WY W Y VW U WU W W W W W W W U W W W W W W W W W W W wT W T O w W w - e - - - - — - — - — - - =

UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES

Facultad de Farmacia y Bioquimica

Adaptabilidad de Staphylococcus aureus frente a
sefiales microambientales. Impacto sobre la
formacion de biopelicula.

Tesis presentada para optar al titulo de
Doctor de la Universidad de Buenos Aires

en el area Ciencias de la Salud.

Lic. Cristian M. Dotto
Directora: Dra. Fernanda R. Buzzola

Consejera de estudios: Dra. Marta Mollerach

Instituto de Investigaciones en Microbiologia y Parasitologia
Médica (IMPaM) UBA-CONICET, Facultad de Medicina, Buenos
Aires, Argentina.

CONICET

ks of

2017




Agradecimientos

A la Dra. Buzzola, por permitirme realizar mi Tesis Doctoral en su grupo de
investigacion, por estar abierta a escuchar ideas y a valorar los aportes individuales,

por darme la oportunidad de viajar y de dar un paso mas en este camino.

Al Dr. Sordelli, por permitirme trabajar en el laboratorio a su cargo y por todos

SuUs consejos.

A mis amigos y compafieros de grupo y de instituto quienes siempre me

ayudaron cuando los necesité y a quienes voy a extrafiar muchisimo!

A la Dra. Centrén, Dra. Cerquetti y Dra. Catalano por darme la oportunidad de

hacer docencia en el Departamento de Microbiologia.

Al Dr. Tom Grunert, a la Dra. Ehling-Schulz y a todo su grupo por aceptarme y

guiarme en su laboratorio, durante mi estadia en Viena.

A la Dra. Adriana Casas y a todo su grupo por su colaboracion y buena

predisposicion.

Al Dr. Yantorno y a su grupo de investigacion por su colaboracién en la

realizacion de los experimentos de microscopia confocal.
A mis amigos de la vida y mi familia por estar siempre.

A mis padres, por estar siempre, por ser un ejemplo a seguir y por darme la
oportunidad de formarme y de ser lo que yo eljja.

Muchas gracias a todos!!!



Publicaciones

Los resultados del presente trabajo de tesis se publicaron parciamente en:

Dotto CM, Lombarte A, Cattelan N, Barbagelata MS, Yantorno O, Ehling-Schulz M,
Sordelli DO, Grunert T and Buzzola FR. The active component of aspirin, salicylic
acid, promotes Staphylococcus aureus biofilm formation in a PIA-dependent manner.
Front. Microbiol. 2017. 23; 8:4. doi: 10.3389/fmic b.2017.00004.

Dotto CM, Alvarez LP, Barbagelata MS, Sordelli DO and Buzzola FR. Enhancing
effect of sub-inhibitory concentrations of vancomycin on biofilm formation by
Staphylococcus aureus. Recent Res. Develop. Infect. Immun., (2013), 4:1-18.
Transworld Research Network (Ed). ISBN: 978-81-7895-606-0. Articulo disponible
en: (http://ressign.com/UserArticleDetails.aspx?arid=12028#).

VIl Congreso Sociedad Argentina de Bacteriologia, Micologia y Parasitologia
Clinicas (SADEBAC) Buenos Aires, Argentina. 2012.

Dotto C, Gandara L, Alvarez L, Casas A y Buzzola F. Efecto de ciprofloxacina en
concentraciones subinhibitorias sobre la biopelicula de Staphylococcus aureus.

XIV Congreso Internacional de Medicina Interna del Hospital de Clinicas. Buenos
Aires, Argentina. 2012.

Dotto C, Gandara L., Alvarez L, Barbagelata M, Medina L., Casas A y Buzzola F. La
proteina de adherencia extracelular (Eap) de Staphylococcus aureus no contribuye a
la formacion de biopelicula inducida por concentraciones subinhibitorias de

ciprofloxacina.

XIII Congreso Argentino de Microbiologia y Il Congreso de Microbiologia Agricola y
Ambiental. Buenos Aires, Argentina. 2013.

Dotto C, Lombarte-Serrat A, Riviere A, Sordelli D y Buzzola F. Formacion de
biopelicula en cepas de Staphylococcus aureus meticilino resistentes y sensibles

expuestas al acido salicilico.

XV Congreso Internacional de Medicina Interna del Hospital de Clinicas. Buenos
Aires, Argentina. 2014.

Dotto C, Lombarte A, Casas A y Buzzola F. Efecto del acido salicilico sobre de la
produccion de la biopelicula en cepas de Staphylococcus aureus sensibles y

resistentes a meticilina. Rol del ADN extracelular.


http://ressign.com/UserArticleDetails.aspx?arid=12028

International Symposium on Staphylococci & Staphylococcal Infections - ISSSI 2014.
Chicago, lllinois, Estados Unidos. 2014.

Dotto C, Grunert T, Cattelan N, Lombarte Serrat A, Yantorno O, Ehling-Schulz M,
Sordelli D, Buzzola F. Biofilm formation by Staphylococcus aureus strains exposed
to salicylic acid.

XI Congreso Argentino de Microbiologia General (SAMIGE). Cordoba, Argentina.
2015

Dotto C, Grunert T, Cattelan N, Lombarte A, Suligoy C, Yantorno O, Sordelli D,
Buzzola F. Efecto del acido salicilico sobre la formacidén de biopelicula en cepas de

Staphylococcus aureus.

XXIIlI Congreso Latinoamericano de Microbiologia-XIV Congreso argentino de
Microbiologia. Rosario, Argentina. 2016.

Dotto C, Lombarte Serrat A, Suligoy C, Sordelli D, Buzzola F. Modulacion regulatoria

del acido salicilico sobre la biopelicula de Staphylococcus aureus.

International Symposium on Staphylococci & Staphylococcal Infections - ISSSI 2016.
Seoul, Korea. 2016.

Dotto C, Grunert T, Lombarte Serrat A, Suligoy C, Sordelli D, Buzzola F. Salicylic
acid induces augmentation of polysaccharide intercellular adhesin in Staphylococcus

aureus hiofilms.



Financiamiento

El presente trabajo de tesis conté con el apoyo econdémico de las siguientes

instituciones:
Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET).
Agencia Nacional de Promocion Cientifica y Tecnoldgica (ANPCyT).

Universidad de Buenos Aires (UBA).



Resumen

S. aureus coloniza asintomaticamente a mas del 20% de la poblacion sana y es
el agente causal de un amplio espectro de infecciones, tanto intrahospitalarias como
adquiridas en la comunidad. Tal versatilidad se debe a la adaptacion de S. aureus a
vivir en un entorno dinamico donde varia la disponibilidad de nutrientes y la
presencia de varias moléculas. Frente a condiciones hostiles S. aureus puede
formar biopeliculas lo que hace refractarias al tratamiento a las infecciones con
estas caracteristicas. La matriz extracelular que encierra a la comunidad bacteriana
estad constituida por el polisacarido intercelular de adhesién (PIA), proteinas de
superficie y el ADN extracelular liberado por la autolisis. La formacién de biopelicula
por S. aureus esta sujeta a una regulacion compleja y aun no dilucidada en su
totalidad. En este trabajo se propuso estudiar el efecto de sefiales del
microambiente, como el &cido salicilico (SAL) y concentraciones subinhibitorias
(Csub) de vancomicina (VAN) o ciprofloxacina (CIP), sobre los principales factores y
reguladores de S. aureus involucrados en la formacién de biopelicula y su
implicancia como estrategia adaptativa hacia la persistencia de la bacteria en el
hospedador.

Al respecto, la disminucion de la biodisponibilidad de hierro por accién del SAL
contribuy6 al incremento de la sintesis del exopolisacarido PIA, debido al descenso
de la actividad del ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA) y al direccionamiento del
metabolismo hacia la ruta fermentativa del lactato. Asimismo, el SAL provocé la
disminucién transcripcional de codY (regulador negativo de los genes que codifican
para formar el PIA) y de los genes del sistema agr (regulador positivo de moléculas
encargadas del desensamble de la biopelicula). Por medio de estos mecanismos, el
SAL indujo el aumento de la biomasa de las biopeliculas formadas por cepas de S.
aureus relacionadas a los linajes genéticos USA100 y USA300 independientemente
de la sensibilidad a la meticilina. Por lo cual, si bien el SAL aumenté la biomasa de
las biopeliculas de S. aureus, evita la dispersion de las bacterias que la conforman y
por ende la posible generacion de nuevos focos de infeccion. Ademas, la presencia
del SAL propicié el aumento de la colonizacién de este patdgeno en narinas murinas
debido a la generacion de un fenotipo bacteriano mas adherente. Por su parte, la
VAN y la CIP en bajas concentraciones afectaron la formacion de biopelicula de un

modo cepa-dependiente. La induccidn de la biomasa de la biopelicula por accién de



Csub de ambos antibidticos, ocurrié por mecanismos que involucran principalmente
el incremento de adhesinas. Al respecto, ambos antibiéticos incrementaron la
transcripcion de sae, el cual regula positivamente la expresion de diversas
adhesinas. Ademas, la VAN afect6 negativamente al regulador MgrA el cual reprime
la expresion de adhesinas.

S. aureus responde a la accion de éstas sefiales adoptando una forma de vida
sésil mas robusta, al adaptar el metabolismo, la expresion de factores de virulencia
y la red regulatoria de forma dinamica. Dicha respuesta podria modificar el curso de
las infecciones causadas por S. aureus y conducir a la persistencia o cronicidad.

A través de este trabajo se comprenden los mecanismos por los cuales S.
aureus incrementa la biopelicula, aportando una pieza de conocimiento importante
para ulteriores investigaciones basadas en el disefio de compuestos o estrategias
gue blogueen o interfieran con el/los principal/es actor/es que participan en la

formacion de la biopelicula.
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Introduccion

1. Staphylococcus aureus. Caracteristicas morfolégicas, biogquimicas Vv

genéticas.

Staphylococcus aureus es un patdégeno oportunista Gram positivo con
morfologia de coco, cuya division celular ocurre en tres planos logrando una
disposicion en forma de racimo. Produce tipicamente colonias de color amarillo-
dorado, debido a la produccion del pigmento estafiloxantina. Es considerado un
microorganismo inmovil, no esporulado, anaerobio facultativo que posee ciertas
caracteristicas bioquimicas que contribuyen con su identificacion clinica, como la
capacidad de producir las enzimas catalasa y coagulasa, de fermentar manitol y la
incapacidad de producir oxidasa. En su genoma, este microorganismo posee un
cromosoma de aproximadamente 2.800 pb con un bajo contenido G-C (33%) y un
gran numero de elementos genéticos como plasmidos, secuencias de insercion,
transposones e islas de patogenicidad, que poseen genes que codifican para

factores de virulencia y resistencia antibiética * % 3.

2. Interaccion de S. aureus con el hospedador.

S. aureus es el agente causal de una amplia variedad de infecciones tanto en
humanos como en animales. La gran versatilidad que presenta este patdgeno le
confiere la capacidad de producir enfermedades con diferentes grados de severidad,
entre las que se encuentran endocarditis, osteomielitis, neumonia, infecciones de
piel y partes blandas, mastitis, entre otras °. En humanos, la mayoria de los nifios y
adultos pueden ser colonizados intermitentemente por S. aureus, sin manifestar
sintomas. Este patdgeno puede encontrarse en diversos sitios corporales como la
piel, perineo, vagina, siendo la cavidad nasal el lugar de preferencia *. Al respecto S.
aureus coloniza la cavidad nasal de aproximadamente entre el 20 y 50% de la
poblacién . Histéricamente, los portadores nasales de S. aureus se clasificaron en
tres grupos: permanentes, intermitentes y no colonizados. Sin embargo,
recientemente se determinG mediante estudios basados en los perfiles de
anticuerpos anti-estafilococcicos y en la capacidad de eliminar cepas de S. aureus
de la cavidad nasal, que los grupos intermitentes y no colonizados compartian
similitudes. Esto, permitié la reclasificacién en dos grupos: persistentes y otros *°. S.
aureus es capaz de formar biopeliculas sobre el tejido nasal humano y también

murino, contribuyendo a la colonizacién de las narinas del hospedador © ” 8.
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3. Emergencia de la resistencia antibiética.

