de manera tal de liberarla de la membrana plasmatica. En esta condiciéon B.
bronchiseptica pierde a una adhesina importante para la formacion de biofilm. Esta
condicién podria representar la respuesta a dos situaciones diferentes. Por un lado,
podria permitir a una bacteria que esta formando parte de un biofilm, desprenderse y
retornar al medio en busqueda de nuevos nichos de colonizacion. Otra posibilidad es que,
en una bacteria plancténica, esta condicion inhiba su capacidad de adhesion a la
superficie y desarrollo de biofilm. En este modelo, aun resulta impreciso cual seria el rol
de la diguanilato ciclasa BdcG en el control del funcionamiento de las proteinas Lap. Tal
como mencionamos anteriormente, su rol mas importante podria estar dado en
condiciones de cultivo diferentes de las evaluadas durante nuestros experimentos.

Los resultados presentados en este trabajo de Tesis Doctoral han dado
respuestas para incorporar nuevos elementos al modelo de funcionamiento de la
regulacion de la formacién de biofilm mediada por c-di-GMP en B. bronchiseptica.
Asimismo, estas respuestas han abierto las puertas a nuevas preguntas que deberan ser
abordadas en el futuro para desentrafar el complejo mecanismo de regulaciéon

gobernado por c-di-GMP.
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Capitulo 9

La siguiente tabla presenta en forma detallada los vectores y las construcciones

utilizadas y realizadas durante este trabajo.

Tabla 9.1. Vectores y construcciones utilizadas en el presente trabajo. Entre paréntesis se indican las resistencias a
antibioticos que confiere cada vector (Kanamicina= Km®; Gentamicina= GmR; Carbenicilina= Cb®; Ampicilina= AmpR).

Nombre

Detalles

Descripcion

Referencia

pK18mob-sacB

pK18mob-L1L2
pMQ72
pMQ30

pMQ72-lapDes
pMQ72-lapDss
pMQ72-lapGes

pMQ72-lapGen

pMQ72-n-term-
brtA
pBBR1-MCS5

pvacio
plapGss
pGFLIP

PGFLIP-Pnpti

PGFLIP- Prpui-
lapGss

pK18mobF1F2
pbdcA
pMQ30N1N2bis
pMQ72-gcbC
pMQ72-bdcA

pMQ72-bdcB

pMQ72-bdcC

pMQ72-bdcD

pMQ72-bdcG

pMQ30F1/apDssF2

pKNT25
pUT18
pUT18-lapDasy
pUT18-bdcA
pUT18-bdcG
pKNT25-/apDsas
pKNT25-bdcA
pKNT25-bdcG
pKT25-zip

pK18mob-sach (KmR)

pK18mob-L1L2 (KmR)
pMQ72 (GmF)
(GmF)

PMQ72-Psao-lapDes
(Gm*)
pMQ72-Peao-lapDss
(GmF)
pMQ72-Psao-lapGes
(GmF)
pMQ72-Pgap-lapGas
(GmF)
pMQ72-Pgpo-n-term-
brtA (GmR)
(GmF)
pBBR1-MCS5-Prpti
(GmF)
pPBBR1-MCS5-Pnpti -
lapGes (GmF)

(KmF, AmpF)
(KmF, AmpF)
(KmF, AmpF)

(KmF)

pBBR1-MCS5-Pnpti-
bdcA (GmR)

(Gmf)

pMQ72-Pgap-gcbC
(GmF)

pPMQ72-Psap-bdcA
(GmF)

pMQ72-Pgap-bdcB
(Gm*)

PMQ72-Psap-bdcC
(GmF)

pPMQ72-Pgap-bdcD
(GmF)

pPMQ72-Psao-bdcG
(GmF)

(Gmf)

(KmR)
(Cb®)
(CbR)
(Cb®)
(Cb®)
(KmR)
(KmR)
(KmR)
(KmF)

Vector de reemplazo alélico; no replicativo en B.
bronchiseptica

Construccion usada para la delecién limpia de brtA

Vector de expresion en P. fluorescens
Vector de reemplazo alélico; no replicativo en B.
bronchiseptica

lapD de P. fluorescens clonada en pMQ72

lapD de B. bronchiseptica (BB1184) clonada en pMQ72
lapG de P. fluorescens clonada en pMQ72

lapG de B. bronchiseptica (BB1185) clonada en pMQ72

Porcion N-terminal de BrtA fusionada a una marca de HA

Vector replicativo en B. bronchiseptica
Vector pBBR1-MCS5 con promotor Pnpui corriente arriba del
sitio de clonado multiple
lapGs» (BB1185) clonada en el vector pBBR1-MCS5 bajo el
control del promotor Pnpti
Vector con gfp bajo control de promotor nptll flanqueado
por secuencias Tn7

Promotor Pnpui clonado en el vector pGFLIP

lapGs» (BB1185) clonada bajo el control del promotor Prpti
en el vector pGFLIP

Construccidn usada para la delecion limpia de lapGss

diguanilato ciclasa BdcA (BB3576) clonada el vector pBBR1-
MCSS5 bajo el control del promotor Pnpti
Construccion usada para la delecion limpia de lapDBb
(BB1184)
diguanilato ciclasa GebC de P. fluorescens clonada en el
vector pMQ72
diguanilato ciclasa BdcA de B. bronchiseptica clonada en el
vector pMQ72
diguanilato ciclasa BdcB de B. bronchiseptica clonada en el
vector pMQ72

diguanilato ciclasa BdcC de B. bronchiseptica clonada en el
vector pMQ72

diguanilato ciclasa BdcD de B. bronchiseptica clonada en el
vector pMQ72

diguanilato ciclasa BdcG de B. bronchiseptica clonada en el
vector pMQ72

Construccion usada para la incorporacion de lapDas al
genoma de P. fluorescens

Vector de expresion usado en experimentos de B2H

Vector de expresion usado en experimentos de B2H
LapDeb clonada para experimentos de B2H
BdcA clonada para experimentos de B2H
BdcG clonada para experimentos de B2H
LapDsb clonada para experimentos de B2H
BdcA clonada para experimentos de B2H
BdcG clonada para experimentos de B2H

Control positivo B2H

311

312

(este trabajo)
313

313

84

312
(este trabajo)

276

312

(este trabajo)
312

(este trabajo)
314

224

312
(este trabajo)

315

312

(este trabajo)
312

(este trabajo)
312

(este trabajo)

224

Este trabajo

273

224

(este trabajo)

stock
laboratorio
(sin publicar)
stock
laboratorio
(sin publicar)
stock
laboratorio
(sin publicar)

Este trabajo

316
316

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo
316

201




Capitulo 9

pUT18C-zip (Cb®) Control positivo B2H 316
stock
PMQ30FIKmF2 (GmF) Construccién usada para interrupcion de bdcA laboratorio
(3576) . -
(sin publicar)
pMQ30A1A2 (GmR) Construccion usada para delecion limpia de bdcG Este trabajo
pMQ30X1HAX2 (Gm?) Construccion usada para introducir fusion transcripcional de Bae il
HA en brtA
TNS3 Vector de expresion de la transposasa Tn7 Stock
P P P laboratorio
. Vector que contiene la secuencia del epitope de Stock
R
pTinyLapA (Sih) hemaglutinina laboratorio

Organismos utilizados

Bordetella bronchiseptica

Condiciones de cultivo. Todas las cepas B. bronchiseptica utilizadas en este trabajo
fueron aisladas a partir de un stock almacenado a -80°C.

(i) Medio liquido. Para el cultivo de las cepas de B. bronchiseptica en medio liquido se
utilizé el medio de cultivo definido SS (Sainer-Scholte)®'’. La incubacion de cultivos en
medio liquido fue realizada a 37°C con agitacion (160 rpm).

(ii) Medio de cultivo sélido. Para el cultivo de cepas de B. bronchiseptica en medio
sélido se utilizé el mismo medio SS suplementado con Complemento y sangre de carnero
desfibrinada 10% v/v (SS-sangre) y se adicioné agar hasta una concentracién final de
3,0% p/v. Para el cultivo en medio solido también se utilizé BGA (Bordet Gengou Agar;
marca Difco) suplementado con sangre de carnero desfibrinada 10% v/v. La incubacion
de repiques en medio sélido fue realizada a 37°C durante 48-72 horas.

Cepas. Para el desarrollo de este trabajo se utilizé la cepa B. bronchiseptica 9.73 H+, un
aislamiento de conejo caracterizado originalmente como LPS liso, BvgAS+, AC +, PRN+,
FHA+, StrR?*. Todas las modificaciones genéticas (deleciones y sobre expresiones)
fueron realizadas sobre el mencionado aislamiento. Las cepas utilizadas y desarrolladas

durante el transcurso de este trabajo se detallan en la siguiente tabla:
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Tabla 9.2. Cepas de B. bronchiseptica utilizadas para el desarrollo de este trabajo.

# Nombre Descripcion Referencia
1 Bb salvaje B. bronchiseptica 9.73H+ (cepa salvaje) 245

2 Bb AbrtA (ABB186) Delecion limpia brtA 312(este trabajo)
3 Bb pvacio Bb pBBR1-MCS5-Pnpti 24

4 Bb plapGas, Bb pBBR1-MCS5-Pnpti-lapGas 312(este trabajo)
5 Bb-GFP Bb::gfp::nptil 312(este trabajo)
6 Bb-GFP-LapGss (BB1185) Bb::gfp::nptil::lapGes 312(este trabajo)
7 Bb AlapG Delecion limpia lapG 312(este trabajo)
8 Bb AlapG pvacio Bb AlapGsp pBBR1-MCS5-Prptii 312(este trabajo)
9 Bb AlapG plapGss Bb AlapGss pBBR1-MCS5 Prpui lapGes 312(este trabajo)
10 Bb AlapD Delecién limpia lapDss Este trabajo
11 Bb AlapD pvacio Bb AlapDss pBBR1-MCS5-Pnpti Este trabajo
12 Bb pbdcA Bb pBBR1-MCS5-Pnpii-bdcA 22

13 Bb AlapD pbdcA Bb AlapDsy pBBR1-MCS5-Pypu-bdcA Este trabajo
14 Bb AbdcA Bb bdcA::Km stock laboratorio (sin publicar)
15 Bb AbdcG Bb AbdcG Este trabajo
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16 Bb AbdcA AbdcG Bb bdcA::Km AbdcG Este trabajo
17 Bb-HA B. bronchiseptica salvaje con marca HA en BrtA Este trabajo
18 Bb AlapG-HA Bb AlapG con marca HA en BrtA Este trabajo
19 Bb AlapD-HA Bb AlapD con marca HA en BrtA Este trabajo
20 Bb AbdcA-HA Bb bdcA::Km con marca HA en BrtA Este trabajo
21 Bb AbdcG-HA Bb AbdcG con marca HA en BrtA Este trabajo
22 Bb AbdcA AbdcG-HA Bb bdcA::Km AbdcG con marca HA en BrtA Este trabajo

Pseudomonas fluorescens

Condiciones de cultivo. Las cepas de P. fluorescens fueron aisladas a partir de un stock
almacenado a -80°C. Para el aislamiento se utilizé LB (/ysogeny broth) sélido y las placas
fueron incubadas a 30°C durante 16 horas. Para la realizacion de cultivos liquidos se
utilizé medio LB. Los cultivos fueron incubados a 30°C, durante 16 horas con agitacion
(160 rpm).

Cepas. Las cepas de P. fluorescens utilizadas a lo largo de presente trabajo se detallan

en la siguiente tabla:

Tabla 9.3. Cepas de Pseudomonas fluorescens utilizadas en este trabajo.
# Nombre Descripcion Referencia
1 PfpMQ72 P. fluorescens 01; cepa seilvajAe con control de carga de 203
plasmido
2 Pf AlapD pvacio Pf AlapD pMQ72 &
3 Pf MlapD plapDes Pf AlapD pMQ72-lapDpf 8
4 Pf AlapD plapDan Pf AlapD pMQ72-lapDas, este trabajo
5 Pf AlapG plapGes Pf AlapG pMQ72-lapGes 140
6 Pf AlapG plapGss Pf AlapG pMQ72-lapGes este trabajo
7 Pf AADGC pMQ72 Pf AwspR AgcbA AgcbB AgcbC pMQ72 293
8 Pf AADGC pgchC Pf AADGC pMQ72-gchC 293
9 Pf AADGC pbdcA Pf AADGC pMQ72-bdcA este trabajo
10 Pf AADGC pbdcG Pf AADGC pMQ72-bdcG este trabajo
11 Pf AADGC pBB2790 Pf AADGC pMQ72-BB2790 este trabajo
12 Pf AADGC p3114 Pf AADGC pMQ72-3114 este trabajo
13 Pf AADGC p3903 Pf AADGC pMQ72-3903 este trabajo
14 Pf AADGC-LapDab Pf AADGC AlapD::lapDs, pMQ72 este trabajo
15 Pf AADGC-LapDsb pgchC Pf AADGC AlapD::lapDsy pgchC este trabajo
16 Pf AADGC-LapDgy, pbdcA Pf AADGC AlapD::lapDsy pbdcA este trabajo
17 Pf AADGC-LapDsgb pbdcB Pf AADGC AlapD::lapDs» pbdcB este trabajo
18 Pf A4DGC-LapDsy pbdcC Pf AADGC AlapD::lapDs, pbdcC este trabajo
19 Pf AADGC-LapDsb pbdcD Pf AADGC AlapD::lapDesy pbdcD este trabajo
20 Pf AADGC-LapDeb pbdcG Pf AADGC AlapD::lapDsy pbdcG este trabajo

Escherichia coli

Condiciones de cultivo. Para el cultivo de E. coli se utilizé el medio LB liquido y sdélido.
En ambos casos, los cultivos fueron incubados a 37°C.

Cepas. Las cepas S71-1 y DH5-a fueron utilizadas como medio de propagacion de las
construcciones genéticas indicadas en la Tabla 9.1. La cepa E. coli BTH101 fue utilizada
para el desarrollo de los experimentos de doble hibrido en bacteria debido a que esta

cepa es deficiente en adenilato ciclasa (cyaA).
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Antibiéticos

A lo largo de este trabajo se utilizaron antibiéticos cada vez que el organismo
utilizado, por su resistencia natural o para propagar un vector, lo requeria. En todos los
casos el antibiético correspondiente fue adicionado al medio de cultivo a partir de un stock
concentrado (1000X) almacenado a -20°C. Los stocks fueron preparados con agua
desionizada y filtrados con filtros de 0,2 ym de tamafio de poro.

La cepa B. bronchiseptica 9.73H+ es naturalmente resistente a estreptomicina
(StrR)?*® por lo que este antibidtico fue utilizado en todos los ensayos que incluyeran
cultivos con este organismo.

En la siguiente tabla se detallan las concentraciones de cada antibiotico utilizadas
para cada organismo:

E. coli
Antibidticos B. bronchiseptica P. fluorescens S$17-1 DH5-a BTH101
Gentamicina 50 30 10 10 -
Kanamicina 80 - 25 25 50
Estreptomicina 200 - - - 100
Carbenicilina - - - - 50

Tabla 9.4. Antibiéticos utilizados en este trabajo. Todos los valores estan expresados en unidades de pg/mL.
“-” significa que ese antibiético no fue utilizado para trabajar con esa cepa en este trabajo.

@ Excepto en placas de cultivo usadas para recuento de UFC en ensayos de colonizacién donde se us6 una
concentracion de estreptomicina de 100 pg/mL.

Conservacion y almacenamiento de cepas

Las cepas obtenidas durante el transcurso de este trabajo fueron almacenadas
en su medio de cultivo correspondiente suplementado con glicerol. Se utilizaron
concentraciones de glicerol de 50% v/v 'y 25% v/v para el almacenamiento a -20°C vy -

80°C respectivamente.

Preparacion de células electrocompetentes de E. coli

La preparacion de células de E. coli S17-1 y DH5-a electrocompetentes se llevo a
cabo mediante la técnica de Tung y Chow?®'®. Como primer paso de este protocolo, se
realizaron aislamientos a partir de stocks almacenados a -80°C. Estos aislamientos fueron
realizados en medio LB sin antibidticos. En paralelo se realizaron controles en placas de
LB suplementadas con Gm y Km. Estas placas fueron incubadas durante 24 horas a 37°C.
Al dia siguiente se tomd6 biomasa de la placa de aislamiento y se inocularon 5 mL de
medio de cultivo LB sin antibiético. Este cultivo fue incubado durante toda la noche a 37°C
con agitacion (160 rpm). 250 uL de este cultivo fueron utilizados para inocular 250 mL de

medio LB. Este cultivo fue incubado a 37°C con agitacion hasta DOgoo= 0,6-0,8. Llegado
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este punto, el cultivo fue enfriado en hielo durante 15 minutos y partir de este momento
se trabajo en frio durante el transcurso de todo el protocolo. El cultivo fue centrifugado a
5.000 xg durante 20 minutos a 4°C, el sobrenadante fue descartado y el paquete celular
fue resuspendido suavemente en 50 mL de glicerol estéril 10% v/v. Este lavado se repitid
en dos oportunidades mas. Finalmente, las células fueron resuspendidas en 1000 uL de
glicerol estéril 10% v/v y la suspensidn bacteriana obtenida fue fraccionada de a 50 pyL y
almacenada a -80°C hasta su utilizacion. Previo a su utilizacion se realizdé un chequeo de
la eficiencia de transformacion de las electrocompetentes preparadas. Aquellos lotes que
presentaron una eficiencia de transformacién de 10°-10®8 UFC/ng DNA fueron utilizados.

Los lotes que presentaron eficiencias menores fueron descartados.

Preparacién de células electrocompetentes de P. fluorescens

El protocolo utilizado esta basado en la descripcion original de A. Smith y B.
Iglewski para la obtencion de electrocompetentes de P. aeruginosa®'®.

Las células electrocompetentes de P. fluorescens fueron preparadas en el
momento en fue necesario utilizarlas. La cepa P. fluorescens salvaje o los mutantes
correspondientes fueron inoculados en placa de cultivo de LB a partir de los stocks
almacenados a -80°C. Estas placas fueron incubadas durante toda la noche a 30°C.
Colonias aisladas de estas placas fueron utilizadas para inocular 4 mL de medio de cultivo
LB e incubado durante toda la noche a 30°C con agitacion (160 rpm). Luego de esta
incubacion el cultivo fue fraccionado en partes iguales en tubos de microcentrifuga de 2
mL. Estos tubos fueron centrifugados durante 2 minutos a 7.000 xg a temperatura
ambiente. El sobrenadante fue descartado y el material celular de cada tubo fue
resuspendido en 2 mL de solucion estéril de sacarosa 300 mM. Luego de otro paso de
centrifugacion el material celular fue resuspendido en 1 mL y juntado en un mismo tubo.
Posteriormente se realizé6 un nuevo paso de centrifugacién siguiendo las indicaciones
previas. Finalmente, el material celular fue resuspendido en 100 yL de solucion de
sacarosa 300 mM. Esta suspension fue mantenida en hielo hasta el momento de ser

utilizada. Para el protocolo de electroporacion fueron utilizados 30 pL de suspension.

Electroporacion

Las electro transformaciones fueron llevadas a cabo utilizando un equipo Gene
Pulser (BioRad) en cubetas de 0,2 mL utilizando las condiciones recomendadas por el
fabricante (25 pF, 200Q, 2,5 kV). Luego de la electro transformacion se adicioné
inmediatamente 1 mL de medio LB sin antibiético y se incubé durante 1 hora a 37°C (E.

coli) o 30°C (P. fluorescens), a fin de permitir la expresion de los factores de resistencia
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a antibiotico incorporados durante la transformacion. Finalmente, las células fueron
plaguedas en medio LB conteniendo el antibiético correspondiente e incubadas a 37°C 6

30°C hasta el dia siguiente.

Conjugacioén

Este protocolo es una modificacién del método de Simon et alf?°. Se realiz6é un
aislamiento de la cepa B. bronchiseptica aceptora en medio BGA-sangre suplementado
con Str. Esta placa fue incubada durante 72 horas a 37°C. A las 48 horas se realizé un
aislamiento de la cepa donadora E. coli S17-1 en medio LB sélido suplementado con el
antibiotico correspondiente (Gm para construcciones derivadas del pMQ30, pMQ72 o
pBBR1-MCS5 o Km para pK18mob-sach). Esta placa fue incubada durante 16 horas a
37°C. Transcurrido ese periodo de incubacion, biomasa de esta placa fue tomada para
inocular 5 mL de medio de cultivo LB suplementado con antibidtico. Este cultivo fue
incubado durante 6 horas a 37°C con agitacion (160 rpm). Transcurrido ese tiempo se
tom6é 1 mL de cultivo y se realizé un lavado con 1 mL de medio de cultivo LB sin
antibiotico. Para ello, la alicuota de cultivo fue centrifugada a 2.500 xg durante 5 minutos,
el sobrenadante de la centrifugacién fue descartado y el paquete celular fue suavemente
resuspendido en LB sin antibiético. Biomasa proveniente de la placa de cultivo de B.
bronchiseptica fue resuspendida suavemente en el mismo tubo conteniendo la cepa de
E. coli S17-1 donadora. Este tubo fue centrifugado a 2.500 xg durante 5 minutos, el
sobrenadante descartado y el paquete celular conteniendo ambas bacterias fue
resuspendido en 50 pL de LB. Se prepar6 una placa de BGA-sangre sin antibiotico y se
esparcieron 50 yL de solucion de MgCl, 2 M. El material celular del paso anterior fue
plagueado en forma de una gota sobre la placa de BGA. A modo de control también se
realizaron repiques de la cepa donora S17-1 y la cepa B. bronchiseptica aceptora. Esta
placa fue incubada durante toda la noche a 37°C. El material celular de la gota de
conjugacion fue resuspendido en 1 mL de buffer fosfato. Se prepararon diluciones
seriadas 1/10 y se plaquearon en medio BGA-sangre suplementado con Str y el

antibiético correspondiente al plasmido transferido.

Nota: el protocolo de conjugacion usado para la obtencién de mutantes en B.
bronchiseptica se realizé de manera semejante con la Unica modificacion que se utilizé
LB sin NaCl para el lavado y la resuspencién de las bacterias. Debido a que la presencia
de NaCl resulta contraproducente para el desarrollo del protocolo de contra seleccién con

sacarosa que se realizd posteriormente (ver mas adelante en este capitulo).
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Preparacién de ADN plasmidico

Para el aislamiento de ADN plasmidico se utilizé la técnica descripta por M. Green
y J. Sambrook de mini-preparacion plasmidica por lisis alcalina (miniprep)®?'. Esta técnica
fue usada para la recuperacion de plasmidos de E. coli o B. bronchiseptica. Se tomo una
alicuota de cultivo liquido de hasta 16 horas de incubacion y se la centrifugd durante 5
minutos a 8.000 xg. El pellet de esta centrifugacion fue resuspendido en 200 uL de
solucién P1. Paralelamente se preparé solucién P2 mediante la combinacién de partes
iguales de solucion P2Ay P2B. 200 uL de solucion P2 fueron adicionados a la suspension
bacteriana y se mezclé suavemente por inversién. Finalmente se adicionaron 200 uL de
solucién P3 y nuevamente se mezclé por inversion. La suspensién obtenida fue
centrifugada a 16.000 xg durante 15 minutos. El sobrenadante de esta centrifugacion fue
separado cuidadosamente a fin de no arrastrar material del precipitado. La purificacion
del ADN plasmidico del sobrenadante colectado fue realizada de acuerdo a la técnica de
union silica descripta por J. Boyle y A. Lew®??. Se adicionaron 10 yL de suspension de
silica y se agitd la suspension durante 10 segundos. Posteriormente se centrifugd a
16.000 xg durante 10 segundos. El precipitado de esta centrifugacion fue resuspendido
en 300 pL de solucién de lavado. Este proceso fue repetido en una segunda oportunidad
y finalmente el precipitado de silica fue resuspendido en 30 yL de agua desionizada
estéril. La suspension de silica fue incubada durante 5 minutos en bafio de agua a 65°C
y posteriormente fue centrifugada durante 1 minuto a 16.000 xg. Finalmente, el
sobrenadante conteniendo el plasmido purificado fue separado y cuantificado antes de
ser almacenado a -20°C.
Para la preparacion de ADN plasmidico también se utilzaron los Kkits
comerciales QlAprep Spin Miniprep (Qiagen) y AccuPrep Plasmid Mini Extraction Kit
(Bioneer). En ambos casos, para el desarrollo del protocolo de extraccidén se siguieron

las indicaciones de los proveedores.

Preparaciéon de ADN genémico
Para la purificacion de ADN genémico se utilizé el kit QI Aamp DNA Mini (Qiagen)

y se siguieron las instrucciones de la empresa proveedora.
Preparacion de ARN mensajero y retro transcripcion

Para la obtencion de ARNm vy retro trascripcion se utilizo el kit Reverse

Transcription System (Promega) y se siguieron las especificaciones del fabricante.
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Determinacién de la concentracion de ADN y ARN

Para la determinacién de la concentracion de ADN en muestras de ADN
gendémico, ADN plasmidico o ADN provenientes de purificacion de gel y para la
cuantificacion de ARN de las preparaciones de ARNm se utilizé un equipo NanoDrop
1000 (Thermo Scientific). La absorbancia a 260 nm fue utilizada como medida de
concentracion y la relacion de absorbancias 260/280 como criterio de pureza (~ 1,8 fue
tomado como valor de referencia para muestras de ADN puras y ~ 2,0 para muestras de
ARN).

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Para la amplificacion de secuencias genéticas con fines de clonaciéon o
secuenciacion se utilizaron las siguientes ADN polimerasas comerciales con actividad 3'-
5’ correctora de errores: HiFi (KAPA Biosystems), PFU (PB-L Productos Bio-Ldgicos),
VELOCITY (Bioline) y Phusion (Thermo Fisher Scientific). Para la amplificacion de
secuencias genéticas con fines de control y chequeo de construcciones se utilizaron las
siguientes ADN polimerasas comerciales sin actividad correctora de errores: Taq (KAPA
Biosystems), Taq (Genbiotech) y EasyTaq (TransGene Biotech).

En todos los casos se utilizaron condiciones de ciclado, concentracion de primers,
concentracion de Mg*?, cantidad de enzima y cantidad de ADN molde de acuerdo con las
especificaciones de los protocolos suministrados por las empresas proveedoras.

Debido a que genoma de B. bronchiseptica presenta un contenido de G+C del
68,07%"%, para la amplificacion de secuencias a partir de ADN de B. bronchiseptica se
adicion6 dimetilsulfoxido (DMSO) en una concentracion final de 3,0% v/v a fin de reducir
la temperatura de hibridacién de los primers. Para la puesta a punto de las condiciones
de ciclado de cada reaccion de PCR se realizd6 un gradiente de temperaturas de
hibridacion entre las temperaturas limites recomendadas por los proveedores. Aquella
temperatura que arrojara los mejores resultados luego fue utilizada en una segunda ronda
de amplificacién a fin de obtener una cantidad de amplicén suficiente para continuar con
los protocolos de clonacion o chequeo de construcciones. Los resultados de cada
reaccion de PCR fueron analizados mediante electroforesis en geles de agarosa de

concentracion 0,8-1,5% p/v.