Las infecciones graves causadas por S. aureus con frecuencia requieren
hospitalizacion y enérgica terapia antimicrobiana preponderantemente porque S.
aureus desarrolla resistencias muiltiples a los antibiéticos de uso habitual ° *°. La
aparicion de penicilinas resistentes a penicilinasas condujo a la generacion de la
resistencia a meticilina y la consecuente aparicion de cepas de S. aureus meticilina
resistentes (SAMR) 1. La resistencia a meticilina esta dada por la presencia del gen
mecA, el cual se encuentra en un elemento mévil denominado cassette cromosomal
estafilocéccico y codifica para una proteina de unién a penicilina (PBP2) 2. En
Ameérica Latina circula una variedad de clones epidémicos resistentes a meticilina
que a menudo vienen acompafiados de otras resistencias a antibiticos °.
Particularmente, en nuestro pais se reporté una prevalencia mayor al 50% de cepas
SAMR provenientes de infecciones intrahospitalarias, destacandose al clon
cordobés (CBS) entre ellas '*. Mas aun, se han registrado infecciones por SAMR
adquiridas en la comunidad y algunos de éstos clones estan circulando ahora en el
ambiente hospitalario *°. Una opcién terapéutica para el tratamiento de pacientes
con infecciones por SAMR es la administraciéon de vancomicina (VAN), con el
inconveniente de la emergencia actual de cepas de S. aureus con susceptibilidad
reducida (VISA) o resistentes (VRSA) a dicho antibiético *° " '8, Cabe destacar que
las cepas VISA han sido también aisladas de pacientes que no recibieron VAN
como terapia antimicrobiana. En estos casos, las infecciones estuvieron asociadas
con la colonizacion de S. aureus formando biopeliculas o agregados adheridos a
una superficie con un alto nivel de densidad bacteriana '’ *°. Los mismos autores
reportaron que las biopeliculas serian uno de los factores de riesgo de la aparicion
de cepas VISA. Por su parte, la ciprofloxacina (CIP) también ha sido utilizada en la
terapia de ciertas infecciones causadas por S. aureus, especialmente contra cepas
SAMR resistentes a otros antibiéticos de preferencia. La aparicién de cepas de S.

aureus resistentes a CIP ha sido reportada % .

4. Factores de virulencia.

El gran nimero de factores de virulencia que posee S. aureus posiciona a esta
bacteria como uno de los patégenos nosocomiales mas exitosos. Entre ellos se

encuentran factores asociados a superficie y también extracelulares que permiten la
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adherencia a los tejidos del hospedador, contribuyen al dafio tisular y a la evasion

de los mecanismos inmunes. Entre estos factores cabe destacar:

¢ los componentes superficiales microbianos que reconocen moléculas adhesivas
de la matriz o MSCRAMMSs (sigla de las palabras en inglés microbial surface
components recognizing adhesive matrix molecules) entre los que se encuentran
las proteinas de union a fibronectina (FNnBPA y FnBPB), factores de
agrupamiento (CIfA y CIfB), proteina A (SpA), SdrC y SdrD, entre otras.

e las adhesinas que son secretadas y luego pueden volver a unirse a la superficie
bacteriana, conocidas como SERAMs (sigla de las palabras en inglés secretable
expanded repertoire adhesive molecules), entre las que mencionamos a Emp,

22 23

Coa, proteina de union a fibrindgeno (Efb) y Eap

De los factores extracelulares que produce esta bacteria, cabe mencionar:

e el polisacarido capsular (PC), encontrado en el 90 % de los aislamientos de S.
aureus de humanos, contribuye con la evasion de las defensas del hospedador
al inhibir la quimiotaxis y poseer funcion antifagocitica. Los serotipos 5 y 8 son
los mas frecuentes entre los aislamientos provenientes de humanos. El PC esta
constituido por unidades de N-acetilglucosamina, cuya sintesis se encuentra a
cargo de las enzimas codificadas en el operdn cap, que esta conformado por 16
genes.

e el polisacarido intercelular de adhesion (PIA), contribuye a la adhesién célula-
célula y es uno de los componentes de la matriz extracelular de las biopeliculas.

e las hemolisinas (a, B y &) responsables de la lisis de células del huésped,
especialmente los globulos rojos.

e las proteasas extracelulares que facilitan la diseminacion de la infeccion a otros

sitios del hospedador.

5. Requladores.

La expresion del conjunto de factores de virulencia que posee S. aureus se
encuentra bajo el control de una compleja red regulatoria conformada por un gran
namero de factores transcripcionales (tales como MgrA, Fur, CodY, entre otros),
sistemas regulatorios de dos componentes (como saeRS, srrAB, arlRS, vraSR,
otros) y el sistema agr que se activa en respuesta a la densidad bacteriana ?* ?°. La
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naturaleza compleja de las vias regulatorias que controlan la virulencia en S. aureus
surge del hecho que multiples reguladores pueden activar o reprimir un Gnico gen
blanco. Ademas, el encendido y apagado de los reguladores varia segun la fase de
crecimiento en la que la bacteria se encuentra, generando asi un programa temporal
durante el cual la expresion orquestada de diferentes factores de virulencia se
favorece segln la etapa en la que se encuentra el proceso infeccioso . Durante la
fase de crecimiento exponencial, la expresidbn de proteinas superficiales de
adhesién se encuentra favorecida, facilitando asi los procesos de adherencia a los
tejidos por parte de la bacteria que son fundamentales en las etapas iniciales de la
infeccion y colonizacion. Al alcanzar la fase post-exponencial, la expresién de
moléculas adhesivas ya no seria esencial, mientras que la expresion de toxinas (e;.
hemolisinas) y enzimas (ej. proteasas) extracelulares esté favorecida, contribuyendo
con la invasién y diseminacion bacteriana %°.

A continuacion se describen los reguladores relevantes para este trabajo:

e mgrA

Es un factor transcripcional homologo a proteinas de la familia MarR de E. coli y
estd involucrado en la resistencia antibiotica. Regula mas de 300 genes en S.
aureus, entre los cuales se encuentran los que codifican para importantes factores
de virulencia, asi como también genes metabdlicos 2’. MgrA estimula la expresion
de los genes cap y hla, mientras que regula negativamente los genes spa y norA,
siendo este ultimo el que codifica para una bomba de eflujo involucrada en la
resistencia a quinolonas como la CIP % . M&s aln, una mutante mgrA de S.
aureus, generada por transposicion, provocO un aumento en la concentracion
inhibitoria minima (CIM) a CIP #. Un resultado similar se observé para la VAN,
denotando la accién de MgrA sobre la resistencia al glucopéptido ?°. A su vez, MgrA
es capaz de controlar otros reguladores globales como SarA y SarS y de esta forma
afectar sus respectivos regulones %’ *. También, MgrA acttia redundantemente con
otros sistemas regulatorios, tal es el caso de agr, estimulando la produccion de

exoprotefnas y reprimiendo la expresién de proteinas de superficie 2’.
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e codY

El factor transcripcional CodY es una proteina altamente conservada,
involucrada en la adaptacion hacia la fase estacionaria en diversas bacterias Gram
positivas !. Este regulador global es capaz de sensar el estado metabdlico de la
bacteria detectando los niveles de GTP y/o aminoacidos ramificados (isoleucina,
leucina y valina). De este modo, CodY modula su actividad regulatoria sobre la
expresion de diversos factores de virulencia en S. aureus. Ademas, de controlar la
expresion de genes del metabolismo central como sucAB (2-oxoglutarato
deshidrogenada), Idhl (lactato deshidrogenada), pyc (piruvato carboxilasa), CodY
reprime la expresién de genes involucrados en la respuesta antioxidante de la
bacteria tales como sodA (superoxido dismutasa) y katA (catalasa) asi como
también la de reguladores globales como agr y de genes de virulencia como spa,
cap y fnbA en S. aureus 3! *2. La intima relacién que guardan el estado metabélico y
la produccion de factores de virulencia por este patégeno, requiere de una estricta
regulacion. Al respecto, CodY ha sido propuesto como un regulador metabdlico

debido a que liga el estado nutricional con la virulencia de S. aureus 2.

e fur

En muchas especies bacterianas la respuesta a cambios en la disponibilidad de
hierro es mediada por el regulador global Fur (ferrum uptake regulator) ** 34, Este
factor transcripcional ha sido considerado durante mucho tiempo como un represor
de los genes involucrados en la captura de hierro cuando este nutriente abunda.
Entre estos genes encontramos los que codifican para pequefias moléculas
llamadas sideréforos, como la aureochelina, estafiloferrina Ay B y los que codifican
para sistemas captadores del hemo del hospedador (Isd y Hts) **. Sin embargo, en
los dltimos afios se ha demostrado que Fur puede ademas activar la expresion de
ciertos genes tanto en condiciones de concentraciones bajas de hierro como en
abundancia de este nutriente esencial *® *’. Cabe destacar que la disponibilidad de
hierro se encuentra en intima relacion con un correcto funcionamiento del
metabolismo bacteriano, debido a que actia como cofactor de varias enzimas. Al
respecto, se sefialé a Fur y al hierro como represores de la expresion de proteinas
involucradas en la glucdlisis, y activadores de la expresion de las enzimas del ciclo

de los acidos tricarboxilicos (TCA), aconitasa y succinato deshidrogenada (las
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cuales poseen centros Fe-S). Ademas, Fur activdo la expresion del regulador
metabdlico CodY *. Por otra parte, Johnson y col. (2011) establecieron que Fur es
necesario para la induccion de agr y de la expresién de factores de virulencia

regulados por éste, tales como hla .

e agr

El sistema regulatorio global agr consta de dos unidades transcripcionales que
se encuentran bajo el control de dos promotores divergentes 2*. El promotor P2
controla la transcripcion de los genes agrBDCA (generando el transcripto RNAII)
cuyos productos estan involucrados en la regulacion del sensado poblacional o

guorum sensing (Figura 1).

o Fase exponencial
o (8 Densidad bacteriana
o baja

& Colonizacion Diseminacién/Dafio
‘ SpA tisular
—(;::—-:{)Q«:()::“}— cife Hemolisinas
hild agrB agrD agrC agrA EfB Exoproteasas
/ Ea
RNAII RNAII y P

Figura 1. Esquema del locus agr y su regulacién.