Electroforesis en geles de agarosa

Las electroforesis en geles de agarosa fueron utilizadas para analizar los
resultados de reacciones de PCR, digestiones con enzimas de restriccion y purificaciones

de ADN total y plasmidico. La concentracion de agarosa utilizada fue adaptada de
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acuerdo con las necesidades de cada caso segun el esquema que se detalla a

continuacion:

Fragmento esperado Concentracion Agarosa (% p/v)
3000-7000 pb 0,8
1500-3000 pb 1,0
200-1500 pb 1,5

Durante la preparacion de las soluciones de agarosa se adicion6 el colorante
Syber Safe (Invitrogen) segun las indicaciones del proveedor. Para la preparacion de los
geles y para la corrida electroforética se utilizé buffer TBE 0,5X. Las corridas
electroforéticas fueron realizadas a 85-120 V utilizando una fuente PowerPac (BioRad).
Para la visualizacion de los resultados se utilizé una fuente de luz azul incorporada a un

equipo transiluminador.

Purificacion de ADN desde geles de agarosa

Esta técnica se utiliz6 como parte de los protocolos de clonado cuando, en
electroforesis en geles de agarosa, el producto de la reaccion de PCR mostraba la
presencia de mas de una banda. Para este procedimiento se prepararon geles de
agarosa de 0,8% p/v independientemente del tamafo del amplicon esperado. Las calles
del gel fueron adaptadas para poder sembrar 30-50 pL del producto de la reaccion de
PCR. Las corridas electroforéticas fueron realizadas a 85 V hasta obtener una clara
separacion entra la banda del tamafo esperado y las bandas correspondientes a
productos de amplificacion inespecificos. Para la purificacion se utilizé el kit comercial
AccuPrep Gel Purification (Bioneer) y para el desarrollo del protocolo se siguieron las

indicaciones del proveedor.

Uso de enzimas de restriccion

La digestion de vectores plasmidicos o productos de PCR se realizé utilizando el

siguiente esquema:

ADN 1,0 ug
Buffer 5,0 uL
BSA (1 pg/uL) 5,0 uL
Enzima 1,0 yL

Agua desionizada estéril cantidad necesaria
Volumen final 50,0 pL

En todos los casos se utilizo el buffer, las condiciones de incubacién (tiempo y
temperatura) y las condiciones de inactivaciéon (cuando fue necesario) recomendadas
en los protocolos suministrados por las empresas proveedoras (Invitrogen, Promega y
New England BioLabs).
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Ligaciones

Las reacciones de ligacion fueron realizadas utilizando una relacion molar
(amplicon: vector) = (3:1). En todos los casos se utilizé la herramienta web nebiocalculator
(New England BioLabs) para determinar la masa de amplicon necesaria para satisfacer
la condicion mencionada anteriormente. Las mezclas de ligacion fueron realizadas

siguiendo el esquema que se detalla a continuacion:

Vector digerido 50 ng
Inserto cantidad necesaria
Buffer 2,0 uL
Ligasa T4 1,0 uL
Agua desionizada estéril cantidad necesaria
Volumen final 20,0 uL

Las mezclas de ligacion fueron incubadas durante 3 horas a temperatura
ambiente. Finalmente, fueron dializadas para eliminar las sales del buffer de la ligasa y
para esto se utilizaron filtros de nitrocelulosa de 0,25 ym (Millipore). Este ultimo paso
permitié utilizar 10 uL de ligacién para el protocolo de electroporacion y asi obtener

mejores rendimientos de transformacion.

Electroforesis en SDS-PAGE

Las corridas electroforéticas se realizaron en geles de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) de acuerdo a la metodologia descripta por
Laemmli®*?. El gel de apilamiento o stacking se prepard en una concentracion de 4% de
poliacrilamida (acrilamida:bisacrilamida 30:0,8) con solucién reguladora de Tris-HCI 1,0
M (pH=6,8) y SDS 10 % p/v, mientras que el gel de separacion se preparé en una
concentracién de 12,5% de poliacrilamida (acrilamida : bisacrilamida 30:0,8) con solucion
reguladora Tris-HCI 1,0 M (pH=8,8) y SDS 10% p/v. Las corridas se realizaron en equipos
Miniprotean Il (BioRad) durante 60 a 90 minutos a 100 V en buffer Tris-HCI 50 mM
(pH=8,3) con glicina 370 mMy SDS 10 % p/v. Para las corridas electroforéticas realizadas
para ensayos con BrtA se utilizd un gel de separacién de concentracion de 7,5% de
poliacrilamida y las corridas se realizaron durante 120 a 180 minutos a 100 V. Para la
tincion de los geles de poliacrilamida y visualizacién de los perfiles electroforéticos

obtenidos se utilizé solucion de Coomasie Blue R-250.
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Western blot

Las muestras de proteinas sometidas a SDS-PAGE fueron transferidas a
membranas de nitrocelulosa mediante el equipo Mini Trans-Blot transfer Cell (BioRad)
segun las indicaciones del fabricante. En primera instancia se armé el dispositivo de
transferencia con el gel a transferir y la membrana previamente tratada con buffer de
transferencia. Una vez armado, se le aplicé sobre el mismo una diferencia de potencial
de 100 V durante 1 hora en bafio de agua-hielo. En el caso particular de los ensayos
realizados a fin de determinar la presencia de BrtA se utilizé un tiempo de transferencia
de 2 horas debido al gran tamano de esta proteina. Luego se procedi6é al bloqueo de la
membrana durante 1 hora a temperatura ambiente con solucién de seroalbumina bovina
(BSA) 3,0% p/ven TBS (TBS-BSA). Posteriormente se reemplazé la solucién de bloqueo
por una solucion de TBS-BSA conteniendo el anticuerpo primario. La membrana fue
incubada con esa soluciéon durante toda la noche a 4°C y con agitacion suave.
Transcurrida esa incubacion se retird la solucion del anticuerpo y se realizaron seis
lavados con Tween 80 0,05% v/v en TBS. Se adicion6 el segundo anticuerpo policlonal
conjugado con peroxidasa HRP disuelto en TBS-BSA y se incubd con agitacién lenta
durante 2,5 horas a temperatura ambiente. Se retiré la solucion del segundo anticuerpo y
se realizaron tres lavados con TBS-BSA y un lavado final con TBS. Para el revelado se
utilizé el sustrato quimioluminiscente comercial “Clarity Western ECL” (BioRad) y la

adquisicion de las imagenes se realizé con placa fotografica.

Dot blot

Para los ensayos de Dot Blot se inocularon 5 mL de medio de cultivo con una
D0=0,05-0,1 (DOeoo en el caso de P. fluorescens y DOsso en el caso de B. bronchiseptica).
Estos cultivos fueron incubados durante 16-18 horas a 37°C con agitacion (160 rpm).
Transcurrido el periodo de incubacidn se tomaron alicuotas de 1,5 mL y se colocaron en
hielo. Paralelamente se tomd 1 mL para realizar medidas de DO. Las muestras de los
diferentes cultivos fueron normalizadas por dilucion de acuerdo a la muestra que
presentaba el menor valor de DOsso. Las diluciones fueron centrifugadas 16.000 xg
durante un minuto. El paquete celular fue lavado 2 veces con 1 mL de medio K10-T en el
caso de ensayo con P. fluorescens o con SS en el caso del ensayo con B. bronchiseptica.
El pellet del ultimo lavado fue resuspendido en medio K10-T o SS segun correspondia. 5
ML de estas suspensiones fueron colocados en forma de gota en membranas de
nitrocelulosa. Cada muestra fue analizada por triplicado. La membrana de dejé secando
16 horas a temperatura ambiente. Luego fue bloqueada y revelada siguiendo el mismo

protocolo que para el Western blot.
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La realizacion de los dot blot del Capitulo 7 (Figura 7.13) fue realizada de manera
idéntica a la descripta en esta seccion, pero la adquisicién de las imagenes fue realizada
mediante de un equipo Odyssey CLx (LI-COR).

Para el procesamiento cuantitativo de los resultados se tomaron fotografias de las
membrana reveladas y se utilizé el protocolo de cuantificacion recomendado por los
desarrolladores del programa ImageJ?’# para estos casos. En el caso de los dot blot de
la Figura 4.2 la imagen fue digitalmente invertida para que el fondo fuera negro y las
manchas blancas (recomendacion del desarrollador). En el caso de los experimentos que
incluyeron la adquisicién de las imagenes mediante el sistema Odyssey CLx (LI-COR)
esto no fue necesario debido a que el fondo en la imagen adquirida ya era negro. Se
utilizé la funcién “integrated density”, se seleccion6 el area ocupada por cada mancha y
se midié la densidad integrada. Se realizaron entre 4 y 6 réplicas técnicas por
experimento. El promedio de las réplicas técnicas de cada cepa fue normalizado frente

al promedio de las réplicas técnicas de la cepa salvaje.

Cuantificacion de proteinas mediante el método de Bradford

Para la cuantificacion de proteinas se utilizé el método de Bradford®?*. Este método
se basa en el cambio de color del colorante Comassie Berilliant Blue G-250 en presencia
de distintas concentraciones de proteinas. La interaccion del colorante con aminoacidos
basicos y aromaticos provoca un cambio en su maximo de absorcién, de 465 nm a 595
nm (rojo y azul, respectivamente). Para determinar la concentracion de proteinas en una
muestra dada, se realizaron diluciones 1/5, 1/10 y 1/50. En forma paralela se realiz6 la
medida de muestras de BSA de concentracion conocida a fin de realizar una curva de
calibracién (0,05 mg/mL; 0,1 mg/mL; 0,2 mg/mL; 0,4 mg/mL y 0,5 mg/mL). Tanto las
muestras como la curva de calibracion fueron medidas por triplicado. Se determind la
absorbancia a 595 nm de las diferentes diluciones y de la curva de calibracién. La
concentracién de la muestra fue determinada a partir de la dilucion que presentaba
valores de absorbancia dentro del rango de la curva de calibracion. Utilizando el valor de
absorbancia a 595 nm y mediante interpolacién de la curva de calibracion se determind la
cantidad de proteina en la muestra problema.

Para la realizacion de estos ensayos se utilizé reactivo de Bradford comercial
(BioRad) y BSA comercial (Sigma Aldrich)
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Clonacién por recombinaciéon in vivo en Saccharomyces

cerevisiae

Breve descripciéon de la técnica. Esta estrategia de clonado se basa en el
aprovechamiento de la maquinaria de reparacién del ADN por doble recombinacién en la
levadura Saccharomyces cerevisiae (InvSc1, Invitrogen)3'3. El vector de clonado digerido
y elllos amplicones a ser clonados son introducidos en la levadura mediante
transformacion por shock térmico. La maquinaria de reparacion del ADN de la propia
levadura reconoce el vector digerido y los fragmentos de ADN como material a reparar y
utiliza su propia maquinaria para unir los fragmentos homoélogos por doble recombinacion
(Figura 9.1). Esta estrategia fue utilizada para la clonacién de secuencias para expresion
(vector pMQ72) o mutacion (vector pMQ30).

Vectores aptos para clonacion mediante esta estrategia. Los vectores utilizados en
este trabajo para realizar este tipo de clonaciones fueron los vectores pMQ30 y pMQ72
(Anexo 1, Figura 9.2). Los requisitos que deben cumplir estos vectores son: i) tener un
origen de replicacion apto para S. cerevisiae; ii) tener un centrémero; iii) tener un
marcador de seleccidén apto para S. cerevisiae; iv) tener un origen de replicacion apto
para E. coli; v) tener un marcador de seleccién apto para E. coli (estos dos ultimos
ademas deben ser aptos para el organismo donde vaya a ser utilizado posteriormente,
en este caso B. bronchiseptica) (Figura 9.1.a)

Digestion del vector. El vector donde se deseaba realizar la clonacion fue linealizado
mediante una digestién enzimatica utilizando enzimas de restriccion (Figura 9.1.b). En
este trabajo de tesis se utilizé la enzima Smal la cual posee un sitio de restriccién dentro
del sitio de clonado multiple de los vectores pMQ30 y pMQ72.

Disefio de primers. Los primers utilizados para esta estrategia de clonacion deben ser
especialmente disefiados para este fin. Para el disefio de los primers debe considerarse
que en el extremo 5’ de cada uno se debe incorporar una secuencia de entre 20 y 40
nucleétidos complementaria al sitio del vector donde se desea clonar el producto de PCR
(Figura 9.1.c, recuadro rojo y recuadro violeta).

Ampilificacion por PCR. La o las secuencias a ser clonadas fueron amplificadas

mediante una PCR tradicional.
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) Origende replicacion en S. cerevisiae
&3 cCentrémero

(a) ) Marcador de seleccién apto para S. cerevisiae (URA3)
@ Origen de replicacién en bacterias (ColE1)

o

Marcador de seleccién apto para bacterias (GmR)

Digestiénl/ Secuencia X

PCR\ll é\
. Secuencia X .

(b)

Transformacién por shock
térmico en S. cerevisiae \1

Secuencia X

Figura 9.1. Esquema del proceso de clonacion por doble recombinacion homdloga en la levadura S. cerevisiae.

Protocolo de clonacién. Una alicuota de la levadura almacenada a -80°C fue aislada
en placa conteniendo medio de cultivo sdlido YPD. Esta placa fue incubada durante toda
la noche a 30°C. Colonias aisladas fueron usadas para inocular un cultivo liquido en
medio YPD e incubada durante toda la noche a 30°C con agitacién (160 rpm). Se tomaron
cuatro alicuotas de 0,5 mL y se centrifugaron durante 10 segundos a 8.000 xg. Los pellets
obtenidos fueron resuspendidos en 0,5 mL de buffer TE y centrifugados nuevamente.
Estos pellets fueron resuspendidos, esta vez en 0,5 mL de solucion Lazy Bones. A estas
suspensiones se adicionaron vector, producto de PCR y ADN de esperma de salmén
(dependiendo si se trataba de la clonacion o los controles) de acuerdo con siguiente

esquema:
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Vector Producto PCR ADN de esperma de salmén
1 Clonacion 30 ng (digerido) 50 pL 20 pL
2 Control negativo I (plasmido digerido) 30 ng (digerido) - 20 pL
3 Control negativo Il (levadura) - - 20 pL
4 Control positivo 30 ng (sin digerir) - 20 pL

Estas suspensiones fueron agitadas vigorosamente durante un minuto e
incubadas durante 3 dias a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo se realizé
un shock térmico de 10 minutos a 42°C. Las suspensiones fueron lavadas dos veces con
buffer TE y plaqueadas en medio selectivo URA3-. Estas placas fueron incubadas
durante 3 a 5 dias hasta aparicién de colonias blancas en las placas correspondientes a
la clonacion y al control positivo.

Para la recuperacion de las construcciones su realizé un protocolo de obtencion
de ADN plasmidico utilizando kits comerciales siguiendo las instrucciones del fabricante
con algunas modificaciones. La biomasa de levaduras fue recolectada de la placa de
cultivo con 2 mL de agua desionizada estéril utilizando espatula de Drigalsky. La
suspension se centrifugé durante 10 segundos a 8.000 xg y el pellet fue resuspendido en
250 uL de solucién la solucién 1 del kit (solucion de resuspension). Luego se adicionaron
250 pL de la solucion de lisis y 250 uL de perlas de vidrio de 0,5 mm. Esta mezcla fue
agitada vigorosamente durante 2 minutos tras lo cual se la dejo reposar durante 5 minutos
a 4°C. Transcurrido ese tiempo se adicionaron 350 pyL de solucién de precipitacion
previamente enfriada en hielo. Esta suspension fue mezclada por inversion y finalmente
se la dejo reposar en hielo durante 5 minutos. Luego fue centrifugada durante 10 minutos
a 16.000 xg a temperatura ambiente y se continud con el protocolo de obtencion de ADN
plasmidico segun las indicaciones del proveedor del kit sin ninguna otra modificacién. El
material plasmidico recuperado fue transformado por electroporacién en una cepa de E.
coli S17-1 electrocompetente. Como paso final del protocolo de clonacién se evalud la

presencia de la construccion deseada mediante PCR.

Estrategia para la obtencién de mutantes por delecién limpia en

B. bronchiseptica

Para el desarrollo del protocolo de obtencién de mutantes se utilizaron los
vectores no replicativos en B. bronchiseptica pK18mob-sacB (KmR) y pMQ30 (GmR)
(Anexo 1, Figura 9.2). Ambos vectores poseen en su secuencia el cassette codificante
para el gen sacB el cual permite la seleccion de dobles recombinantes por contra
seleccion. Todas las cepas mutantes construidas en este trabajo fueron obtenidas por

delecién limpia. Para la obtencién de las cepas mutantes, regiones de 600 a 800 pares
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de bases adyacentes a la secuencia a ser eliminada fueron amplificadas por PCR. Para
la clonacion en el vector pMQ30 se utilizé una estrategia basada en la recombinacion
homologa in vivo en la levadura S. cerevisiae 3'*. Para la clonaciéon en el vector
pK18mobsacB se utilizd una estrategia basada en el uso de ligasa y enzimas de
restriccion. Los vectores recombinantes fueron transformados por electroporacién en la
cepa conjugativa Escherichia coli S17-1. La transferencia de la construccién a B.
bronchiseptica se realizé mediante conjugacion (ver protocolo de conjugacion aparte).
Brevemente, la mezcla de conjugacion fue resuspendida en buffer fosfato y se prepararon
diluciones seriadas 1/10. Estas diluciones fueron plaqueadas en medio BGA-sangre
suplementado con Str y Gm o Km a 37°C hasta aparicion de colonias hemoliticas (entre
3y 5dias).

Protocolo de contra seleccion con sacarosa

Para la seleccion de clones doble recombinantes utilizamos una estrategia de
contra seleccion basada en la utilizacion del gen sacB de Bacillus subtilis®?®. En presencia
de sacarosa, la expresion de este gen confiere toxicidad a la bacteria que lo posee®?. En
la bibliografia existen reportes contradictorios acerca del uso de este sistema de
seleccion en Bordetella spp. C Inatsuka et al. reportaron problemas para utilizar este
sistema de contra seleccion en B. bronchiseptica®?’. Sin embargo reportes previos dan
cuenta de un uso exitoso de esta estrategia’®32,

Debido a la existencia de poca informacion, los detalles experimentales descriptos
a continuacion fueron puestos a punto durante el desarrollo de este trabajo de
tesis.

Para el desarrollo de este protocolo se tomaron colonias hemoliticas de las placas
de conjugacion. Estas colonias fueron repicadas en dos placas en forma de réplica. Por
un lado, se repicaron en medio de cultivo BGA-sangre suplementado con antibiéticos y
por otro lado en LB sin NaCl suplementado con sacarosa 15% p/v (LB-sac). Estas placas
fueron incubadas durante 24 horas a 37°C. Aquellos repiques que crecieron optimamente
en BGA-sangre y no crecieron en LB-sac fueron utilizados para inocular un cultivo de 5
mL en medio SS suplementado con Str. Este cultivo fue incubado toda la noche a 37°C
con agitacién (160 rpm). Transcurrido el tiempo de incubacion se prepararon diluciones
10" a 10 y fueron plaquedas en paralelo en medio de cultivo LB-sac y en LB (control).
Estas placas fueron incubadas 24 horas a 37°C. Aquellas colonias que crecieron en la
placa de LB-sac fueron repicadas en BGA-sangre e incubadas 24 horas a 37°C. Estas

colonias corresponden a dobles recombinantes. Finalmente se realizd6 una evaluacion
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mediante PCR para identificar aquellos clones recombinantes que fueran mutantes

delecionales.

Construccion de la cepa B. bronchiseptica-HA

La marca de hemaglutinina (HA) fue introducida mediante doble recombinacion
homologa después del residuo de valina 2291 de BrtA. Esta localizacion implica que el
epitope HA se localiza inmediatamente después de la region de repeticiones de BrtA. La
eleccion de esta region se baso en informes previos de resultados en P. fluorescens los
cuales demuestran que en LapA esta region queda expuesta hacia el lado externo de la
membrana plasmatica'®®. Este disefio permite evaluar la localizacion de BrtA-HA
mediante dot blot ademas de analizar su secrecion mediante Western blot. Para la
incorporacion de la secuencia codificante para el epitope HA en el marco de lectura de
brtA se amplificaros los fragmentos BrtA-HA-1 y BrtA-HA-2 de ~750 pares de bases
adyacentes al codon que codifica para la valina 2291. Paralelamente, la secuencia
codificante para HA fue amplificada desde el vector pTinyLapA. Las secuencias BrtA-HA-
1, HA y BrtA-HA-2 fueron clonadas en el vector pMQ30 mediante la estrategia de doble
recombinacién homadloga en levaduras®'3. Esta construccion fue utilizada para introducir
la marca de HA en la posicion mencionada, mediante doble recombinacién homologa.
Para esto se empleé la estrategia de contra seleccion con sacarosa. La introduccién de
la marca de HA fue analizada mediante PCR y secuenciacion de manera tal de confirmar

que el producto obtenido conservara el marco de lectura de brtA.

Construccion de cepas de B. bronchiseptica fluorescentes

Para la construccion de cepas fluorescentes que pudieran ser utilizadas en
ensayos de microscopia de fluorescencia utilizamos el vector pGFLIP'® (Anexo 1, Figura
9.2). El vector pGFLIP contiene secuencias Tn7L y Tn7R alrededor de i) un sitio de
clonado multiple, ii) la secuencia codificante para neomicina fosfotransferasa Il (factor de
resistencia a Km) vy iii) la secuencia de gen gfp de la proteina verde fluorescente. En
presencia de la transposasa Tn7 las secuencias Tn7L y Tn7R dirigen la recombinacion
sitio especifica del material que se encuentra entre ellas a un sitio att Tn7 ubicado entre
los genes g/mS y BB4801 del genoma de B. bronchiseptica. Las bacterias transformadas
finalmente adquieren fluorescencia GFP y resistencia a Km. La incorporacion de material
genético en esta zona no genera ningun efecto en la biologia de B. bronchiseptica'.

Para la transformacion de B. bronchiseptica se realizé una conjugacion triparental.
La transposasa Tn7 esta codificada por las secuencias tnsABCD presentes en el vector

pTNS3 (Anexo 1, Figura 9.2). La cepa E. coli pTNS3 fue incluida en el protocolo de
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conjugacion junto a la cepa E. coli S17-1 donoray la cepa B. bronchiseptica aceptora. En
estas condiciones, el vector pGFLIP proveniente de la cepa donora es transferido a B.
bronchiseptica al igual que el vector pTNS3. La expresion de la transposasa Tn7 dirige la
recombinacion sitio especifica de las secuencias internas a los sitios Tn7L y Tn7R hasta
el mencionado sitio att Tn7. Una vez concluido el protocolo de conjugacion, la correcta
localizaciéon de la construccion fue evaluada utilizando los primers gfpseqR y gimSF. El
protocolo presentado previamente fue utilizado para la construccion de las cepas B.

bronchiseptica-GFP'y B. bronchiseptica-GFP-LapGge.

Reemplazo de LapDei por LapDe», en la cepa P. fluorescens
A4DGC

La secuencia del gen lapDg, fue introducida en el genoma de P. fluorescens
AMDGC en reemplazo de la secuencia nativa lapDpr. Este procedimiento se realizd
mediante doble recombinacién homéloga y la seleccién de los dobles recombinantes fue
facilitada mediante el uso de la estrategia de contra seleccion con sacarosa.

Disefo y clonacién de la construccién. Se amplificaron por PCR fragmentos de ~400
pares de bases adyacentes a la secuencia codificante de lapDpr (secuencias F1y F2).
Paralelamente se amplifico la secuencia codificante de lapDgp. Los fragmentos F1, F2 'y
lapDgy fueron clonados en el vector pMQ30 mediante la estrategia de recombinacion in
vivo en S. cerevisiae®'®. Esta estrategia llevd a la obtencion de la construccion
pMQ30F1/apDgsF2 la cual fue trasformada en E. coli S17-1 mediante electroporacién y
almacenadas a -80°C.

Conjugacion. Para la trasformacion de P. fluorescens utilizamos una estrategia de
conjugacion. Se tomaron alicuotas de 1 mL de cultivos de 16 horas de las cepas P.
fluorescens AADGC y E. coli pMQ30F1/apDgsF2 y se centrifugaron durante 5 minutos a
8.000 xg. Se realizaron 2 lavados con medio LB. Ambos pellets fueron resuspendidos en
25 pL de medio de cultivo LB y combinados en un tubo. La mezcla de conjugacion fue
plaqueda en forma de gota en un placa de LB sin antibiético. A modo de control, en esta
misma placa se realizaron repiques de las cepas aisladas de P. fluorescensy E. coli. Esta
placa fue incubada durante toda la noche a 30°C. Transcurrido este periodo de
incubacién, el material celular de la gota de conjugacién fue resuspendido en 100 uL de
medio LB. 50 pyL de esta suspensién fueron plaqueados en medio de cultivo LB
suplementado con Gm (20 ug/mL) y cloranfenicol (30 ug/mL). De forma analoga, los
controles fueron resuspendidos y plaquedos. Estas placas fueron incubadas durante toda
la noche a 30°C. Colonias aisladas de la placa de conjugacién fueron repicadas en medio

LB suplementado con Gm (25 ug/mL) e incubadas durante todas la noche a 30°C.
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Contra seleccion con sacarosa. Biomasa de las placas anteriores fue tomada para
inocular 5 mL de medio de cultivo LB sin antibiético y se incub6 durante 16 horas a 30°C.
A partir de este cultivo se prepararon diluciones 102 a 10y se plaquearon en medio de
cultivo LB sin NaCl suplementado con sacarosa 10% p/v. Estas placas fueron incubadas
durante toda la noche a 30°C. Colonias crecidas en estas placas fueron analizadas
mediante PCR a fin de seleccionar los dobles recombinantes que hubieran incorporado
la secuencia lapDgpy en lugar de lapDpr. Con este objetivo, se utilizaron primers especificos

que hibridan en la secuencia de lapDgpy ¥ no la hacen en lapDes.

Ensayos de formacion de biofilm en microplacas de PVC

Para el desarrollo de los experimentos de formacion de biofiim en placas
multipocillo se utilizaron las placas Corning 96 Well Clear PVC Assay Microplate (Sigma-
Aldrich). Las microplacas de cultivo utilizadas fueron esterilizadas mediante radiacion UV.
Con el objetivo de eliminar el efecto borde que puede aparecer en este sistema de cultivo,
las placas fueron cortadas en tiras de 2 columnas por 8 filas. De esta manera, todas las
fosas de cultivo se encontraban sometidas a las mismas condiciones de aireacion. A lo
largo de este trabajo se realizaron diversos ensayos de formacion de biofilm en
microplacas de PVC con los organismos B. bronchiseptica y P. fluorescens. A
continuacion, se detallan las condiciones de cultivo utilizadas para cada uno de los
organismos:

B. bronchiseptica: Las cepas incluidas en el diseio del experimento fueron aisladas en
medio BGA-sangre suplementado con Str y el antibiético correspondiente al vector
plasmidico en caso de que fuera necesario. Estas placas fueron incubadas durante 72
horas a 37°C. Colonias hemoliticas provenientes de estas placas fueron repicadas en
medio SS-sangre suplementado con antibiéticos. Estas placas fueron incubadas durante
48 horas a 37°C. Se tomé biomasa proveniente de la zona de la placa que presentaba
colonias aisladas y se prepararon suspensiones bacterianas de DOegs0=1,0. En forma
paralela se prepararon alicuotas de medio de cultivo SS suplementado con antibiéticos y
diferentes concentraciones de acido nicotinico. Estas alicuotas fueron fraccionadas de a
450 pL. A esta alicuota se adicionaron 50 uL de la suspension bacteriana de manera tal
de alcanzar una DOss50=0,1. Estas suspensiones fueron colocadas en las fosas de las
placas de cultivo (100 pL por fosa por cuatriplicado) e incubadas durante 24 horas a 37°C
en camara humeda.