El locus agr posee dos promotores divergentes P3 y P2 a partir de los cuales se
transcriben los genes hid y agrB, agrD, agrC y agrA originando los transcriptos RNAIIl y
RNAII. Los genes agrD y agrB codifican para el precursor del péptido autoinductor (AIP) y
para la proteina transmembrana AgrB, respectivamente, la cual procesa y transporta al AIP
hacia el medio extracelular. AgrBDCA conforman un sistema de quorum sensing, en el que
AgrC sensa la densidad poblacional mediante el AIP y se autofosforila para luego fosforilar
a AgrA, la cual activa la transcripcion a partir de ambos promotores (panel izquierdo).
Factores de virulencia regulados por el sistema agr, producidos en fase exponencial
involucrados en la colonizacion, y durante la fase estacionaria relacionados con la
diseminacion y el dafio tisular (panel derecho). (Adaptado de Haag y col., 2016 25).
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AgrC y AgrA son las proteinas histidin quinasa y la reguladora de respuesta,
respectivamente, de un sistema de dos componentes tipico. Mientras que AgrD es
el precursor del péptido autoinductor (AIP) del sistema y AgrB una proteina
transmembrana que procesa a AgrD convirtiéndolo en el AIP. Por otro lado, el
promotor P3 controla la transcripcidon de una pequefia molécula de ARN llamada
RNAIIl que es el efector del sistema agr (Figura 1). Ademéas, RNAIIl contiene la
secuencia codificante para la d-hemolisina, la cual es un importante factor de
virulencia de S. aureus. Por su parte, AgrA activa la transcripcion del RNAII y RNAIII
a partir de ambos promotores (P2 y P3) y también regula la expresion de las
modulinas solubles en fenol (PSM) *. Los residuos Cys 199 y Cys 228 de AgrA
estan involucrados en un proceso de oOxido-reduccion que seria esencial para la
union de AgrA a las secuencias consenso en el ADN. Asi, AgrA en su estado
reducido, se encuentra unido al ADN ejerciendo su accién regulatoria *°. Por otro
lado, el efector del sistema RNAIIlI reprime, en fase estacionaria, la expresion de
factores involucrados en la colonizacién como las adhesinas SpA, CIfB y activa la
produccién de factores dispersantes y causantes de dafio como las hemolisinas y

las exoproteasas .
e sae

El operén sae consta de cuatro genes saePQRS y dos promotores Pc y Pa .
Dentro del gen saeQ se encuentra el promotor P, que dirige la transcripciéon de los
genes saeR y saeS (transcripto A). Por otro lado, el promotor Pc se encuentra rio
arriba del gen saeP y a partir de éste se obtiene el transcripto C el cual es
procesado obteniéndose los fragmentos D y B (Figura 2). El promotor P¢ es el mas
fuerte y a diferencia de Pa no es constitutivo *2. P¢ es autoinducido por SaeRS, asi
la transcripcién de saeRS se inicia primero a partir de Pa y luego de Pc. SaeR y
SaeS conforman un sistema de dos componentes siendo SaeS la proteina
encargada de sensar sefiales externas (ej. antibidticos B-lactamicos) *® y activar a la
proteina SaeR quien regula positivamente la expresion de varios genes involucrados
tanto en la evasion inmune como en la adhesion a moléculas del hospedador. Entre
ellos encontramos a efb, sspA, fnbB, coa, hla, hlb, eap, emp entre otros, mientras
que reprime la expresién del PC y del regulador Fur (Figura 2) %. Cabe destacar que
SaeS posee variantes como SaeS’, la cual es originada por una mutacién por

sustitucion que se manifiesta en un cambio de una Leu por una Pro en la posicion

7
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18 de la estructura primaria de la proteina. SaeS" posee una alteracién en su
estructura que incrementa notablemente su actividad quinasa logrando una
expresion constitutiva de saeP y saeQ, asi como también la de otros genes bajo su
control. SaeP y SaeQ forman un complejo ternario con SaeS que induciria su

actividad fosfatasa responsable de desfosforilar a AgrA activada .

Sefiales
inductoras

hla
hlb
efb
SSpA
fnbB
coa
eap
emp

PC
Fur

Figura 2. Esquema del locus sae y su regulacion. El locus sae posee los promotores P, y
P.. siendo el primero constitutivo y el segundo autoinducido. A partir de P, se transcriben los
genes saeQ, saeR y saeS originando el transcripto A, mientras que a partir de P se
transcriben todos los genes del locus incluido saeP originando el transcripto C a partir del
cual se obtienen los transcriptos B y D. Los genes saeR y saeS codifican para la proteina
reguladora de respuesta y la proteina sensora, respectivamente, del sistema de dos
componentes SaeR/SaeS. Los genes saeQ y saeP son genes accesorios que codifican para
la proteina de membrana SaeQ y para la lipoproteina SaeP, respectivamente, las cuales se
asocian con SaeS e inducen su actividad fosfatasa. SaeS sensa sefiales inductoras externas
y se autofosforila para luego fosforilar a SaeR, la cual se une a sus secuencias consenso en
el ADN vy activa la transcripcion del locus sae a partir de Py regula la de diversos factores

de virulencia y reguladores. (Adaptado de Haag y col., 2016 25).

6. Respuesta de S. aureus frente a sefiales del microambiente de la infeccion.

Las bacterias son capaces de sensar y responder a cambios originados en el
medio en el crecen gracias a que poseen NUMerosos sistemas que reconocen

especificamente distintas sefiales. Entre las sefiales inherentes a las condiciones en
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las que el microorganismo desarrolla su crecimiento, podemos mencionar como
ejemplos los cambios en la osmolaridad, la temperatura, la disponibilidad de hierro,
la densidad poblacional. Por otra parte, algunos farmacos o sus derivados
constituyen en si mismos una sefial para la bacteria. Tales sefiales pueden estar
presentes durante el proceso infeccioso promoviendo una serie de cambios
regulatorios y de la expresion génica que permitirian la adaptacion del patdgeno en
el hospedador.

Al respecto, los antibidticos en bajas concentraciones interfieren con los
procesos de interaccién entre el hospedador y la bacteria tales como fagocitosis,

4445 Concentraciones

adherencia y produccion de factores de virulencia
subinhibitorias (Csub) de tigeciclina modificaron la expresion de factores de
virulencia de S. aureus formando biopeliculas *°. A continuacion se detallan algunas
caracteristicas de las sefales estudiadas en este trabajo de tesis y antecedentes de

su influencia sobre la virulencia de S. aureus:
e VAN

La VAN es un antibiético del tipo glucopéptido con efecto bactericida, que actla
inhibiendo la sintesis de la pared celular al impedir las etapas de transglicosilacion y
transpeptidacion *’. Este antibiético es frecuentemente prescripto a pacientes que
padecen infecciones asociadas a dispositivos médicos implantados y endocarditis
causadas por cepas SAMR.

Algunos de los efectos de este antibiotico sobre la virulencia bacteriana se han
informado en los ultimos afios. Al respecto, la presencia de VAN incrementd la
expresion de proteinas involucradas en la sintesis de pared celular y de
aminoacidos esenciales requeridos para la formacion del peptidoglicano en S.
aureus *’. Por otro lado, bajas concentraciones de VAN modularon la resistencia
antibidtica mediante la produccion de especies reactivas del oxigeno en S. aureus
8 También, la accién de este antibiético resulté en una activaciéon del regulador
sigB y un consecuente aumento en la citotoxicidad en S. aureus *°. Respecto a la
formacion de biopelicula, Csub de VAN afectaron diferencialmente su formacion en

5

cepas de S. epidermidis *° y aumentaron la autolisis bacteriana promoviendo la

liberacion de ADN extracelular (ADNe) y la formacion de biopelicula en cepas VRSA
51
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o CIP

La CIP es una fluoroquinolona de amplio espectro con actividad bactericida,
cuyo blanco de accion es la ADN girasa a la cual se une, inhibiendo de esta manera,
la replicacion del ADN bacteriano. El tratamiento con CIP es a menudo utilizado
para tratar infecciones asociadas a pulmén en pacientes con fibrosis quistica .
Ademas, se utiliza como alternativa de la VAN para tratar infecciones por cepas
SAMR *,

La CIP en Csub indujo la expresion de la adhesina de superficie FnBPB en S.
aureus por un mecanismo que involucra a proteinas del sistema SOS *,
aumentando asi la adherencia de este patdégeno. Por otra parte, Csub de CIP
incrementaron la frecuencia de transposicion de la secuencia de insercion 1IS256 y la
induccion de profagos en S. aureus provocando cambios de expresion en algunos

factores de virulencia > *.

e SAL

La aspirina o acido acetil salicilico es un agente antiinflamatorio del tipo no
esteroideo perteneciente a la familia de los salicilatos. La Organizacion Mundial de
la Salud ha designado a la aspirina como un medicamento esencial por su alto nivel
de beneficio terapéutico en migrafia, dolor y profilaxis de ataque cardiaco y
accidente cardiovascular. Debido a la variedad de aplicaciones de este
medicamento y a su facil acceso, ya que se comercializa sin prescripcion médica, la
aspirina es consumida por millones de personas en el mundo entero >°. Una vez
ingerida, la aspirina es rapidamente convertida a SAL que es el metabolito
responsable de las acciones antiinflamatorias, antipiréticas y antitrombdéticas

conocidas en humanos °°.

La cantidad de aspirina ingerida por una persona
dependera de la causa de su ingesta. De esta manera, la concentracion de SAL
alcanzada en suero puede variar entre concentraciones relativamente bajas como
0,36 mM (correspondientes a la ingesta de aspirina con fines antitrombaoticos), hasta
concentraciones mas altas como 2 mM (correspondientes a tratamientos mas
severos como es el caso de pacientes reumaticos).

Ademas de ser el componente bioactivo de la aspirina, el SAL es producido por
las plantas y actia como una hormona involucrada en la inmunidad de los vegetales

' Cabe destacar que personas que consumen una dieta vegetariana estricta

10



Introduccion

alcanzaron niveles de SAL en sangre similares a aquellos detectados en individuos
que ingieren aspirina en rangos terapéuticos > *°.

También el SAL ejerce multiples efectos sobre las células bacterianas. En
particular, la produccion de diversos factores de virulencia bacterianos es afectada
en presencia de SAL . Al respecto, el SAL disminuy6 la produccién de la capsula

61 asi como también la virulencia de S. aureus al activar el

en K. pneumoniae
regulador sigB ®2. Por su parte, la aspirina disminuy® la virulencia de P. aeruginosa
al inhibir el quorum sensing y la producciéon de factores de virulencia tales como
adhesinas, biopelicula y toxinas ®. Por otra parte, se ha descripto que el SAL
aumento la resistencia de S. aureus a fluoroquinolonas y a acido fusidico ®° ®. La
exposicién de S. aureus a bajas concentraciones de SAL redujo la produccion de
PC y aumenté la expresién de Eap bajo condiciones plancténicas ®° ®°. Por otro

7 el cual es un

lado, el SAL puede formar complejos con cationes de hierro
nutriente esencial para las bacterias y su disponibilidad afecta la expresion de
factores de virulencia en S. aureus ®. Al respecto, la privacién de hierro durante el
crecimiento de S. aureus, indujo un incremento en la expresion de adhesinas
involucradas en la formacién de la biopelicula *’. Los numerosos efectos que tiene el
SAL podrian actuar como un arma de doble filo, teniendo por un lado un efecto

benéfico y por otro perjudicial segun las circunstancias ® °°.

7. Formacion vy requlacion de las biopeliculas.

Una estrategia utilizada por S. aureus para responder a condiciones
desfavorables es la formacion de biopeliculas. Estas estructuras complejas
comprenden aglomeraciones de bacterias interrelacionadas en una red
tridimensional, inmersas en una matriz extracelular secretada por las mismas
bacterias que conforman la biopelicula (Figura 3). Las biopeliculas juegan un rol
preponderante en las infecciones asociadas a dispositivos médicos implantados y
cronicas. Dicho factor de virulencia le confiere a las bacterias ciertas ventajas como

la evasion del sistema inmune y la refractariedad a la terapia antibidtica.
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Maduracién Desprendimiento
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Figura 3. Mecanismo de formacién de la biopelicula en S. aureus. El desarrollo de la
biopelicula involucra una etapa inicial de adhesién a una superficie o a proteinas de la
matriz del hospedador. Posteriormente, la maduracion ocurre mediante la aglomeracion
bacteriana mediada por factores de adhesiéon (PIA, ADNe, adhesinas, etc.). La formacion de
canales en el interior de la biopelicula asi como la liberaciéon de algunas bacterias de la
biopelicula en la etapa de desprendimiento, es facilitada por factores disgregantes
(proteasas, nucleasas, surfactantes, etc.). (Adaptado de Otto y col., 2013 *?%).