P. fluorescens. Las cepas a ensayar fueron aisladas en placas de LB suplementadas
con Gm e incubadas durante 24 horas a 30°C. Se tomd biomasa de estas placas para

inocular cultivos de 5 mL suplementados con Gm. Estos cultivos fueron incubados
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durante toda la noche a 30°C con agitacion. A partir de estos cultivos se prepararon
suspensiones bacterianas de DOsp0=1,0. En forma paralela se prepararon alicuotas de
900 pL de medio de cultivo K10-T suplementado con arabinosa 0,2% p/v (en esta etapa
no se utilizaron antibiéticos). A estas alicuotas se adicionaron 100 L de las suspensiones
bacterianas preparadas previamente para obtener suspensiones de DOegp0=0,1. Estas
suspensiones fueron utilizadas para inocular las placas de cultivo (100 uL por fosa, por
sextuplicado). Las placas inoculadas fueron incubadas durante 6 horas a 30°C en camara
humeda.

Las siguientes etapas del protocolo de formacion de biofilm fueron iguales para
los dos organismos.
Lavado, fijacion y secado. Transcurrido el periodo de incubacion la suspension
bacteriana fue removida y descartada. Las placas de cultivo fueron lavadas dos veces
con agua destilada e incubadas durante 15 minutos a 37°C.
Tincion. Para la tincidon de las fosas de cultivo se utilizé solucion de cristal violeta 0,1%
p/v. En cada fosa se colocaron 120 uL de solucion de cristal violeta y se incubé durante
30 minutos en camara humeda a fin de evitar la evaporacion de la solucién y deposicion
del colorante. Luego de la incubacion, las fosas fueron lavadas dos veces con agua
destilada. Luego se dejaron a temperatura ambiente hasta secado completo de las fosas.
Registro de los resultados. En este punto se tomaron imagenes para analizar la
formacion de biofilm de manera cualitativa y luego se avanzé hacia la etapa de revelado.
Revelado. Para el revelado de los ensayos de biofilm en microplacas se colocaron 125
ML de solucion de acido acético 33% v/v. 100 uL de la solucion obtenida fueron
transferidos a placas de fondo plano. Estas placas fueron medidas en un

espectrofotdmetro a 595 nm.

Ensayos de formacion de biofilm en tubos de vidrio

Cultivo. Para el desarrollo de estos ensayos, las cepas B. bronchiseptica salvaje y B.
bronchiseptica AbrtA fueron aisladas en medio BGA-sangre y repicadas en medio SS-
sangre de manera analoga a la explicada antes para los ensayos de formacion de biofilm
en microplaca. Luego se tomé biomasa proveniente de la region de las placas que
contenian colonias aisladas y se prepararon suspensiones en medio SS de DOgs0=1,0.
En forma paralela se prepararon alicuotas de medio de cultivo SS suplementado con
antibioticos y acido nicotinico (2,0 mM). 1,8 mL de estas alicuotas fueron colocados en
tubos coénicos de 15 mL y posteriormente se adicionaron 200 pL de las suspensiones

preparadas previamente de manera tal de alcanzar una DOsgs50=0,1. Dos mL de estas
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suspensiones fueron colocados en tubos de vidrio estériles e incubados durante 24, 48 y
96 horas a 37°C.

Fijacion. Transcurrido el tiempo de incubacion, la suspension bacteriana fue retirada y
descartada. Los tubos fueron lavados dos veces con agua destilada. Posteriormente se
colocaron 2,5 mL de solucion de glutaraldehido en PBS 2,5% v/v y se realizd una
incubacién de 2 horas a 4°C.

Tincion. La solucién de glutaraldehido fue retirada y descartada. Se adicionaron 2,5 mL
de solucion de cristal violeta 0,1% p/v y se realizé una incubacién de 30 minutos a
temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo se retird la solucién de cristal violeta y
los tubos fueron lavados dos veces con agua destilada. Finalmente, los tubos fueron
dejados a temperatura ambiente hasta completo secado del material.

Registro de los resultados. Estos experimentos fueron fotografiados y la formacion de

biofilm fue analizada de manera cualitativa.

Ensayos de formacién de biofilm sobre cubreobjetos semi

sumergidos

Esta estrategia experimental, desde el cortado de los vidrios hasta la forma
de cultivo en tubos de microcentrifuga, los lavados, la fijacién y el revelado fue

puesta a punto durante el desarrollo de este trabajo de tesis.

Preparacion del material. Se utilizé un lapiz con punta de diamante para realizar cortes
longitudinales en cubreobjetos de 20 mm x 20 mm. Los cortes fueron realizados para
obtener una superficie de 20 mm x 8 mm y posteriormente fueron limpiados utilizando
solucion de etanol en agua 70% v/v. En forma paralela se tomaron tubos de plastico
(polipropileno) de microcentrifuga estériles a los cuales se les corté la tapa. Los
cubreobjetos cortados fueron introducidos dentro de los tubos de microcentrifuga y
esterilizados mediante radiacion UV. Finalmente, los tubos conteniendo los cubreobjetos
cortados fueron introducidos dentro de una camara humeda mientras se prepararon las
suspensiones bacterianas que serian incubadas dentro de estos tubos.

Cultivo. Las cepas elegidas para el desarrollo de estos experimentos fueron inicialmente
aisladas en medio BGA-sangre y repicadas en medio SS-sangre de manera analoga a la
explicada antes para los ensayos de formacion de biofilm en microplaca. De las placas
de SS-sangre se tomo biomasa de la zona que contenia colonias aisladas y se prepararon
suspensiones de DOss50=1,0 en medio SS. En forma paralela se prepararon alicuotas de
900 pL medio de cultivo SS suplementado con antibidticos y acido nicotinico. Asimismo,

se prepararon alicuotas de 900 uL medio de cultivo SS suplementado con antibidticos,
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acido nicotinico, BSA (2,0 mg/mL) y CaCl, (2,0 mM). 100 pyL de las suspensiones
bacterianas fueron adicionados a las alicuotas de medio de cultivo de manera tal de
alcanzar una DOQOs50=0,1. Cuatrocientos cincuenta yL de estas suspensiones fueron
colocados dentro de los tubos conteniendo los cubreobjetos. Se realizaron duplicados
técnicos de cada cepa y cada condicion de cultivo. La descarga de esta suspensién fue
realizada con sumo cuidado a fin de evitar la que la misma tocara las zonas superiores
del cubreobjetos de vidrio y evitar la formacién de burbujas. De esta manera el
cubreobjetos de vidrio queda semi sumergido en la suspensién bacteriana. Los tubos
fueron incubados durante 24 horas a 37°C en camara humeda.

Fijacion. Antes de comenzar, se prepararon tubos de microcentrifuga conteniendo 750
ML de solucion fijadora de glutaraldehido en PBS 2,5% v/v. Terminado el tiempo de
incubacion, los cubreobjetos fueron retirados de la suspension bacteriana y sumergidos
2 veces en buffer fosfato a fin de eliminar las bacterias que no estuvieran adheridas a la
superficie. Estos vidrios fueron sumergidos en los tubos conteniendo la solucion fijadora
de glutaraldehido 2,5% v/v preparados previamente. La suspensién bacteriana
remanente en los tubos de microcentrifuga fue retirada suavemente con pipeta y
descartada. Posteriormente se adicionaron 750 uL de solucién fijadora de glutaraldehido
2,5% v/v. Tanto los cubreobjetos y los tubos de microcentrifuga fueron incubados durante
2 horas a 4°C.

Tincioén. Antes de comenzar, se prepararon tubos de microcentrifuga conteniendo 750
ML de solucion de cristal violeta 0,1% p/v. Terminado el tiempo de incubacion, los
cubreobjetos fueron retirados de la solucion fijadora de glutaraldehido y colocados dentro
de los tubos con cristal violeta. Posteriormente, la solucion fijadora de glutaraldehido
contenida en los tubos de microcentrifuga donde se habian realizado los cultivos fue
retirada con pipeta. A estos tubos se adicionaron 750 uL de solucién de cristal violeta
0,1% p/v. Los cubreobjetos y los tubos de microcentrifuga fueron incubados durante 30
minutos a temperatura ambiente en camara humeda. Terminado el tiempo de incubacién
los cubreobjetos fueron retirados y sumergidos 2 veces en agua destilada a fin de eliminar
los restos de colorante. En forma paralela se retir6 el colorante de los tubos de
microcentrifuga y se realizaron 2 lavados con 1 mL de agua destilada. Todo el material
fue dejado a temperatura ambiente hasta el completo secado.

Registro de los resultados. Estos experimentos fueron fotografiados y la formacion de

biofilm fue analizada de manera cualitativa.
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Ensayos de formacion de biofilm sobre monocapa celular

Linea celular. Para el desarrollo de los experimentos de adhesion y formacién de biofilm
sobre una superficie bidtica fue utilizada la linea celular CFBE (Cystic Fibrosis-derived
epithelial cells) derivada de un paciente con fibrosis quistica?®'. Las células fueron
mantenidas en frascos T-75 (Thermo Fisher Scientific) con 12 mL en medio de cultivo
MEM (Invitrogen) suplementado con suero fetal bovino (10% v/v); penicilina, Str; L-
glutamina (2,0 mM); plasmocina (12,5 pg/mL) y puromicina (25,0 uyg/mL). Los cultivos de
la linea CFBE fueron mantenidos a 37°C en camaras de cultivos con 5% de CO.. El medio
de cultivo agotado fue removido cada 72 horas y reemplazado por medio de cultivo fresco.
La evolucién de las células fue seguida utilizando un microscopio éptico invertido.

Preparacién de la monocapa celular. Las células cultivadas en frascos T-75 fueron
mantenidas hasta alcanzar un nivel de confluencia del 75-80%. En ese momento se
tomaron células para inocular las placas de 24 pocillos con o sin disco de vidrio de 35
mm de espesor en el fondo (Invitrogen). Las placas con disco de vidrio fueron utilizadas
para los ensayos de microscopia de fluorescencia mientras que las placas sin disco de
vidrio fueron usadas para recuentos de UFC adheridas a la monocapa. Para esto, el
medio de cultivo agotado fue removido y se realizdé un lavado suave con 4 mL de buffer
fosfato. La solucion de lavado fue removida cuidadosamente y se adicionaron 4 mL de
buffer fosfato con ftripsina. Para realizar el tratamiento con fripsina y desprender las
células de la monocapa se incubd a 37°C durante 5 minutos o hasta observacion del
despegado de las células del fondo de la botella. Posteriormente, se adicionaron 10 mL
de medio de cultivo fresco a fin de detener el tratamiento con tripsina (el suero fetal bovino
presente en el medio de cultivo inhibe la actividad de la tripsina y protege a las células de
dafo posterior). La suspension de células fue transferida a un tubo cénico de 50 mL y
luego fue centrifugada durante 3 minutos a 650 xg. El sobrenadante de cultivo fue
removido y el paquete celular fue resuspendido en 2 mL de medio de cultivo fresco. De
esta suspensién se tomaron 10 uL para realizar el recuento celular. Posteriormente se
prepard una suspension de 5.10* células/mL y se colocd 1 mL por fosa en placas de 24
pocillos. Estos cultivos fueron mantenidos a 37°C en camaras de cultivos con 5% de COa.
El medio de cultivo agotado fue renovado a las 72 horas por medio de cultivo fresco.
Durante todo el tiempo de cultivo la integridad de las células y la formacién de la
monocapa fue monitoreada mediante observaciones con microscopio 6ptico invertido.
Alrededor del quinto dia de incubacion las fosas presentaban una confluencia del 100%.
En ese momento fueron utilizadas para el desarrollo de los experimentos de adhesiéon y

formacioén de biofilm.
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Preparacion de los cultivos bacterianos. Las cepas B. bronchiseptica salvaje, AbrtA'y
AlapG fueron aisladas en medio BGA-sangre y repicadas en medio SS-sangre tal como
se describid previamente. Se tomd6 biomasa de la zona de la placa que presentaba
colonias aisladas y se prepararon suspensiones de DOss50=0,05 en medio de cultivo MEM
suplementado con L-glutamina (L-GIn; 2,0 mM). Paralelamente, el sobrenadante de
cultivo de las placas de 24 pocillos fue removido y se realizé un lavado con 500 yL de
medio de cultivo MEM suplementado con L-GIn. Quinientos puL de la suspension
bacteriana fueron colocados en cada pocillo. Se realizaron triplicados de cada una de las
cepas y tiempos que se analizaron. En estas condiciones las placas fueron incubadas
durante 1 hora a 37°C en camara con ambiente de 5% de CO.. Transcurrido este tiempo
el medio de cultivo fue removido de manera de eliminar las bacterias que no se hubieran
adherido a la monocapa celular. Se realizé un lavado con 500 uL de medio de cultivo
MEM suplementado con L-GIn y L-arginina (L-Arg; 0,4% p/v). Finalmente, se adicionaron
500 uL de medio de cultivo MEM suplementado con L-GIn y L-Arg y se incubd durante el
tiempo indicado de acuerdo al desarrollo de cada experimento.

Recuento. Se realizaron recuentos de bacterias planctonicas en el sobrenadante de
cultivo y de bacterias adheridas a la monocapa celular. Para estos experimentos se utilizé
un tiempo de incubacién de 21 horas. Transcurrido este tiempo se tomaron 100 uL del
sobrenadante de cultivo y se realizaron diluciones seriadas a fin de realizar el recuento
de UFC/mL. Las diluciones fueron plaqueadas en medio BGA-sangre e incubadas 37°C
durante 48 horas, momento en el cual se realizé el recuento de UFC. Para realizar el
recuento de bacterias adheridas a la monocapa celular se descartd el sobrenadante de
cultivo remanente y se adicionaron 250 uL de buffer fosfato. De forma mecanica
presionando con la punta del tip sobre el fondo de la fosa se disgregé la monocapa celular
y se tomaron 100 yL de esta suspension. Se realizaron diluciones seriadas a fin de
determinar numero de UFC/mL. Las diluciones fueron plagueadas en medio BGA-sangre
e incubadas 37°C durante 48 horas, momento en el cual se realiz6 el recuento de UFC.
Microscopia de fluorescencia. Los ensayos de microscopia de fluorescencia sobre la
monocapa celular se realizaron a tiempos de incubacion de 4, 10, 20, 26 y 48 horas. Al
tiempo indicado para cada experimentos se removié el sobrenadante de cultivo y se
realizaron dos lavados suaves con buffer fosfato. El disco de vidrio sobre el que se
desarroll6 la monocapa celular fue removido y colocado sobre un cubreobjetos. Para la
visualizacién de las células y bacterias se utilizd un objetivo de inmersién de 100X. Este
experimento fue realizado utilizando un microscopio Nikon Eclipse Ti con médulo de

spinning disk.
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Identificacion de BrtA por Huella Peptidica

La identificacion por huella pepetidica fue realizada mediante la tecnologia
MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption/lonization- Time of Flight)?®® en el servicio
del Centro de Estudios Quimicos y Biolégicos por Espectrometria de Masa
(CEQUIBIEM). La preparacion de las muestras fue realizada en el laboratorio de acuerdo
con el protocolo que detalla a continuacion. Esta técnica fue utilizada con el objetivo de
identificar una muestra de proteina proveniente de experimentos de electroforesis en
SDS-PAGE.

Digestion triptica in-gel. Concluida la corrida electroforética el gel fue tefiido con
colorante Coomassie Blue el cual es apto para el desarrollo del resto del protocolo. La
banda de elevado peso molecular fue cortada del gel y transferida a una placa
multipocillos. Esta muestra fue lavada con 100 uL de agua desionizada y acetonitrilo para
eliminar los restos de colorante Coomassie Blue (2 lavados de 10 minutos cada uno con
agitaciéon moderada). La muestra fue incubada con 20 uL de solucién de ditriotreitol (DTT)
5 mM en bicarbonato de amonio 25 mM durante 30 minutos a 60°C. Posteriormente se
realizé un lavado con 100 yL de acetonitrilo. Luego se realizé una incubacién de 15
minutos a temperatura ambiente, en oscuridad, con 20 pL de solucién de iodoacetamida
55 mM y bicarbonato de amonio 25 mM. A continuacién, se realizé un nuevo lavado con
solucion de bicarbonato de amonio 25 mM y seguidamente la muestra fue deshidratada
mediante 3 lavados con acetonitrilo. Cuando la muestra tomdé una apariencia
completamente blanca y deshidratada fue rehidratada con 5 pL de solucion de
bicarbonato de amonio 25 mM conteniendo tripsina (20 yg/mL, Promega). La muestra fue
incubada durante 45 minutos a 4°C hasta observar una apariencia que confirmara la
rehidratacion de la misma. Finalmente, la muestra fue cubierta con una soluciéon 25 mM
de bicarbonato de amonio e incubada a 37°C durante toda la noche de manera tal que
se produjera la digestion in gel.

Obtencion de la huella peptidica mediante espectrometria de masa (EM). Para
realizar el analisis por espectrometria de masa se utilizé la matriz a-ciano-4hidroxi-acido
cinamico, en una concentracién 0,2 g/L preparada en una solucion 50% acetonitrilo /
0,25% TFA. La muestra junto con la matriz en una relacién 1:1 fue colocada en el soporte
MTP Anchor Chip™ 600/384 TF y se dejo secar durante 10 minutos a temperatura
ambiente antes de realizar el analisis por espectroscopia de masa. El espectro de la
muestra se obtuvo luego empleando un equipo Ultraflex Il Tof-Tof (Bruker Daltonics). Los
parametros utilizados fueron los siguientes: potencia del laser 31-50%, frecuencia del
laser 100 Hz, 100 shots por disparo, voltaje de aceleracion 20 kV, deteccién de masa
800-3500 Da, sefial deflectada por debajo de 850 Da, ganancia del detector 1650 V,
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ganancia electrénica 100 mV. Los espectros fueron analizados utilizando el software Flex
Analysis (Bruker Daltonics) y calibrados internamente utilizando los picos conocidos de
autolisis de la tripsina.

Identificacion de proteinas y herramientas bioinformaticas. La identificacion de la
proteina presente en la muestra fue realizada mediante el software MASCOT?%° (Matrix
Science a http://matrixscience.com) utilizando los siguientes parametros de busqueda: (i)
Especie: Bacteria (Eubacteria); (ii) Enzima: tripsina con posibilidad de un error en la
digestiéon; (iii) modificaciones postraduccionales fijas: carbamidometilacion; (iv)
tolerancia peptidica, £ 0,2 Da; (v) carga del péptido: 1+; (v) masa: monoisotopica; (vi)

masa de la proteina: irrestricta.

Microscopia electrénica de barrido (SEM)

La técnica de microscopia electronica de barrido (SEM) fue utilizada para la
observacion de biofilms formados sobre vidrios semi sumergidos. Por este motivo, el
protocolo utilizado para estos ensayos comparte algunas etapas con el protocolo de
formacion de biofilm sobre cubreobjetos semi sumergidos descripto previamente. La
etapa de Cultivo y la etapa de Fijacion son idénticas en ambos protocolos. La unica
diferencia reside en que, para la observacion por SEM, los tubos de microcentrifuga
usados en la etapa de cultivo no fueron posteriormente procesados, solo se continu6 el
protocolo con los cubreobjetos. Las etapas descriptas a continuacién son exclusivas del
protocolo de observacién mediante SEM.

Deshidratacion. Se realizé un tren de deshidratacion con alcohol etilico. Para este
procedimiento se prepararon soluciones de etanol-PBS 20%, 50%, 70% y 90% v/v. Luego
de la etapa de fijacion, los cubreobjetos fueron incubados durante 1 hora en cada solucién
de manera de tal de aumentar gradualmente la concentracion de etanol. Las muestras
fueron finalmente almacenadas en etanol absoluto hasta el momento de ser procesadas.
Secado y Metalizado. El secado fue realizado mediante la técnica de punto critico. Y el
metalizado fue realizado con oro. Estos procedimientos fueron hechos por el servicio de
microscopia electrénica de barrido y microanalisis del LIMF (Facultad de Ingenieria-
UNLP).

Observacion y registro de los resultados. Las observaciones microscépicas fueron
realizadas en: (i) el Centro de Investigacion y Desarrollo en Ciencias Aplicadas
(CINDECA-CONICET-UNLP) utilizando un microscopio Philips SEM 505 y (ii) en el
servicio de microscopia electrénica de barrido y microanalisis del LIMF (Facultad de

Ingenieria-UNLP) utilizando un microscopio FEI, Quanta 200.
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Microscopia de fluorescencia

La técnica de microscopia de florescencia fue utilizada para la observacion de
biofilms formados sobre cubreobjetos de vidrio. Si bien esta técnica también fue usada
para el analisis de biofilms sobre monocapa celular, los detalles de esos experimentos se
detallan en la seccion “Ensayos de formacion de biofilm sobre monocapa celular”.
Preparacién del material. Para los ensayos de microscopia de florescencia se utilizaron
cubreobjetos de 20 mm x 20 mm enteros. Estos cubreobjetos fueron limpiados con
solucién de etanol en agua 70% v/v y colocados dentro de tubos conicos estériles de 50
mL. Los cubreobjetos fueron colocados de manera tal de que uno de sus vértices quedara
apuntando hacia abajo. Los tubos conteniendo los cubreobjetos fueron nuevamente
esterilizados mediante radiacion UV.

Preparacién de los cultivos. Para el desarrollo de este experimento las cepas a ensayar
fueron aisladas en BGA-sangre y repicadas en SS-sangre tal como describimos
previamente. Posteriormente se prepararon suspensiones bacterianas de DOss0=1,0. En
paralelo se prepararon alicuotas de medio de cultivo SS suplementado con Stry Gm y
otra alicuota suplementada con antibiéticos y acido nicotinico (0,5 mM). 1,8 mL de estas
alicuotas fueron colocados en tubos cénicos de 50 mL y se adicionaron 200 uL de las
suspensiones bacterianas de manera tal de alcanzar una DOes50=0,1. Estas suspensiones
fueron colocadas dentro de los tubos coénicos de 50 mL conteniendo los cubreobjetos.
Estos tubos fueron incubados durante 24 horas a 37°C, sin agitacion.

Observacion al microscopio. Transcurrido este tiempo de incubacion los cubreobjetos
fueron retirados de los tubos coénicos y uno de los lados fue limpiado delicadamente
utilizando Kimwipes (Kimtech). Este paso es fundamental para evitar que el lado del
cubreobjetos que no es enfocado interfiera con la observacion. Paralelamente se preparé
un portaobjetos conteniendo una gota de 20 L de buffer fosfato. El lado del cubreobjetos
donde se encontraba el biofilm fue montado boca abajo sobre la gota depositada en el
portaobjetos. Finalmente, los bordes del cubreobjetos fueron sellados a la base
portaobjetos utilizando esmalte para ufas. Este paso evita la deshidrataciéon de la
muestra y movimientos en el cubreobjetos que podrian destruir la estructura de biofilm.
Estas muestras fueron observadas en un microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse Ti

con modulo de spinning disk.

Ensayos de actividad de LapG

Las cepas E. coli plapGags, plapGery pn-term-brtA fueron repicadas en forma de
aislamiento en placas de LB suplementadas con Gm. Estas placas fueron incubadas

durante 24 horas a 37°C. Colonias aisladas de estas placas fueron usadas para inocular
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5 mL de medio de cultivo LB suplementado con Gm y fueron incubados durante 16 horas
a 37°C. Cincuenta L de estos cultivos fueron usados para inocular 50 mL de medio de
cultivo LB suplementado con Gm. Estos cultivos fueron incubados a 37°C con agitaciéon
(160 rpm) hasta DOe00=0,6-0,8. En este punto, los medios de cultivo fueron
suplementados con 500 pL de solucion de arabinosa 20% p/v a fin de inducir la expresion
de las secuencias que se encuentran bajo el control del promotor Pgap. Los cultivos se
mantuvieron en incubacién durante 4 horas mas. Terminado este periodo de incubacién,
los cultivos fueron centrifugados a 5.000 xg durante 20 minutos a 4°C. El sobrenadante
de estos cultivos fue descartado y el pellet fue resuspendido en 1 mL de buffer LapA.
Posteriormente, las bacterias fueron lisadas mediante sonicacién utilizando un sonicador
de punta marca Sonics (Vibra-cell). Se utilizé un 80% de potencia y pulsos de 10
segundos. Entre pulsos las muestras fueron mantenidas en hielo. Se realizaron entre 6
pulsos por muestra hasta observar la clarificacion que indicaba la lisis de las bacterias. A
continuacion, se realizé una centrifugacion a 13.000 xg durante 10 minutos a 4°C. El
sobrenadante de esta centrifugacion fue separado y almacenado a -20°C. A partir de
estos sobrenadantes se prepararon las mezclas de reaccion tal como se detalla en la

siguiente tabla:

LapGes LapGes n-term-BrtA CaCl;
Reaccion #1 50 pL - 50 pL
Reaccion #2 50 pL - 50 pL 10 mM
Reaccion #3 - 50 pL 50 pL

Tabla 9.5. Mezclas de reaccion utilizadas para el ensayo d actividad in vitro de LapGss.

Las mezclas de reaccion fueron mantenidas durante 2 horas a temperatura
ambiente. Transcurrido este tiempo se adiciond buffer Laemmli 6X. Las muestras fueron
incubadas durante 15 minutos en bafio de agua a ebullicion y luego sometidas a 10
minutos de sonicacion en bafio de agua a temperatura ambiente. Finalmente, fueron
analizadas mediante SDS-PAGE y Western blot utilizando un anticuerpo primerio anti-
HA.

Obtencién de muestras de sobrenadante y célula entera para la
deteccion de BrtA-HA y LapA-HA

Deteccion de BrtA-HA. La cepa B. bronchiseptica con la fusién transcripcional del
epitope HA a BrtA fue aislada en medio BGA sangre y repicada en medio SS-sangre tal

como indicamos previamente. Biomasa proveniente de esta Ultima placa fue usada para
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inocular 50 mL de medio de cultivo SS. Se preparé un cultivo suplementado con Stry otro
cultivo suplementado con Str, seroalbumina bovina (BSA, 2,0 mg/mL) y CaClz (2,0 mM).
Estos cultivos fueron incubados durante 16 horas a 37°C con agitacion (160 rpm).
Deteccién de LapA-HA. Las cepas P. fluorescens con la fusion transcripcional del
epitope HA a LapA fueron aisladas en medio LB suplementado con Gm e incubas durante
toda la noche a 30°C. Biomasa proveniente de estas placas fue usada para inocular 50
mL de medios de cultivo LB suplementados con Gm. Estos cultivos fueron incubados
durante 16 horas a 30°C con agitacion (160 rpm).