La formacién de biopelicula en S. aureus se inicia con una etapa de adhesion
de algunas células bacterianas a una superficie, la cual es mediada por propiedades
fisico-quimicas de la superficie celular y por factores especificos que median la
adherencia a los componentes de la matriz extracelular derivada del hospedador
(fibronectina, fibrinbgeno, entre otros) que rapidamente cubren la superficie del
biomaterial implantado o del tejido "°. Posteriormente, las bacterias se agrupan en
multicapas embebidas en una matriz extracelular que ellas mismas producen. En
esta etapa de maduracion de la biopelicula, la mayoria de las bacterias no tienen
contacto directo con la superficie por lo que las interacciones entre células llegan a
ser esenciales para el desarrollo y mantenimiento de la biopelicula. Las bacterias
dentro de la biopelicula despliegan niveles variables de actividad metabdlica debido
a la difusion heterogénea de agua y nutrientes. La matriz extracelular que encierra a
la comunidad bacteriana esta constituida por el PIA o poli-N-acetilglucosamina
(PNAG), producido por las enzimas codificadas por el operon icaADBC "* (Figura 4).
Alternativamente, un nimero de proteinas de superficie como Bap, SasG, Eap,
FnBPs, entre otras, pueden reemplazar al PIA contribuyendo a la adhesion
intercelular 2. Ademas, el ADNe producto de la lisis bacteriana, aunque no seria

suficiente para reemplazar al PIA, seria un importante componente de la matriz
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extracelular de la biopelicula . De esta manera, se diferencian dos mecanismos de
formacion de biopelicula, uno dependiente de PIA, cuando éste componente es
mayoritario, y otro independiente de dicho polisacarido que involucra proteinas y
ADNe. Por cierto, en los ultimos afios se vincul6 la sensibilidad a meticilina con el
mecanismo de formacion de la biopelicula, sugiriendo que en cepas SAMR podria
ser PlA-independiente e involucraria adhesina/s. Por el contario, la biopelicula
constituida por PIA jugaria un rol mas importante en el desarrollo de la biopelicula
por cepas de S. aureus meticilina sensibles (SAMS) ", Finalmente, factores
disgregantes tales como proteasas, ADNasas y surfactantes promueven la
liberacién de algunas bacterias de la biopelicula. Esta etapa de desprendimiento
contribuye con la dispersién bacteriana a nuevos sitios de infeccion, en donde

comenzaria la formacién de una nueva biopelicula.
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Figura 4. Esquema del locus ica y sintesis del PIA. El locus ica esta formado por el
operon icaADBC y el gen icaR. El homopolimero parcialmente desacetilado de N-
acetilglucosamina (NAG) es sintetizado por la NAG transferasa localizada en la membrana
(IcaA) con cooperacion de la proteina accesoria de membrana (IcaD). La cadena creciente
de PIA es exportada por la proteina de membrana IcaC. Luego, la desacetilasa IcaB
localizada en la superficie, remueve algunos de los grupos N-acetilos confiriéndole al
polimero un caracter catidnico esencial para la adhesion superficial. El gen icaR codifica
para un regulador negativo del operén icaADBC. (Adaptado de Otto y col., 2009 *"°).
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La formacion de biopelicula por S. aureus estd sujeta a una regulacién
compleja, cuyos mecanismos no han sido dilucidados aun en su totalidad. El
mecanismo mejor entendido de desarrollo de biopelicula es el mediado por el
operon icaADBC cuya expresion es, en parte, regulada por IcaR ya que reprime la
expresién de icaA en fase exponencial temprana "°. Por su parte, los reguladores
globales SarA y SigB controlan la transcripcién del locus ica en forma positiva "° ””.
Majerczyk y col. (2008) demostraron que mutantes codY de dos cepas de S. aureus
aisladas del ambiente hospitalario presentaron una alta capacidad formadora de
biopelicula, como resultado del aumento en la transcripcion del gen icaA y del
consecuente aumento en la produccién del PIA 8. Por otra parte, Trotonda y col.
(2008) demostraron que MgrA reprime la formacion de biopelicula ica-independiente
en S. aureus, regulando negativamente la expresion de adhesinas de superficie y la

® Por otro lado, la

liberacion de ADNe proveniente de la autolisis bacteriana
delecién del gen codY en un aislamiento clinico de S. aureus alto formador de
biopelicula resultdé en baja produccion de PIA, asi como también de biopelicula
formada °. Por cierto, la delecién del gen codY en la cepa de S. aureus USA300
resulté en una incrementada produccion de proteasas extracelulares que afectaron
negativamente la formacién de biopelicula 8. Por su parte, se ha involucrado al
sistema agr en la etapa de dispersion de las biopeliculas de S. aureus al controlar
positivamente la expresion de factores disgregantes (surfactantes como las PSMs y
la 5-hemolisina, proteasas, entre otros) de la matriz extracelular de las mismas 2%
También, se ha relacionado al regulador sae con la formacién de biopeliculas

dependiente de proteinas en S. aureus .

8. Respuesta de S. aureus a condiciones deficientes de hierro.

El hierro es un nutriente esencial para el crecimiento bacteriano y es crucial
para la produccion de energia, sintesis de nucleoétidos y regulacion de la expresion
de genes %*. Sin embargo, la disponibilidad de hierro (Fe?*) en el hospedador esta
limitada ya que al ser insoluble en agua forma complejos con proteinas que lo unen
y movilizan (transferrina, hemoglobina, ferritina, lactoferrina). Por lo tanto, la bacteria
debe competir con el hospedador para adquirirlo. Al respecto, S. aureus posee
multiples sistemas para transportar y extraer el hierro tanto del hemo como de las
proteinas ligadoras del hospedador °®. Esto demuestra la importancia del hierro para
la supervivencia de este patégeno. Las bacterias sésiles responden a un rango de
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8  Ppara

concentracion de hierro mas estrecho que las bacterias plancténicas
diferentes especies del género Staphylococcus se reportaron resultados
contradictorios sobre la participacion de hierro y la produccion de biopelicula. Al
respecto, la formacion de biopelicula por S. epidermidis se observo estimulada
cuando se utilizd un ionétropo de catecolamina para extraer el hierro de las
proteinas ligadoras plasmaticas . Johnson y col. (2008) demostraron que en
condiciones deficientes de hierro, S. aureus requirié la presencia de ica y de las
adhesinas Eap y Emp para formar la biopelicula *". En condiciones de déficit de
hierro, S. aureus desreprime los genes de los sistemas de captura de hierro,
glucélisis y virulencia mediante la proteina de unién Fur *® ®. Por lo tanto, la falta de
hierro gatilla en S. aureus un cambio metabdlico. Especificamente, en estas
condiciones, la bacteria reduce la abundancia de varias enzimas del ciclo TCA y
simultdneamente incrementa la cantidad de enzimas de la via glucolitica. Esta
activacion de la glucdlisis resulta en la produccién de piruvato, el cual es luego
utilizado como sustrato del metabolismo fermentativo debido a la baja actividad del
ciclo TCA. Por lo tanto, esta redireccion metabdlica resulta en la acumulacion del
producto final fermentativo lactato, el cual disminuye el pH circundante e incrementa
los niveles locales de hierro libre ®8. Cabe mencionar que las enzimas clave del ciclo
TCA, aconitasa y succinato deshidrogenasa, poseen grupos prostéticos del tipo
centro hierro-azufre en su estructura funcional, indicando la importancia de la
disponibilidad de hierro para un 6ptimo funcionamiento del ciclo TCA. En S. aureus,
la actividad del ciclo TCA es critica para la elaboracion del PC ®. Por otro lado,
cambios metabdlicos afectaron la sintesis del PIA en S. epidermidis. Durante la fase
exponencial del crecimiento bacteriano, cuando el ciclo TCA esta reprimido, se

produce la sintesis del PIA &°.

Hipotesis de trabajo.

S. aureus facilmente se adapta a diversos nichos del hospedador lo que se
manifiesta en el amplio rango de infecciones que causa. Un coordinado y complejo
mecanismo regulatorio que controla la expresion de sus factores de virulencia, es
puesto en marcha, a fin de modificar su fenotipo en respuesta a las diferentes
condiciones ambientales con las que se enfrenta durante el proceso infeccioso.

Algunos antibioticos y el SAL afectarian a los sistemas regulatorios de este
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patégeno *° *° ®°_ Sin embargo, no es bien entendido que sefiales del hospedador
son detectadas por S. aureus durante la infeccion y como coordina la expresion de
sus genes, a fin de expresar aquellos factores de virulencia que favorecen procesos
adaptativos, como la formacion de biopelicula, en respuesta a nuevas condiciones
del ambiente que lo rodea. La hipdtesis de este trabajo es que S. aureus en
determinadas condiciones microambientales, como la presencia de farmacos,
alteraria la expresion de los sistemas que integran la red regulatoria implicada en la
formacion de biopeliculas, modificando asi la composicion de sus matrices
extracelulares y favoreciendo esta estrategia adaptativa que posibilitaria la

cronicidad y persistencia de la bacteria en el hospedador.
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Objetivos

Objetivo general

S. aureus puede encontrarse colonizando asintoméaticamente en individuos
sanos, como también ser responsable de diversas enfermedades con un amplio
rango de severidad. Tal versatilidad se debe a la adaptacion de S. aureus a vivir en
un microambiente dinamico donde varia la disponibilidad de nutrientes y la
presencia de varias moléculas. Diversos farmacos con los que S. aureus puede
enfrentarse durante el proceso infeccioso actuarian como una sefal de estrés
presente en el entorno que circunda a la bacteria. La habilidad de S. aureus para
detectar los diferentes cambios del microambiente y responder de manera rapida y
proporcional a las sefiales del entorno se debe al delicado control regulatorio de la
expresion génica que modifica la produccion de sus factores de virulencia. Una
estrategia utilizada por S. aureus para responder a las condiciones desfavorables es
la formacion de biopeliculas. Por lo cual, el objetivo general de este trabajo de
investigacion fue estudiar el efecto de diversas sefiales del microambiente de la
infeccion, como el SAL (sefial I) y los antibiéticos VAN y CIP en bajas
concentraciones (sefial 1), sobre los principales factores y reguladores de S. aureus
involucrados en la formacion de biopelicula y su implicancia como estrategia

adaptativa hacia la persistencia y cronicidad de la bacteria en el hospedador.

Objetivos especificos

1. Determinar el efecto de las sefales sobre la capacidad de S. aureus para

formar biopeliculas.

2. Establecer el impacto de las sefiales sobre los constituyentes de la matriz

extracelular de las biopeliculas de S. aureus.

3. Evaluar las consecuencias de la accién de las sefales en las células
bacterianas que integran la biopelicula, con principal atencién en los cambios

regulatorios y metabdlicos.

4. Determinar in vivo el efecto del SAL sobre S. aureus.
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1. Cepas bacterianas.

Las cepas de S. aureus y plasmidos usados en este trabajo se detallan en las
Tablas 1y 2. Todas las cepas bacterianas se conservaron a -80°C en caldo tripteina
de soja (TSB) (Britania) con 20% de glicerol. Las bacterias se cultivaron a 37°C en
diversos medios de cultivo segun los requerimientos experimentales: agar tripteina
de soja (TSA) (Britania), TSB suplementado con 0,25 % de glucosa (TSBg) y TSBg
tratado con 3% de Chelex-100 (BioRad) (CTSBg). Los cultivos planctonicos se
crecieron a 200 rpm durante 18 hs a 37°C y cuando se requirié se registré el
crecimiento bacteriano espectrofotométricamente midiendo la densidad éptica (DO)
a 600 nm a los tiempos indicados. Cuando fue necesario se adicion6 al medio de
cultivo Csub de VAN o CIP, SAL (0,36 6 2 mM) y/o 50 uM de FeSO, (expresado en
lo sucesivo como Fe?"). Las cepas mutantes o cepas con plasmidos se cultivaron en
medio de cultivo suplementado con el antibiético de seleccién correspondiente.