De aca en adelante los protocolos utilizados para la deteccion de BrtA-HA o LapA-
HA fueron iguales. Transcurrido el tiempo de incubacion indicado, los cultivos fueron
centrifugados durante 20 minutos a 5.000 xg. Cuarenta mL de sobrenadante fueron
tratados con un cocktail inhibidor de proteasas segun las especificaciones del fabricante
(Roche) y filtrados utilizando filtros de 0,22 um de bajo pegado de proteina (Mille GV) a
fin de eliminar bacterias remanentes luego de la centrifugacién. El sobrenadante de
cultivo fue concentrado utilizando filtros Amicon Ultra de 100 kDa (Millipore) de manera
tal de conservar solo aquellas proteinas de mayor peso molecular. El sobrenadante
concentrado fue mantenido en hielo mientras se continué con el procesamiento del pellet
de la primera centrifugacién. Este pellet fue suavemente resuspendido en 1 mL de buffer
LapA. Posteriormente se centrifugd durante 10 minutos a 16.000 xg y el paquete celular
obtenido fue nuevamente resuspendido a 750 pL de buffer LapA. Esta suspension fue
lisada mediante sonicacién utilizando un sonicador de punta marca Sonics (Vibra-cell)
segun el mismo esquema experimental detallado anteriormente. Posteriormente se
centrifugd durante 30 minutos a 10.000 xg a 4°C. El pellet de esta centrifugacién fue
descartado y el sobrenadante guardado para continuar su procesamiento. Finalmente,
las muestras de sobrenadante de cultivo concentradas obtenidas previamente y las
muestras de célula entera fueron cuantificadas mediante el método de Bradford. Para la
deteccion de BrtA-HA se realizo electroforesis en geles de SDS-PAGE de concentracion
7,5%. La corrida electroforética se mantuvo durante 2 horas y media a 100 V.
Posteriormente se realiz6 la transferencia de las proteinas a membranas de nitrocelulosa
mediante Western blot y finalmente se realizé el revelado utilizando un anticuerpo

primario anti-HA.

Plan de inmunizacién para la obtencion de suero anti-BrtA

El siguiente plan de inmunizacion fue utilizado con el objetivo de obtener suero
anti-BrtA.
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Preparacion del agente inmunégeno. Se utilizaron muestras de proteina BrtA obtenida
de geles de SDS-PAGE como inmundgeno. Los geles de SDS-PAGE fueron realizados
con muestras de sobrenadante de cultivos de la cepa B. bronchiseptica salvaje cultivada
en medio SS complementado con Str incubado durante 16 horas a 37°C con agitacion
(160 rpm). El sobrenadante de cultivo fue concentrado utilizando filtros Amicon Ultra de
100 kDa (Millipore) de manera tal de conservar soélo aquellas proteinas de mayor peso
molecular. Treinta y cinco uL de las muestras de sobrenadante concentrado fueron
sembradas en gel de poliacrilamida 7,5% y la corrida electroforética fue realizada durante
2 horas y media a 100 V. El gel fue tenido con solucion de Coomasie Blue R250 y la
banda correspondiente a BrtA (identificada previamente mediante la técnica de huella
peptidica) fue cortada para utilizar como inmundégeno. Esta banda fue disgregada en
forma mecanica utilizando bisturi y posteriormente transferida a un tubo de
microcentrifuga de 1,5 mL en donde se adicionaron 50 uL de adyuvante de Freund.

Plan de inmunizacion. Se utilizé un raton BALB/c de 5 semanas de edad. Este raton fue
inoculado por via intraperitoneal con muestras de BrtA obtenida de geles de SDS-PAGE.
Se realizaron 3 inoculaciones con una frecuencia de 15 dias. La primera inoculacion fue
realizada con adyuvante de Freund completo y las siguiente 2 inoculaciones con
adyuvante incompleto. Para la obtenciéon de muestras de suero el raton fue anestesiado
con isofluorano y la muestra fue obtenida mediante sangrado por seno retro orbital. El
seguimiento del plan de inmunizacion fue realizado mediante ensayos de Western

blot utilizando las muestras de sobrenadante de cultivo concentrado.

Modelo murino de infeccion

A lo largo de este trabajo, el modelo murino de infeccion fue utilizado para la
realizacion de ensayos de colonizacion y transmision entre roedores. Para la preparacion
de las suspensiones bacterianas usadas para inocular a los animales se realizaron
aislamientos de las cepas de B. bronchiseptica en medio de cultivo BGA- sangre
suplementado con los antibiéticos correspondientes. Tras 72 horas de incubacién a 37°C
se tomod biomasa de estas placas para preparan las suspensiones bacterianas en buffer
fosfato. La cantidad de UFC/mL, asi como el volumen de suspension administrado, fue
indicado oportunamente en el Capitulo 5 en la presentacion de cada uno de los ensayos.
Los ratones fueron inoculados por via intranasal con la precaucion de inocular en forma
pareja ambas narinas. A los tiempos indicados, los ratones fueron sacrificados mediante
dislocacién cervical. Los pulmones y las narices fueron extraidos y colocados en 1 mL de
buffer fosfato. Posteriormente fueron homogeneizados y se prepararon diluciones

seriadas. Cien pL de estas diluciones fueron plaquedos en BGA-sangre e incubadas
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durante 48-72 horas a 37°C. Transcurrido ese tiempo de incubacién las colonias fueron

contadas y se determiné el numero de UFC por érgano.

Doble hibrido en bacteria (BACTH)

Esta estrategia fue utilizada para evaluar la capacidad de LapDgy, BdcA y BdcG
de interactuar fisicamente in vivo.
Disefio de primers. Con el objetivo de que las secuencias clonadas quedaran en el
mismo marco de lectura que las secuencias T25 y T18, para el disefio de los primers
fueron consideradas las siguientes condiciones. Los primers Forward (Fw) debian
comenzar exactamente en el sitio de inicio de la traduccién de la secuencia a clonar. Los
primers Reverse (Rv) debian finalizar en el ultimo codén antes del codon de STOP del
gen correspondiente. La secuencia -cgcgcgccaagcttg- fue afiadida al extremo 5’ de los
primers Fw, esta secuencia contiene el sitio de reconocimiento de la enzima de restriccion
Hindlll. La secuencia -gcgcgcgctctagagt- fue afiadida al extremo 5 de los primers
Reverse, esta secuencia contiene el sitio de restriccion de la enzima Xbal.
Clonacioén. Los productos de PCR de las secuencias lapDgs, bdcA 'y bdcG y los vectores
pUT18 y pKNT25 fueron digeridos con las enzimas de restriccion Xbal y Hindlll. Los
productos digeridos fueron ligados utilizando la ligasa T4. Los protocolos de digestién y
ligacién utilizados fueron descriptos previamente en este capitulo. Las construcciones
fueron transformadas por electroporacion en cepas E. coli DH5-a. Las cepas obtenidas
fueron almacenadas a -80°C.
Preparaciéon plasmidos. Las cepas de E. coli con las construcciones desarrolladas
fueron repicadas en medio de cultivo LB suplementado con Km 50 pg/mL (para las
construcciones derivadas del vector pKNT25) o con carbenicilina (Cb) 50 yg/mL (para las
construcciones derivadas del vector pUT18). Estas placas fueron incubadas durante 24
horas a 37°C. Biomasa proveniente de estas placas fue usada para inocular 5 mL de
medio de cultivo LB suplementado con los antibiéticos correspondientes. Estos cultivos
fueron incubados durante 16 horas a 37°C con agitacion. Para la obtencién de los
plasmidos se utilizd el kit QlAprep Spin Miniprep (Qiagen) siguiendo las indicaciones del
fabricante y se cuantificaron utilizando un equipo NanoDrop 1000 (Thermo Scientific).
Finalmente, las preparaciones de plasmidos fueron diluidas hasta alcanzar una
concentracion de 25 ng/pL.
Cotransformacion de la cepa E. coli BTH 101. Para cada una de las réplicas biologicas
realizadas se cotransformaron bacterias electrocompetentes de la cepa BTH101 con las
construcciones a analizar. Las cepas BTH101 transformadas no fueron almacenadas.

Para la cotransformaciéon se utilizaron 2 yL de cada una de las preparaciones de
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plasmidos (50 ng de plasmido). Las bacterias transformadas fueron inmediatamente
resuspendidas en LB e incubadas a 37°C durante 1 hora. Se prepararon diluciones 1/10,
1/100 y 1/1000 y se plaquearon en medio LB suplementado con Km (50 pg/mL) y Cb (50
pg/mL). Estas placas fueron incubadas durante 20 horas a 28°C y posteriormente se

realizé la medida de la actividad (3-galactosidasa.

Medida de actividad B-galactosidasa.

Las determinaciones de actividad B-galactosidasa fueron utilizadas como medidas
cuantitativas de los experimentos de doble hibrido en bacteria. El protocolo de medida de
la actividad esta basado en el trabajo de J. Miller®?°. Antes de comenzar con el protocolo
de determinacién de actividad se preparé buffer Z 1X a partir de la solucion almacenada
5X. Se adicion6 p-mercaptoetanol hasta una concentracion de 50 mM. En forma paralela
se prepard solucion de ONPG (Orto-nitrofenil-B-galactésido), sustrato de la reaccién
enzimatica catalizada por la 3-galactosidasa. El ONPG fue utilizado en una concentracion
de 4 mg/mL en buffer Z.

Para el desarrollo del experimento se seleccionaron las placas correspondientes
a diluciones que presentaban entre 100 y 300 colonias. Las placas que presentaban un
numero mayor fueron descartadas debido a la posible aparicion de falsos positivos. Las
colonias de estas placas fueron resuspendidas en 500 uL de buffer fosfato utilizando
espatula Drigalsky. A partir de estas suspensiones se realizaron diluciones hasta obtener
suspensiones de DOgp0=1,0. Se tomaron alicuotas de 100 yL de cada suspension (por
triplicado) y se transfirieron a tubos de microcentrifuga de 1,5 mL.

A cada suspension se adicioné de manera sucesiva 900 uL de buffer Z, 50 uL de
cloroformo y 25 pyL de SDS 0,1% p/v. Estas mezclas fueron agitadas vigorosamente
durante 10 segundos y luego se las dejo reposar durante 5 minutos hasta observar una
clara separacion de las fases acuosa y organica. Luego se adicionaron 500 uL de la
solucion de ONPG y se aguardd 5 minutos a que transcurra la reaccion. La reaccién fue
detenida por agregado de 500 uL de soluciéon de Na,COs 1,0 M. Cien uL de cada mezcla
de reaccion fueron transferidos a una placa de 96 fosas de fondo plano y se determiné la
absorbancia a 420 nm y 550 nm. Estas medidas de absorbancia fueron utilizadas para

calcular la actividad B-galactosidasa expresada en Unidades de Miller.
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Ab5420‘ 175 X Ab5550
UM= X 1000
t (min) x Absgy, x Vol (mL)

El O-nitrofenol, producto de la degradacion enzimatica del ONPG, presenta un
pico maximo de absorbancia a 420 nm. Por lo tanto, la medida de absorbancia a esa
longitud de onda es proporcional a la actividad B-galactosidasa presente en la solucion.
Los restos celulares presentes en el medio de reaccion también contribuyen a la
absorbancia total a esa longitud de onda. Con el objetivo de restar el aporte de estos
restos celulares, se realiza la media a 550 nm. Debido a que la absorbancia de los restos
celulares a 550 nm es 1,75 veces menor que a 420 nm, es necesario aplicar este factor
antes de realizar la sustraccion. EI denominador de la ecuacion de Miller contiene 3
factores normalizadores: i) el tiempo de la reaccién enzimatica, ii) la absorbancia de la

suspension bacteriana vy iii) el volumen de suspension utilizado.

Determinacion de la cantidad de c-di-GMP en E. coli BTH 101

Para este ensayo se partié de las placas de cultivo del ensayo de doble hibrido
en bacteria. Biomasa proveniente de estas placas fue utilizada para inocular cultivos de
medio LB de 5 mL suplementados con Km (50 pg/mL) y Cb (50 ug/mL). Estos cultivos
fueron incubados durante 13 horas a 37°C con agitacion. Alicuotas de estos cultivos
fueron tomadas para inocular cultivos de 50 mL de medio LB hasta alcanzar un
DOs00=0,04. Los cultivos fueron incubados durante 4 horas a 37°C con agitacién. Se
realizaron triplicado de cada uno de estos cultivos. Transcurrido el tiempo de incubacién
se midi6 la DOeqo y se realizaron diluciones a fin de normalizar los cultivos frente al valor
de aquel que presentd el valor mas bajo. Se tomaron 40 mL y se centrifugaron durante
10 minutos a 5.000 xg a 4°C. El sobrenadante de esta centrifugacion fue descartado y el
precipitado fue resuspendido en 250 uL de buffer de extraccidon. Estas suspensiones
fueron incubadas durante 30 minutos a -20°C. transcurrido ese tiempo las muestras
fueron centrifugadas durante 5 minutos a 16.000 xg a 4°C. Doscientos uL del
sobrenadante obtenido fueron transferidos a otro tubo y se adicionaron 8 pL de solucién
de (NH4)2:HCO3 15% p/v a fin de ajustar el pH a un valor de 7,5. Estas muestras fueron
mantenidas en hielo seco hasta continuar con el procesamiento. La determinacion de la
cantidad de c-di-GMP fue realizada por el servicio especializado de la Universidad de
Michigan (Estados Unidos). Este procedimiento fue realizado mediante cromatografia

liquida acoplada a un espectrémetro de masa (LC-MS) utilizando los quipos LC-20AD
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HPLC system (Shimadzu) y Finnigan TSQ Quantum Discovery MAX triplequadrupole

(Thermo Electron).

Analisis estadisticos

Los analisis estadisticos de este trabajo fueron realizados mediante los programas
Infostat (Facultad de Ciencias Agropecuarias-Universidad Nacional de Cordoba) y Excel.
Se utilizo el estadistico ANOVA cuando los datos a ser analizados cumplian con la
condicién de distribucion normal y homogeneidad de varianza. En caso contrario se utilizé

el estadistico test de Student para muestras con varianzas desiguales.

Otras herramientas utilizadas

La representacion grafica de los resultados cuantitativos de este trabajo fue
realizada utilizando el software GraphPad Versién 5. Para el disefio y presentacion de las
figuras se utilizaron los programas Power Point y Adobe Photoshop. La escritura del texto
fue realizada utilizando el programa Word. El programa VMD?"® (Universidad de lllinois)
fue usado para la visualizacién de los modelos tridimensionales de proteinas. El
programa ImagedJ (versién FlJI) fue utilizado para la resolucion semicuantitativa de los
ensayos de dot blot. Para el disefio y visualizacién de secuencias nucleotidicas se
utilizaron los programas NTI vector y Snap Gene.