Todos los reactivos se adquirieron en Sigma-Aldrich salvo indicacion.

2. Concentracion inhibitoria minima (CIM).

La determinacion de la CIM de los antibiéticos VAN y CIP para las cepas de S.
aureus en estudio se realizO mediante el método de microdilucion siguiendo los
lineamientos del NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standards). El
rango de concentraciones evaluadas fue de 0,5 - 4 pug/ml para CIP y de 0,25 - 32
ng/ml para VAN. Para ello, 100 pl de una dilucién en caldo (5x10° UFC/ml) de la
suspension bacteriana (ajustada en solucion fisiolégica a una turbidez 0,5 de la
escala McFarland) se agregaron a los pocillos que contenian 100 pl de las
diluciones seriadas de cada antibiotico en TSBg. Las microplacas se incubaron por
18 hs a 37°C. Para el registro del desarrollo bacteriano (DO a 595 nm) se utilizé un
lector de microplacas (Multiskan EX). Para determinar el punto final de desarrollo, se
comparé el valor de DO de cada pocillo con aquel del pocillo control de crecimiento
(sin antibiotico). El ensayo se considerd6 valido si en el pocillo control de crecimiento
se observo turbidez neta. La primera dilucion en la que no se detecté crecimiento

bacteriano se consideré como la CIM de ese antibiético para la cepa ensayada.
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Tabla 1. Cepas y pldsmidos de S. aureus.

Cepas

JL278

JL801

SA113

CBS

BRZ

Mu50
Newman
Newman eap
Newman codY
Newman ica
Newman agr
Newman sae
Newman mgrA
Newmanpzagr
Newmanpsae
Newmanpcap
Newmanpspa
Newmanpnuio

Plasmidos

pALC1484

pALC4991
pALC1741
pALC1743

PALC1766

Caracteristicas relevantes

Cepa Reynolds (PC5+)

Reynolds (Acap); no expresa PC5

Cepa SAMS, alta productora de PIA

Cepa SAMR representativa del clon cordobés
Cepa SAMR representativa del clon brasilero
Cepa VISA representativa

Cepa ATCC 25904; (PC5+)

Newman eap::ermB

Newman codY::ermC

Newman ica::tet

Newman agr::tet

Newman AsaeQPRS

Newman mgrA::ermC

Newman con pALC1743

Newman con pALC4991

Newman con pALC1766

Newman con pALC1741

Newman con pALC1484

Caracteristicas relevantes

Derivado de pSK236 que contiene el gen reportero
ofpuwr (proteina verde fluorescente) sin promotor
precedido por un sitio de union al ribosoma de S.

aureus, CmR

Derivado de pALC1484 con promotor P de sae

fusionado al gen gfpuyr
Derivado de pALC1484 con promotor de spa
fusionado al gen gfpuwr

Derivado de pALC1484 con promotor P3 de agr

fusionado al gen gfpuwr
Derivado de pALC1484 con promotor de cap5
fusionado al gen gfpuwr

* Cepas provistas por nuestro colaborador Dr. Ambrose Cheung.

3. Formacién de biopeliculas.

Fuente
90

90
91
92
92
93
94
95
96
97
*
98
30
99
98
100

*

101

Fuente

101

98

102

100

Se colocaron 200 pl/pocillo de la dilucion 1:100 de los cultivos de S. aureus

crecidos en TSBg durante 18 hs a 37°C en microplacas de poliestireno (Greiner Bio-
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One). Cuando se requirié formar las biopeliculas sobre un area mayor (extraccion de
ARN vy proteinas) se utilizaron botellas de poliestireno de 75 cm? (Nunc™) que se
inocularon con 30 ml de la dilucién 1:100 del cultivo crecido previamente durante 18
hs. Cuando fue necesario se agregd SAL, SAL+Fe?*, o Csub de VAN o CIP en las
concentraciones indicadas en cada experimento. Luego de 6, 24 o 48 hs de
incubacion estatica a 37°C se procedié a cuantificar la biomasa, a extraer ARN o
proteinas segun el requerimiento experimental.

Previo a la cuantificacibn de la biomasa de la biopelicula se determiné el
crecimiento bacteriano en cada pocillo espectrofotométricamente por medicién de la
DO a 595 nm (DOc¢) usando un lector de microplacas. Luego se realizaron 2 lavados
de los pocillos con PBS, se fijaron las biopeliculas con metanol 100% durante 15
min y se tifieron con violeta de genciana (VG) 0,5% durante 20 min. Tras eliminar el
excedente de colorante, las biopeliculas se suspendieron en acido acético 30%. La
biomasa de las biopeliculas se cuantificé espectrofotométricamente midiendo la DO
a 595 nm (DOg) correspondiente al VG. Los niveles de VG (DOg) se relativizaron a
los correspondientes valores de crecimiento bacteriano (DOcg).

4. Ensayo de MTT.

La determinaciéon de bacterias metabdlicamente activas en las biopeliculas
maduras formadas en presencia o ausencia de SAL o SAL+Fe?" se llevd a cabo
mediante el método colorimétrico basado en la reduccién del bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) acorde a Grare y col. (2008) *°. Tras
adicionar 1 mg/ml de MTT a cada pocillo e incubar la microplaca durante 1 h a 37°C,
se eliminaron los sobrenadantes, se lavaron con PBS, se secaron y se agrego
DMSO. Posteriormente, se midié espectrofotométricamente la absorbancia a 570

nm (Abss7o) correspondiente al formazan.

5. Visualizacion de las biopeliculas mediante microscopia.

Se formaron biopeliculas maduras de S. aureus a partir de una alicuota de
cultivos (DOe00=0,05) vertida sobre cubreobjetos circulares contenidos en placas de
24 pocillos (microscopia electrénica de barrido, SEM) o en camaras de 8 pocillos
montada sobre un portaobjeto (ThermoFisher Scientific) (microscopia de escaneo
laser confocal, CLSM). Luego de la incubacion estatica a 37°C durante 24 hs, las

biopeliculas se procesaron como se describe a continuacion.
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Para SEM, las biopeliculas se lavaron con PBS, se fijaron con formaldehido
2,5% a 4°C durante 2 hs y luego, se deshidrataron mediante incubaciones de 5 min
en etanol en concentraciones crecientes. Posteriormente, los cubreobjetos en donde
se formaron las biopeliculas se montaron sobre soportes de aluminio, se cubrieron
con una capa metalica de oro-paladio y se examinaron en un microscopio de
escaneo laser Philips XL30 TMP.

Para CLSM, las biopeliculas se lavaron con PBS, se tifieron con los fluoréforos
SYTO9 e ioduro de propidio del equipo comercial LIVE/DEAD BacLight Bacterial
Viability (Molecular Probes) segun las concentraciones recomendadas por el
proveedor para determinar viabilidad bacteriana. Con éstos colorantes, las bacterias
con la membrana intacta muestran fluorescencia verde mientras que bacterias con
la membrana dafiada exhiben fluorescencia roja. Para visualizar el PIA, las
biopeliculas se tifieron con la aglutinina de germen de trigo (WGA) conjugada al
colorante Oregon Green® 488 (OG) 90 pg/ml y el fluoréforo lipofilico FM4-64 5 pg/ml
(MolecularProbes). En ambos casos, luego de una incubacion de 15 min en la
oscuridad, las biopeliculas se fijaron con paraformaldehido 4%. Tras agregar PBS,
las biopeliculas se visualizaron con un microscopio de escaneo laser concofal Leica,
modelo TCSSP5. Los fluoréforos SYTO9 e ioduro de propidio se excitaron a 498—
565 nm y su emisién se monitored a 600—-693 nm. Por otra parte, los fluoréforos OG
y FM4-64 se excitaron a 508-549 nm y su emision se monitored a 650—-750 nm. En
todos los casos, se recolectaron secciones de las biopeliculas enteras cada 0,7 um
y las imagenes se analizaron con el programa Leica LAS AF Lite. Los parametros de

biomasa y espesor maximo se determinaron usando el programa Comstat2.

6. Disgregacion de las biopeliculas preformadas.

Las biopeliculas formadas durante 24 hs en presencia o ausencia de las
sefales (SAL, VAN o CIP) se lavaron con PBS y posteriormente se incubaron a
37°C durante 2 hs con 100 pg/ml de proteinasa K (Genbiotech) (afecta al
componente proteico); 140 U/ml de ADNasa | (Promega) en Tris buffer 20 mM (pH
7,5) (afecta al componente ADNe); 20 pg/ml de Dispersina B (KaneBiotech) en PBS;
0 20 mM de metaperiodato de sodio (NalO,4) en acetato de sodio 50 mM (afectan al
componente polisacaridico). Luego del tratamiento, las biopeliculas se fijaron,

tineron y cuantificaron espectrofotométricamente.
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7. Capacidad quelante del SAL.

El ensayo de ferrozina se llevd a cabo para determinar la capacidad quelante
del SAL 4 Para ello, 100 ul de TSBg se incubé con 50 uM de FeSO, y distintas
concentraciones de SAL durante 5 min. Para evitar la oxidacién del hierro, se
agrego NH,OH 1,25 mM a la mezcla. Luego, se adicion¢ ferrozina 1,25 mM (0 H2Oq4
para los blancos). La formacién del complejo hierro-ferrozina se determind midiendo
la Abs a 540 nm (AbsSsyg).

8. Cuantificacion del hierro intracelular en biopeliculas.

Alicuotas de los lisados bacterianos obtenidos luego de incubar las biopeliculas
maduras con soluciéon de lisis (100 pl de Tris-EDTA 10:1, 40 pl de lisostafina 1
mg/ml, 20 pl de lisozima 50 mg/ml) se trataron con una solucion de HCI/KMnO,4
(volimenes iguales de HCI 1,4M y KMnO,4 4,5 % p/v en H,Oq4) para promover la
liberacién del hierro unido a las proteinas bacterianas. La cantidad de hierro se
determind mediante el ensayo de la ferrozina. El contenido de hierro libre se
normaliz6 a la concentracién (ug/ml) de proteinas de cada muestra determinada por
el método de Bradford *°°.

9. Espectroscopia infrarroja transformada de Fourier (FTIR).

Las bacterias de las biopeliculas formadas durante 24 hs sobre una gran area
de superficie o de cultivos plancténicos crecidos hasta DOgyp=1 se recuperaron
mediante un paso de centrifugacion a 10.000 x g durante 10 min. En ambos casos,
las bacterias se suspendieron en H,O desionizada y 30 ul de las suspensiones
bacterianas se depositaron sobre una placa éptica de ZnSe. Luego de secar las
muestras durante 40 min a 40°C para obtener finas peliculas transparentes, las
mismas se usaron directamente para su estudio mediante espectroscopia FTIR.
Para ello se utiliz6 un adaptador de placa HTS-XT acoplado a un espectrometro
FTIR Tensor 27 (Bruker Optics GmbH). Los espectros infrarrojos se grabaron en el
modo transmisién en el rango espectral entre 4.000 y 500 cm™. Se seleccionaron las
segundas derivadas de los espectros normalizados de la ventana espectral entre
1.200 y 800 cm™ para el andlisis de componentes principales utilizando el programa
Unscrambler X (CAMO Software). Esta regién espectral es dominada por las

vibraciones de extension C-O-C y C-O-P de distintos oligosacaridos y polisacaridos
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y sus respectivos tipos de uniones glucosidicas. Esta region reconoce cambios en la

composicién de glucopolimeros superficiales de S.aureus incluyendo al PC ¢ 197,

10. Autolisis mediada por Triton X-100.

Se crecieron cultivos de S. aureus en TSBg a 37°C y 200 rpm hasta fase
exponencial en presencia o0 ausencia de la sefial bajo estudio. Las células
bacterianas se recuperaron por centrifugacion a 10.000 x g y 4°C durante 10 min y
se lavaron con H,Oq4 estéril. Luego, se suspendieron en la solucion de lisis formada
por Tris-HCI 0,05 M pH 7,4 y Tritébn X-100 0,05% y se incubaron a 30°C y 200 rpm.
La lisis bacteriana se determin6 espectrofotométricamente midiendo la DOgyo de las
suspensiones cada 15 min durante 3-5 hs. La capacidad autolitica se expres6 como
la relacion (DOg - DO)/DOy, donde DOy corresponde a la densidad inicial y DO
refiere a la densidad registrada a un tiempo particular.

11. Extraccion de ARN de las biopeliculas.

Se removio el medio de las biopeliculas formadas durante 6 hs (inmaduras) o 24
hs (maduras) sobre una gran é&rea de superficie. Luego del lavado de las
biopeliculas con PBS, éstas se removieron con un raspador estéril y se transfirieron
a un tubo Eppendorff conteniendo 1 ml de PBS. Luego de recuperar las células
bacterianas mediante centrifugacién a 10.000 x g durante 10 min, las mismas se
lisaron al agregar 100 pl de la solucion de lisis [Tris-EDTA 10:1 (Tris-HCI 10 mM, pH
8; EDTA 1 mM), 40 pl de lisostafina 1 mg/ml y 20 ul de lisozima 50 mg/ml] e
incubacion a 37°C durante 20 min. Posteriormente, se agregé a los lisados el
reactivo Trizol® (Invitrogen Life Technologies) y el ARN bacteriano se extrajo por el
método del tiocianato de guanidinio-fenol-cloroformo siguiendo las instrucciones del
fabricante. El acido nucleico extraido se traté con ADNasa RQL1 libre de ARNasas
(Promega). La cuantificacion del ARN extraido se realiz6 espectrofotométricamente

mediante lectura de la Abs a 260 nm.

12. Transcripcion reversa seguida por PCR de tiempo real (QRT-PCR).

La sintesis de ADNc se llevo a cabo con la enzima transcriptasa reversa
ImProm-II"™ (Promega) usando cebadores al azar. Para la PCR de tiempo real se
utilizé el equipo Applied Biosystems 7500, los reactivos de la mezcla HOT FIREPol

EvaGreen® gPCR Mix Plus (ROX) (Solis Biodyne) y los pares de cebadores
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especificos detallados en el Anexo I. Las condiciones de ciclado fueron: 50°C por 2
min, 95°C por 15 min seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 seg, 50-55°C (segun la
temperatura de hibridacién de los cebadores usados) por 30 seg y 72°C por 45 seg;
seguido de una etapa de disociacion (95°C por 15 seg, 60°C por 1 min, 95°C por 30
seg y 60°C por 15 seg). El andlisis de los datos se realiz6 con el programa 7500
system SDS software (Applied Biosystems). La cuantificacion relativa de los

transcriptos se realiz6 mediante el método 2°4¢

utilizando el gen gyrB como
normalizador *°. El valor —~AACt representa la diferencia del ciclo umbral (Ct) entre

el gen de interés y gyrB tratados, menos la diferencia de Ct entre el gen de interés y
. - -AACt .
gyrB en medio TSBg no tratado con la sefal. 2 M1 representa una expresion

. —AACt - .. C
incrementada y 2 <1 indica la expresion disminuida.

13. Actividad promotora por fusién transcripcional a GFP.

Cuando se estudio la actividad promotora en biopeliculas, se sembraron 100
pl/pocillo de diluciones (DOg00=0,05) de cultivos de S. aureus en microplacas y se
incubaron estaticamente a 37°C durante 24 hs. Tras medir el crecimiento a DOsgs Se
detecto la fluorescencia de la proteina verde fluorescente (GFP) (F) (Aexc= 485 nm,
Aem= 516 nm) por medio de un fluorbmetro (FLx800 BioTek). Los cultivos
planctonicos ajustados a DOggo de 0,05 se crecieron a 37°C y 200 rpm para medir la
actividad promotora por F cada 2 hs luego de registrar la DOsgs. LoS niveles de
actividad de los promotores se expresaron relativos al crecimiento bacteriano (F/DO)
para minimizar las variaciones por cambios en la densidad O&ptica entre

experimentos.

14. Extraccion de proteinas.

Se extrajeron proteinas de pared de las biopeliculas maduras, asi como también
las proteinas de superficie de los cultivos sésiles (biopeliculas) y plancténicos
(DOeno=1) segun se detalla a continuacion.

Los sobrenadantes de las biopeliculas se descartaron y las bacterias de las
biopeliculas maduras suspendidas en 1 ml de PBS se recuperaron por
centrifugacion a 10.000 x g y 4°C durante 20 min para extraer las proteinas de pared
celular. Para ello, el precipitado bacteriano se traté con 600 pl de la solucién de lisis
(rafinosa 30%; Tris-HCI 0,05M pH 7,5 y NaCl 0,145 M suplementado con 100 pg/mi
de lisostafinay 1 mM de PMSF). Luego se incubo a 37°C y 200 rpm durante 1 h, se
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centrifugd a 8.000 x g y 4°C durante 15 min y se recuperaron los sobrenadantes
conteniendo las proteinas de pared y se conservaron a -20°C hasta su uso.

De los precipitados de bacterias de las biopeliculas obtenidos por centrifugacion
se extrajeron, también, las proteinas de superficie. Esta fraccion proteica se obtuvo
ademas de cultivos planctonicos crecidos hasta fase post-exponencial (DOggo=1)
tratados o no con Csub de CIP. Para ello, las proteinas de superficie se solubilizaron
al suspender el precipitado bacteriano (de la biopelicula o del cultivo plancténico) en
1,25 ml de Tris-HCI 1M pH 7; 2 ml de SDS 10% y 6,75 ml de H,Oq4 € incubar durante
3 min a 100°C. Posteriormente, las proteinas asi solubilizadas se recuperaron por
centrifugacion a 10.000 x g y 4°C durante 3 min. Los sobrenadantes se transfirieron
a nuevos tubos y se conservaron a -20°C hasta su uso. La concentracion proteica

de cada muestra se determind mediante el método de Bradford.
15. Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE).

Todas las muestras proteicas (proteinas de pared o de superficie) se separaron
en un gel de poliacrilamida al 10%. El gel separador al 10% se compuso de 4 ml de
acrilamida 30% / bisacrilamida 8%; 2,5 ml de Tris-HCI 1,5 M pH 8,8; 3,3 ml de H,Oy;
0,1 ml de SDS 10%; 0,1 ml de persulfato de amonio 10%; 4 pl de
tetrametiletilendiamina (TEMED). El gel concentrador al 4% se compuso de 1,3 ml
de acrilamida 30% / bisacrilamida 8%; 2,5 ml de Tris-HCI 0,5 M pH 6,8; 6,1 ml de
H,Oq4; 0,1 ml de SDS 10%; 50 ul de persulfato de amonio 10%; 10 ul de TEMED.
Concentraciones iguales de cada muestra se suspendieron en buffer de Laemmli 5X
(SDS 10%; glicerol 50%; azul de bromofenol 0,3%; Tris-HCI 50mM; (-
mercaptoetanol 5%), se hirvieron durante 3 min y se sembraron en los pocillos del
gel. El gel se sumergio en buffer de corrida 1X y se corrié a 60 V durante 30 miny a
120 V durante 90 min. Luego, los geles se tiflieron con azul de Coomassie 0,25%
durante 15 min y se decoloraron con 3 cambios de solucion de destefiido (metanol
30%, acido acético 10% y H,O4 60%).

16. Identificacion de proteinas por MALDI-TOF/TOF.

Las proteinas de los perfiles obtenidos por SDS-PAGE se fijaron al gel mediante
la incubacion del mismo en solucion fijadora (etanol 30% viv y H3PO4 2% V/v)
durante 3 hs. Luego de realizar 3 lavados con H,O4 de 30 min cada uno, el gel se

sumergio en solucién de tincion (metanol 18% v/v; (NH4).SO,4 17% p/v y H3PO4 2%
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v/v) durante 1 h en agitacion. Luego, se adicion6 azul de Coomassie coloidal 0,5 g/l
y se incubd durante 24 hs en agitacion. Posteriormente, se realiz6 un lavado con
H.Og4 y se escindieron las bandas proteicas seleccionadas con un bisturi estéril para
su posterior identificacion por MALDI-TOF/TOF. Las muestras proteicas se
destifieron con una solucion de HCO3NH4; 50 mM y HCO3NH4 25mM que contenia
acetonitrilo 50% y posteriormente acetonitrilo 100%. Luego de lavar con H,Oy, las
muestras se redujeron, alquilaron y digirieron con tripsina. Los péptidos obtenidos se
extrajeron del gel con acetonitrilo 50%/TFA 0,5%, se concentraron hasta sequedad
en una centrifuga de vacio SpeedVac y se diluyeron a un volumen final de 5 ml con
50%/TFA 0,5%. Las muestras se mezclaron 1:1 con acido hidroxicinamico 3 mg/ml
en 50%/TFA 0,5%. Las muestras se analizaron con un espectrometro MALDI-
TOF/TOF, Ultraflex Il (Bruker Daltonics), en el servicio brindado en el CEQUIBIEM
(Fac. de Ciencias Exactas y Naturales, UBA, Buenos Aires, Argentina). Se

considero significativo un valor de score mayor que 81 (p < 0,05).

17. Extraccion de polisacéarido capsular e inmunoprecipitacion doble.

La cepa Newman de S. aureus se cultivd a 37°C durante 24 hs en placas de
agar Columbia (Difco) suplementado con NaCl 2% para favorecer la produccion de
PC. Se agreg6 al medio Csub de CIP cuando fue necesario. Las cepas de S. aureus
Reynolds PC5+ y PC- (Tabla 1) se utilizaron como controles positivo y negativo de
expresion capsular, respectivamente. Se cosecharon todas las colonias de una
placa en 1 ml de PBS 10 mM (NaCl 0,15 M; pH 7,2) y las suspensiones bacterianas
se autoclavaron por 1 h a 121°C. Las bacterias se precipitaron por centrifugacion a
10.000 x g y los sobrenadantes se filtraron a través de una membrana de
poliétersulfona con poros de 0,45 nm. Los extractos capsulares asi obtenidos se
conservaron a -20°C.

La expresién semicuantitativa del PC se determind mediante un ensayo de
inmunoprecipitacion doble. Para ello, sobre un portaobjetos se preparé un gel
delgado de agarosa al 1% y se realizaron ocho orificios circulares alrededor de un
orificio central. En el orificio central se adicionaron 30 ul de antisuero capsular tipo 5
absorbido y sobre los demas orificios se agregaron 30 pul de diluciones seriadas al
medio de los extractos bacterianos, incluyendo los controles positivo y negativo. El
portaobjetos se colocé en una camara humeda a temperatura ambiente para

permitir la inmunodifusion de los antigenos capsulares y del antisuero. Luego de 24
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hs las lineas de precipitacion se fijaron por sucesivos lavados con NaCl 0,3y 0,15 M

y se visualizaron mediante tincién con azul de Coomassie.