Ademas, se utilizaron las herramientas de base online que se describen a
continuacion: BLASTN y BLASTP para la busqueda y alineacion de secuencias
nucleotidicas y proteicas respectivamente; SMART®, para el analisis de dominios de
secuencias proteicas; Clustal Omega®', BOXSHADE y WebLogo®? para realizar y
colorear alineamientos multiples de secuencias; DOOR?"", para la busqueda de operones
en el genoma de B. bronchiseptica; MASCOT?® para la identificacion de BrtA a partir de
los datos espectrometria de masa y Phyre2?5” para el modelado de estructuras

secundarias de proteinas.
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Anexo 1. Vectores de clonado y expresion
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Anexo 2. Primers utilizados
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Tabla 9.6. Primers utilizados en el presente trabajo. Las bases subrayadas indican secuencias que no tienen homologia con el genoma
de B. bronchiseptica y fueron usadas para la estrategia de doble recombinacidn in vivo con S. cerevisiae o mediante uso ligasa y
enzimas de restriccion.

Nombre Uso Referencia
L1Fw delecion brtA cccgggctaagegtaatctggaacatcgtatgggtagcaggegtacgggtggaaat Este trabajo
L1Rv delecion brtA ccaagcttgcatgectgcaggtcgactctagaggatcccccgaggttgagtatgeaggecact Este trabajo
L2Fw delecion brtA aacagctatgaccatgattacgaattcgagctcggtacccaccagegcgaaggegaacaa Este trabajo
L2Rv delecion brtA tacccatacgatgttccagattacgcttagecccgggatgecattgtccacecgtececgtaa Este trabajo

recA Fw RT-PCR aagaccacgctcacgctgcaggtca 224

recA Rv RT-PCR atcagcaggtcggtcaggttgacgc 2
F1Fw RT-PCR tatagaattcgctgctgcagggegagaacag Este trabajo
F1Rv RT-PCR tataggatccgcaagccaggcetcageagg Este trabajo

BB1184Fw expresion lapDsy atacccgtttttttgggctagcgaattcgagetcggtaccctttetegetgatctegetgg Este trabajo

BB1184Rv expresion lapDesp gccaagcttgcatgectgcaggtcgactctagaggatcccctgttctccagecacattece Este trabajo

NtermBrtAFw expresion de N-term- .
BreA fusionada a HA tacccgtttttttgggctagegaattcgageteggtacccatggecaattettcecee Este trabajo
NtermBrtARv expresion de N-term- gccaagcttgeatgectgcaggtegactctagaggatceecttagegtaatctggaacategta .
. Este trabajo
BrtA fusionada a HA tgggtagccattggecegtg

BB1185Fw expresion lapGesp atacccgtttttttgggctagegaattcgagceteggtacccatgecattgtecaccegtececgta Este trabajo
(BB1185) a

BB1185Rv expresion lapGss gccaagettgcatgectgecaggtegactctagaggatceccccagtcgacgaagtatggacata BT
(BB1185) g8

chequeo construcciones 315
gImSF DGFLIP cagctgctgtcgtaccacacgg
chequeo de
f R 315
gipseq construcciones pGFLIP gatgacgggaactacaagacacgt
i6 I t tct t

GR expresion de lapGes gccaagcttgcatgectgeaggtegactctagaggatccceccagtcgacgaagtatggacata Este trabajo
(BB1185) g8

GF expresion de lapGen atacccgtttttttgggctagcgaattcgagceteggtacccatgecattgtecaccegtececgta Este trabajo
(BB1185) a

F1BamHI delecion de lapGas tataggatccgcaagccaggctcageagg Este trabajo

F1EcoRlI delecion de lapGas tatagaattcgctgctgcagggegagaacag Este trabajo

F2BamH]I delecion de lapGas tataggatcctgegcatggagegegag Este trabajo

F2HindllI delecion de lapGas tataaagcttggaaccaggccggcacgetg Este trabajo

N1lapDFbis delecion de lapDas ctgttttatcagaccgcttctgegttctcaacgtegeegtgetgatg Este trabajo
N1lapDRbis delecion de lapDas gggcatttctcgetggtcgatgtegttgegecagte Este trabajo
N2lapDFbis delecion de lapDas gactggcgcaacgacatcgaccagcgagaaatgecc Este trabajo
N2lapDRbis delecion de lapDasy caatttcacacaggaaacagctatgggctactatcccacgcec Este trabajo
BB_lapDFw |ncorporac|;(f)n lapDs: a gactaactaggagcacgcgctcagatgtccatacttegtcgactgetge Este trabajo
i ion lapD
Bb_lapDRv mcorporac:;" apBes a acgcggagegtgggaaagatceggggegeggtttcactectge Este trabajo
i ion lapD
PF_F1Fw mcorporac;?n aples a ctgttttatcagaccgcttctgegttctgattetgtggcacgaggtegattattg Este trabajo
i ion lapD
PF_F1Rv 'ncorporacF'ff’" R geagtcgacgaagtatggacatctgagegegtactectagttagtc Este trabajo
i ion lapD
PF_F2Fw mcorporac;?n apes @ gcaggagtgaaaccgegecccggatctttcccacgeteegegt Este trabajo
i ion lapD
PF_F2Rv |ncorporacF|)cf>n apZer @ caatttcacacaggaaacagctatgcgcagggtcagttgatteg Este trabajo
CheqglapDBB_ chequeo incorporacion .
Fw lapDss a Pf atgtccatacttcgtcgactgetge Este trabajo
CheglapDBB_ chequeo incorporacion 2accagaccaacacact Este trabaio
Rv lapDas a Pf 88 Bgccagcacects :
LapDBb_B2 i6 D,
apDBb_BZH_ conacién lapDe» para cgegegecaagcettgatgtccatacttegtegactgetgetcage Este trabajo
Fw (2) B2H
LapDBb_B2H ion lapD,
=1 - - el et Sl gegegegctctagagtcetectgegeeggeggegs Este trabajo
Rv B2H
BB2626_B2 ion B
626_B2H_ conacion BdcG para cgegegecaagettgatgetggcetecggtcacect Este trabajo
Fw B2H
BB2626_B2H_ AR B gegegegcetctagagtaccagegegattectgatgeg Este trabajo
Rv B2H
BB B2 ion B

3576_B2H conacién BdcA para cgcgegecaagcttgatgatgegecaactegatctgege Este trabajo

_Fw B2H
88357:\/—B2H— conaaogZB: cA para gegegegcetctagagtggaacgeaggtectggcttg Este trabajo




mut2626A1Fw
mut2626A1Rv
mut2626A2Fw
mut2626A2Rv
Cheg_mut262
6_Fw

BrtA-HA-R2
BrtA-HA-F2
BrtA-HA-R1
BrtA-HA-F1
HA_Fw

HA_Rv

Cheqg_brtAHA _

Fw

Cheq_brtAHA_

Rv

brtA_Seql_Fw
brtA_Seql_Rv
brtA_Seq2_Fw
brtA_Seq2_Rv
gfpsegR

glmSF

Q30VerifyF

Q30VerifyR

pUT18_Rv

pUT18 Fw

pKNT25_Rv

pKNT25_Fw

M13Fw -40

M13Rv -40

delecion de bdcG
delecion de bdcG
delecion de bdcG
delecion de bdcG

chequeo mutante bdcG

fusion transcripcional
HA
fusion transcripcional
HA
fusion transcripcional
HA
fusion transcripcional
HA
fusion transcripcional
HA
fusion transcripcional
HA
chequeo fusién
transcripcional HA a
brtA
chequeo fusién
transcripcional HA a
brtA
secuenciacion brtA
secuenciacion brtA
secuenciacion brtA
secuenciacion brtA
chequeo cepas GFP
chequeo cepas GFP
chequeo de
construcciones en
pMQ30
chequeo de
construcciones en
pMQ30
chequeo de
construcciones en
puT18
chequeo de
construcciones en
pUT18
chequeo de
construcciones en
pKNT25
chequeo de
construcciones en
pKNT25
chequeo de
construcciones en
pBBR1-MCS5
chequeo de
construcciones en
pBBR1-MCS5

ttatcagaccgcttctgegttctgatgaattcgagatcaaggatttgacg

ggcctgettggecgegtacaacgetcccagegtcaccaggcetecgacag

ctgtcgagectggtgacgcetgggagegttgtacgeggecaageaggec
caatttcacacaggaaacagctatgaagcttcaaatggctagaatgctag

agcgcgagttcatcaacage

caatttcacacaggaaacagctatgcccttctcggtgtaggtgtage

gacgttccagattacgctgctgtgetgecacagcaaccageag

aacatcgtatgggtagagcagcgttaccgatgcaatgeeg

atcagaccgcttctgegttctgatcagtgtcgagacgtccatcage

ggtgctgcacagcaaccagctacccatacgatgttcctgactatgeg

ttgcegttgaactgtacctgagegtaatctggaacgtcatatggatagg

acatgggttcgcagatcacc
acgctgttcttgecgttge
tataccgtcaccatcacggc
gacggtgtaggtgatggagg
acaatgacggcgtctacaccg
gctgatggacgtctcgacac

gatgacgggaactacaagacacgt
cagctgctgtcgtaccacacgg

gagtcagtgagcgaggaag

cagaccgcttctgegttctg

ccacaacaagtcgatgcgttc

gttagctcactcattaggcacce

gatgccatcgagtacggctg

gttagctcactcattaggcaccc

gtaaaacgacggccagt

ggaaacagctatgaccatg
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Anexo 3. Medios de Cultivo
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BGA

Agar Bordet Gengou 30g/L

Glicerol 10% plv
Sangre 10% viv

SS (Stainer-Scholte)

glutamato de sodio 570 mM
L-prolina 20mM
NacCl 530 mM

KH2PO4 36 mM

KCI 20 mM

MgCI2.6H20 5mM
CaClz.2H.0 1,4 mM
Tris-HCI 120 mM

pH 7,20

Agar (opcional para medio semi solido) 15 g/L

Complemento para medio de cultivo SS (1000X)

L-cisteina 4% plv
FeSO4.7H20 1% p/v
Acido ascorbico 2% plv
Acido nicotinico  0,4% plv
HCI 10% viv
LB (Lysogeny broth)
Triptona 10 g/L
NacCl 5¢g/L
Extracto de levadura 54g/L
Agar (opcional para medio sélido) 15 g/L

K10-T
Triptona 20% plv
Glicerol 20% viv

MgSO. 1™
KoHPO, 1™
Tris-HCI 1M
pH 7,40
URA 3
YNB 6,7 gL

CSM 0,76 g/L
Glucosa 15 g/L
Agar 20 g/L
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YPD (Yeast extract-Peptone-Dextrose)
Peptona 20 g/L
Extracto de levadura 10 g/L
Glucosa 20 g/L

Agar (opcional para medio sélido) 15 g/L

Anexo 4. Soluciones

Buffer LapA
Tris HCI 20 mM
MgCly 10 mM

Buffer de extraccion c-di-GMP
Metanol 40% vliv
Acetonitrilo 40% v/v

Acido férmico 0,1N

Buffer fosfato PBS
KH.POs 0,428 g/L
NazHPO4 .12H,0 3,5¢g/L
NaCl 7,2 g/L

Lazy Bones
polietilen glicol (PM 3350) 40% plv
Acetato de litio 0,1M
Tris-HCI 10 mM
EDTA 1M
pH 7,50

Buffer Z
Na>HPO4 60 mM
NaH>PO4 40 mM

KCI 10 mM
MgSO4 1mM
pH 7,00

Solucion de Coomaise Blue R250
Coomasie R250 0,2 %pl/v
Metanol 40% vliv

Acido acético 20% viv
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Anexo

Buffer TE
Tris-HCI 10 mM
EDTA 1 mM
pH 8,00

Buffer TBS (Tris-Sodio)
Tris-HCI 05M
NaCl 1,5 mM

Suspension de silica
silica 20g
agua destilada 15,0 mL

TBE 10X
Tris-HCI 1,0M
Acido bérico 1,0 M
EDTA 0,02 M

Buffer de transferencia Western blot

Glicina 1,0M
Metanol 20% v/v
Tris-HCI 0,025 M

Soluciones de miniprep
Solucion P1
Tris-HCI 50 mM
EDTA 10 mM

pH 8,00
Solucion P2A
NaOH 0,1 mM
Solucion P2B
SDS 1% plv
Solucion P3
Acetato de potasio 1,5M
pH 5,5

Solucién de Lavado de silica 10X
NacCl 50 mM
Tris-HCI 10 mM
EDTA 2,5mM
etanol 50% viv
pH 7,5

Solucion de lavado de silica 1X
solucidén de lavado 10X 10 %v/v
etanol 50% viv
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Buffer Laemmli 6X

SDS 2% plv

Glicerol 1% viv

EDTA 0,02 M

Tris HCI 0,05 M
pH 6,8

Anexo
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Anexo

Proteinas Lap

Anexo 5

Esquema del funcionamiento de las proteinas Lap.

Cuando los niveles citoplasmaticos de c-di-GMP son elevados LapD mantiene retenida a LapG previniendo el
desprendimiento de la adhesina LapA/BrtA de la membrana externa y favoreciendo la formacién de biofilm
(izquierda). En ausencia de c-di-GMP LapD libera a LapG y ésta difunde libremente por el periplasma hasta
clivar el extremo N-terminal de LapA/BrtA. El desprendimiento de esta adhesina disminuye la capacidad de
formacion de biofilm de la bacteria (derecha). Imagen adaptada de Navarro et. al., 2011.

Formacion de biofilm
exterior t

- c-di-GMP

periplasma

+ c-di-GMP

citoplasma
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