18. Cuantificacion del PIA y del PC.

Para la cuantificacion del PIA se utilizaron dos métodos de deteccion diferentes:
espectrofotométrico y fluorométrico. En el primer caso, luego de fijar las biopeliculas
maduras segun lo detallado en el ensayo de formacién de biopeliculas, se agrego
100 pl/pocillo de solucion de bloqueo [BSA 1% p/v en PBST (Tween 20 0,05% en
PBS)] y se incubd a 37°C durante 1h. Luego, la solucién de bloqueo se reemplaz6
por una nueva solucién de bloqueo conteniendo 75 ng/ml de la aglutinina WGA
conjugada a peroxidasa y la microplaca se incub6 a 37°C durante 30 min. Tras el
lavado de la placa con PBST, se agregd 100 pl/pocillo de solucién sustrato (1 ml de
o-fenilendiamina 10 mg/ml; 9 ml de citrato 0,1 M; 10 ul de H,O, 30V). Luego de 5
min se detuvo la reaccion mediante el agregado de 50 pl de H,SO4 12,5% y se
midié la Abs a 492 nm (Abssg,) utilizando un lector de microplacas. Para la
cuantificacion fluorométrica del PIA, se agregd 100 pl/pocillo de una solucion de
WGA conjugada a OG (Molecular Probes) 90 pg/ml a las microplacas de las
biopeliculas maduras previamente fijadas. Transcurridos 15 min de incubacién a
temperatura ambiente y en la oscuridad, se elimind el colorante y se lavo la placa
con PBS para eliminar el colorante remanente. Finalmente, se agregaron 100
pl/pocillo de PBS y se midi6 la emision de fluorescencia en un fluorometro. El
fluoréforo OG se excité a 485 nm y su emisidon se detectdé a 528 nm. Los niveles del
PIA se expresaron relativos al crecimiento bacteriano medido al inicio del
procedimiento (F/DOg).

El PC se cuantifico por un procedimiento similar al descripto arriba pero la
solucion de blogueo se reemplazd por una solucion de antisuero capsular tipo 5
absorbido (dilucién 1:3000) y la placa se incubé a 37°C durante 30 min. Tras lavar la
placa, se agregé 100 pl/pocillo de una solucién de proteina A conjugada a
peroxidasa (diluciéon 1:3000) y se la incub6 a 37°C durante 30 min. Se agrego
solucion sustrato, luego de lavar la placa y se procedié de igual manera que lo
descripto para la cuantificacion del PIA. Los niveles de PC se determinaron
midiendo la Abssg,. Los niveles del PIA y del PC se expresaron relativos al

crecimiento bacteriano medidos al comienzo del ensayo (AbSg,/DOc¢).
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19. Actividad hemolitica y proteolitica.

Un volumen de 10 ul de los sobrenadantes correspondientes a las biopeliculas
maduras se sembraron en placas de TSA suplementadas con sangre de carnero o
de conejo al 5%, las cuales permiten evidenciar la actividad hemolitica de las 6- y a-
hemolisinas, respectivamente. También, se sembraron 10 pl de los mismos
sobrenadantes en placas de TSA suplementadas con leche (10%) para evidenciar la
actividad proteolitica. Transcurridas 18 hs de incubacion a 37°C se midio el didmetro
de los halos hemoliticos y proteoliticos en las placas correspondientes.

20. Actividad aconitasa.

La actividad de la enzima aconitasa de las bacterias de las biopeliculas
maduras crecidas en botellas de 75 cm? se cuantificé acorde al método de Kennedy
y col. (1983) . Para ello, las células bacterianas de las biopeliculas se
suspendieron en una solucién que contiene Tris-HCI 90mM, pH 8; fluorocitrato 100
MM y 100 pg/ml de lisostafina. Las supensiones se incubaron a 37°C durante 15 min
y se centrifugaron a 21.000 x g y 4°C durante 30 min. Alicuotas de 20 ul de los
lisados se adicionaron a 180 ul de solucién de ensayo (Tris-HCI 100 mM, pHS;
citrato de trisodio 50 mM) y se incubaron a 37°C durante 5 min. La cantidad de
aconitato producido se cuantificé midiendo la Abs a 240 nm (Abs,40). Se utilizé6 un
coeficiente de absorciéon molar de 3,6 mM™ cm™ y se defini6 1 unidad (U) aconitasa
como la cantidad de enzima que cataliza la formaciéon de 1 ymol de aconitato por
min. La actividad enzimatica se expres6é como U/mg de proteinas totales. La

concentracion de proteinas se determind mediante el ensayo de Bradford.

21. Medicion del pH y liberacion del hierro unido a transferrina.

El pH de los sobrenadantes obtenidos por centrifugacion a 10.000 x g durante
10 min de los cultivos planctonicos (DOggo=4) se midié con un pHmetro Adwa AD12.
La liberacion de hierro unido a la transferrina humana se llevé a cabo segun
Friedman y col. (2006) 8. Luego del agregado de 40 pM de transferrina humana a
los sobrenadantes obtenidos se midio la Abs a 450 nm (Absasp) correspondiente al

complejo Fe-transferrina cada 1 min durante 15 min.
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22. Cuantificacion de glucosa, lactato y acetato.

Los sobrenadantes de las biopeliculas maduras se transfirieron a tubos Falcon
de 15 ml y se centrifugaron a 10.000 x g durante 10 min para descartar cualquier
resto bacteriano. La concentracion de glucosa, lactato y acetato presente en los
mismos se determiné utilizando los equipos comerciales Glucose Assay, Lactate
Assay y Acetate Colorimetric Assay (Sigma-Aldrich) siguiendo las instrucciones del
fabricante. El indice de lactato (IL) producido por consumo de glucosa se definio
como IL = nm lactatorsgg / mg glucosarsgg. La concentracion de lactato producido

por las biopeliculas tratadas con SAL o SAL+Fe*" se establecié como:

[lactato]rratado = IL X [glucosa]rratado

23. Estudio in silico de acoplamiento y simulacion de dindmica molecular.

La estructura del dominio LytR de la proteina AgrA se obtuvo de la base de
datos Protein Data Bank (PDB) siendo su ID 3BS1. Para el estudio de acoplamiento
molecular entre AgrA y el SAL se utilizaron los programas AutoDock4 (ADK4)
(version 4.2.6) y AutoDock Vina (ADV). La posicion del centro de la grilla se obtuvo
a partir del célculo del centro de masa de la proteina. La forma de la grilla se definio
como un hexaedro rectangular de 52,5 A de lado y 67,5 A de alto, con el fin de
abarcar la totalidad de la proteina y permitir que el SAL pueda adoptar cualquier
conformacién. Se obtuvieron los mapas de energia para cada tipo de atomo del SAL
con una resolucion de 0,375 A. Se realizaron 100 experimentos de acoplamiento
diferentes con cada uno de los programas y los resultados se agruparon utilizando
un valor de desviacion de la media cuadratica (RMSD) de 2 A. Los parametros para
la busqueda global con el algoritmo genético Lamarckiano (LGA) empleados con el
programa ADK4 se fijaron en 350 para el tamafio de la poblacién inicial, 10x10° para
el nimero de evaluaciones de energia y de 2,7x10* para el nimero maximo de
generaciones. Para el programa ADV se emplearon las opciones por defecto. Los
parametros para la busqueda local del LGA mantuvieron sus valores por defecto
para ambos programas.

Para las simulaciones de dinamica molecular, las estructuras de AgrA y la del
complejo con el SAL (en una concentracion saturante de 260 mM) obtenida
mediante el ensayo de acoplamiento, se solvataron con una caja de moléculas de

H,O TIP3P con forma de un octaedro truncado. Estas estructuras solvatadas se
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parametrizaron con el campo de fuerzas ff14SB y AML1. Para ello se utilizé el médulo
LEaP del paquete AMBER. Todas las etapas de la simulacion se realizaron con el
moédulo PMEMD.CUDA del paguete AMBER, que corresponde a la implementacion
en GPU (Graphics Processor Unit) del médulo PMEMD (Particle Mesh Ewald
Molecular Dynamics). El protocolo general consistio de 4 etapas: optimizacion,
termalizacion, equilibracion a numero de particulas, temperatura y presion constante
(NTP), y produccién a numero de particulas, volumen y temperatura constante
(NVT). Durante el proceso de optimizacion, la estructura solvatada y parametrizada
se optimizo utilizando 10 ciclos del algoritmo Steepest Descent y luego 4990 ciclos
del algoritmo Conjugate Gradient. ElI proceso de termalizacion consistié en una
primera etapa de calentamiento de 0 a 10 K durante 10 pseg con una constante de
fuerza de 50 kcal/mol aplicada a todos los atomos de la proteina y una segunda
etapa de calentamiento de 10 a 300 K durante 90 pseg con una constante de fuerza
de 10 kcal/mol. Durante todo el proceso de termalizacion, el volumen del sistema se
mantuvo constante y se utilizé el termostato de Berendsen. La equilibracion se
realiz6 mediante una simulacion de 5 nseg a 300 K utilizando el termostato de
Langevin y sometiendo al sistema a una presion de latm mediante el barostato de
Berendsen. Se aplic6 una fuerza de 1 kcal/mol para limitar la movilidad de los
atomos de la proteina durante el proceso. Finalmente para la produccion se empled
el termostato Berendsen manteniendo la temperatura en 300 K y se apagé el
barostato para generar las condiciones que aproximan a un ensamble NVT,
eliminando todo tipo de restricciones sobre los atomos de la proteina. El tiempo de
simulacion fue de 100 nseg y las coordenadas para cada uno de los atomos del
sistema se registraron cada 2 fseg. En las 4 etapas se utilizaron condiciones
periddicas de contorno, el método de sumas de Ewald y un valor de corte de 10 A
para las interacciones de no unién. En todos los casos donde se empled el
termostato Berendsen, se utilizé una constante de acoplamiento de 5, mientras que

en los que se empleo el termostato Langevin se us6 una constante de 1.

24. Modelo murino de colonizacién nasal.

Grupos de ratones CF1 machos de 8 semanas (aprox. 25 g de peso) se
dividieron al azar en 2 grupos de 5-6 ratones cada uno. El procedimiento
experimental fue evaluado por el CICUAL y aprobado por resolucién N° 901/16 de la

Facultad de Medicina (UBA). Treinta min antes del desafio los ratones se inyectaron
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por via intravenosa con 200 uyl de SAL 2mM o PBS (control). Luego, 10 pl de una
suspensién que contenia un inéculo de 1,6 x 10’ UFC de la cepa Newman de S.
aureus se depositaron lentamente en las narinas de los ratones con una
micropipeta. Transcurridas 4 hs, los ratones se sacrificaron con CO, y el area que
rodea la region nasal de los mismos se tratdé con etanol 70%. Posteriormente, se
extrajeron las narinas y se homogeneizaron en 400 ul de TSB utilizando un
homogeinizador de tejidos (Ultra Turrax). Finalmente, diluciones de los
homogenatos se sembraron en placas de TSA y se incubaron a 37°C durante 18 hs

para el posterior recuento de las UFC .

25. Analisis estadistico.

Los datos no paramétricos se analizaron con el test de Mann-Whitney, mientras
gue los datos con distribucibn normal se compararon con un t-test no pareado
usando el programa Graphpad (version 5.0; GraphPad Prism). Valores de p < 0,05

se consideraron significativos.
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Anexo |. Oligonucleétidos utilizados para qRT-PCR.

Oligonucleétido

gyrB
icaA
icaR
cap5K
PYKA
gapB-Fw
I[dh1

citB
glmM

fur

codY
RNAIII
agrA
agrC
psmai.,
pSMas.4
psmpB;
sae

eap

emp

Secuencia5- 3’

: GGTGCTGGGCAAATACAAGT
: TGGGATACCACGTCCGTTAT

: GCCATGTGTTGGATGTTGGT
:AACCTTTTCGTTTTCATTGTGCT

: TCGAACTATTCAATTGATGCTTTA
: CAGAAAATTCCTCAGGCGTA

: CCAGTGAATTGTTTGCAACG
. CATTTTCCCAATAAATGTTGAAAG

: TGCAGCAAGTTTCGTACGTC
: GGGATTTCAACACCCATGTC

: GCATTATTCCTACTTCTACTGG
 GCTTGGTTTACTTCTTCTGC

- TTCGAGGAGATGTTATGG
: ACAGATGACAACTAGATCC

TCAAAATCCATCATTCTTCC
: TCACCGAATTTACCCATAAC

- CTAGTGATGATGTTGAACC
: CAAGAAAACCCAGAATTACC

: GACAGTATACAGAACGTTAGAG
: GACCACATTCCATACATAC

: TAGCACAAACGATTAGTAGC
: CAGCATATTCACCTAGTACC

: TTCACTGTGTCGATAATCCA
- TGATTTCAATGGCACAAGAT

- CATTTGCGAAGACGATCC
: GATTATCAGTTGCGAGGG

: CTGGCCTACGTGATTA
- GCTACTTACTTCATCGGG

: TGGGTATCATCGCTGGCATC
: TACTTACCAGTGAATTTCTC

- ATGGAATTCGTAGCAAAATTATTC
- GCGAAAATGTCGATAATTGCTT

CTGCACAACAACATGATAG
: TTACCTAGTAAACCCACAC

- ATGCTAATACCGTGAATGTCCA
: TGGCCGTTAAACCACATTAAA

: TAGAGGTATCGGGGAACGTG
 TTGGTGTTGATGTGCCATTT

: CAGAATCGCCTAGATATACACATCCA
: CCATGCCCTGGTGTAACAAAATT

ATMDOT OM T AOT OM T T 0T T o7 0T 0T |7 UM T T 0T 0T |0

Fuente
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sdrC F: AAAAGGCATGATACCAAATCGA o6
R: AATTCTCCATTCGTATGTTCTG

fnbA F: ACAAGTTGAAGTGGCACAGCC %
R: CCGCTACATCTGCTGATCTTGTC

clfA F: ATGTGACAGTTGTGATTGACTCTGG o6

R: TAGGCACTGAAAAACCATAATTCAGT
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Senal I: SAL

Obj. 1. Determinar_el efecto de las sefiales sobre la capacidad de S. aureus

para formar biopeliculas.

1.1. Efecto del SAL sobre la biodisponibilidad de hierro.

La molécula de SAL tiene la particularidad de poder capturar iones de hierro
segun las condiciones del medio en el que se encuentre *** . Con el objetivo de
conocer la capacidad del SAL para acomplejar Fe** en el medio de cultivo utilizado
se cuantificaron espectrofotométricamente los complejos ferrozina-Fe?* formados en
TSBg tratado con concentraciones crecientes de SAL y 50 uM de FeSOy. Por cierto,
una concentracion de 2 mM de SAL depleté el 23% del hierro libre (Figura 5).
Concentraciones crecientes de SAL provocaron una disminucién constante (aprox.
80%) del hierro libre disponible alcanzando una meseta alrededor de los 12,5 mM. A
pesar de que la concentracién de 5 mM de SAL depletd el 49% del Fe?" libre, se
eligié para continuar el estudio la concentracién de 2 mM debido a que ésta es la
concentracion alcanzada en suero habitualmente después de la ingestion de
aspirina en dosis terapéuticas. Resultados similares se obtuvieron al medir el hierro
libre total en el medio TSBg (39,3 + 7,1 uM) y TSBg con 5 mM de SAL (21,4 +5,3
MM) por espectroscopia de absorcién atomica (Departamento de Quimica Analitica,

Facultad de Farmacia y Bioquimica, UBA).

0.20
’;o: ¢
n
£ 0.151
< 2 mM SAL depleté 23% de Fe?* libre
(t‘CD
0.10+ , .
"c'g 5 mM SAL deplet6 49% deFe?" libre
c
N
© 0.05
@
L
0.00 T

0 5 1I0 1I5 2IO 2I5 3I0 3I5 4I0 4I5 5IO
[SAL] (mM)

2+
Figura 5. Czapacidad guelante del SAL de iones Fe . Cuantificacion de complejos
ferrozina-Fe en TSBg tratado con diferentes concentraciones de SAL mezclado con 50

2 2
MM Fe +. La cantidad de complejo ferrozina-Fe ' se determiné midiendo la absorbancia a
540nm (Abss,g). La concentracion de hierro basal en el medio TSBg fue 39,3 uM. Se
realizaron 3 experimentos independientes.
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Ademas, se cuantifico la concentracion de hierro en el interior de las bacterias
que constituyen las biopeliculas. La concentracién intracelular de Fe?" libre
determinada en presencia de 2 mM fue 27% mas baja que aquella obtenida en las
bacterias de las biopeliculas control, sin agregado de SAL, y similar a la registrada

en las biopeliculas formadas en TSBg tratado con Chelex-100 (Figura 6).

00001 [ TSBg
CTSBg T
g
= 0.0001-
*5 — —
§ p=0,03
o
uL?) 0.0000- 7
o
0.0000 %
SAL[mM] O 2 2 0
FeSO,[uM] O 0 50 0

Figura 6. Contenido intracelular de hierro luego del tratamiento con SAL de
biopeliculas de S. aureus. Cada barra representa la media + SEM de la Abss,, relativa a la
concentracién de proteinas de la muestra en pyg/ml, medida por triplicado de 3 experimentos
independientes. El grupo tratado con SAL y el no tratado fue significativamente diferente (p =
0,03) (Mann-Whitney test). El medio CTSBg fue usado como valor de referencia.

1.2. Influencia del SAL sobre la formacion de la biopelicula.

Inicialmente, el efecto del SAL sobre la formacion de la biopelicula se determiné
utilizando las cepas Newman y CBS de S. aureus (Tabla 1 y 2). Para ello, las
biopeliculas se crecieron en presencia de diferentes concentraciones de SAL y a
distintos tiempos. Las biopeliculas de ambas cepas formadas en presencia de 0,36
0 2 mM de SAL se observaron significativamente aumentadas a los tiempos
estudiados (24 y 48 hs) respecto de aquellas del grupo control (Figura 7).

Para los posteriores experimentos se seleccioné 24 hs de incubacién para la
formacion de las biopeliculas debido a que se observaron resultados similares a los

determinados a las 48 hs en las condiciones estudiadas.
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Figura 6. Formacién de biopelicula por S. aureus expuesta al SAL. Biopeliculas de las cepas
Newman y CBS formadas en TSBg en presencia o ausencia de distintas concentraciones de
SAL durante 24 y 48 hs. Cada barra representa la media + SEM de 6-8 pocillos de 3 a 4
experimentos independientes. Valores de p<0,05 se consideraron significativos para las
comparaciones representadas por una linea horizontal (Mann-Whitney test).

Teniendo en cuenta que diversas cepas de S. aureus podrian responder de
modo diferente al Fe®* disponible, se seleccionaron aislamientos clinicos
relacionados a los clones USA100 y USA300 (Tabla 2) para determinar el efecto
guelante del SAL sobre la formacién de biopelicula. Tanto en las cepas SAMR como
en las SAMS se observo una produccién aumentada de la biopelicula en presencia
de 2 mM de SAL que fue significativamente disminuida con el agregado de hierro
exdégeno (Figura 7).

Tabla 2. Caracteristicas de las cepas estudiadas.

Cepa spatipo MLST SCCmec Infeccién
CcC ST
Mu50 t002 5 5 [l -
CBS t149 5 5 I -
BRZ t138 8 239 [l -
AR48 t149 5 5 I crénica
ARG66 t002 5 100 v aguda
AR94 t008 8 8 v crénica
AR71 t166 ST10 10 I crénica
AR56 t149 5 5 - crénica
AR70 t002 5 5 - aguda
ARS83 t002 5 5 - crénica
Newman t008 8 8 - -

Cepas de S.aureus relacionadas a los clones USA300 (CC8) o USA100 (CC5). Las cepas AR
provinieron de diferentes hospitales de Buenos Aires. Los secuenciotipos multilocus (MLST), los
complejos clonales (CC), los secuenciotipos (ST), el tipo de SCCmec y el spa tipo se determinaron
previamente 2,
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Figura 7. Efecto del SAL sobre la biopelicula de cepas SAMR y SAMS. Las biopeliculas se
formaron en TSBg por 24 hs en presencia o no de 2 mM de SAL o SAL + 50 puM de FeSO,.

Cada barra representa la media £+ SEM de 6 pocillos de 4 experimentos independientes. Las
diferencias estadisticamente significativas se indican con asterlscos (*) grupos tratados con
SAL vs grupos no tratados; (**) grupos tratados con SAL + Fe® vs grupos tratados con SAL.
Valores de p<0,05 se consideraron significativos (Mann-Whitney test).

Los valores de biopelicula inducida por el SAL oscilaron desde 1,25 (AR94) a
3,87 (AR66) para las cepas estudiadas. Los valores de biomasa relativos a la cepa
Newman tratada con SAL fueron los siguientes: CBS (73%), BRZ (43%), AR94
(54%), AR48 (95%), AR66 (109%), AR56 (60%), AR70 (93%), y AR83 (68%).

Cabe destacar que el agregado de hierro al medio TSBg no afect6 la formacién
de la biopelicula de la cepa Newman (DOg/DO¢ TSBg: 0,35+0,03 vs TSBg+Fe?":
0,28+0,02; NS).

Por otro lado, las biopeliculas de la cepa Newman formadas en presencia de
SAL o SAL+Fe?" se tifieron con dos colorantes fluorescentes y visualizaron por
CLSM. EIl analisis con el programa COMSTAT de las imagenes con las bacterias
viables (fluorescencia verde) establecié que la exposicién al SAL indujo el aumento
de la biomasa (1,308 um®um?) y del grosor maximo de la biopelicula (3,356 pm)
cuando se los comparé con aquellos del control (biomasa: 0,636 um>/pum? y grosor
maximo: 2,666 pum). El agregado de hierro al medio conteniendo SAL disminuyo
ambos pardmetros (biomasa: 0,688 pm*/um? y grosor maximo: 2,112 pm). Los
valores de biomasa de las bacterias muertas (fluorescencia roja) fueron similares
entre las condiciones estudiadas (control: 0,540 um3®um?% SAL: 0,529 pm®/pm?;

SAL+Fe?: 0,485 pm*um?) (Figura 8). En la Figura 9 se muestra que los
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tratamientos con SAL y SAL+Fe?* no modificaron los niveles de bacterias
metabdlicamente activas que constituyen las biopeliculas. El conjunto de estos
resultados sugiere que la disminucién de Fe?" causada por accién del SAL indujo un
incremento en la formacion de la biopelicula de S. aureus independientemente de la

sensibilidad a la meticilina o de las caracteristicas clonales.

Control SAL (2 mM) SAL (2 mM)+Fe’ (50 uM)

3 2
Biomasa (um /um ): 0,636 Biomasa (umslumz): 1,308 Biomasa (umslumz): 0,688
Espesor Maximo (um): 2,666 Espesor Maximo (um): 3,356 Espesor Maximo (um): 2,112

Biomasa (umglumz): 0,540 Biomasa (umslumz): 0,529 Biomasa (umslpmz): 0,485

Figura 8. Imagenes de CLSM de la biopelicula de la cepa Newman. Las biopeliculas

formadas en TSBg con o sin SAL o SAL+Fe2+ por 24 hs se tifieron con los fluor6foros del kit
LIVE/DEAD BaclLight. Los paneles superior e inferior muestran células fluorescentes
verdes (vivas) y rojas (muertas), respectivamente. Secciones sagitales de las biopeliculas
se muestran debajo y a la derecha de cada imagen. Barra de escala: 10 ym. Los resultados
son representativos de 2 experimentos. La biomasa es la cantidad de material biologico (en
volumen) presente en un area dada.
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0.0
SAL[mMM| 0 0 0,36 0,36 2 2
FeSO,[uM 0 50 0 50 0 50

Figura 9. Células de S. aureus metabdlicamente activas en la biopelicula. Las
biopeliculas se formaron en TSBg por 24 hs bajo las condiciones indicadas. La actividad
metabdlica se determind mediante el ensayo de MTT *®. Se midi6 la DO de los pocillos a
595 nm (DO.,) correspondiente a los cristales de formazan formados. Cada barra

representa la medla + DS de 3 experimentos independientes. Las comparaciones entre

grupos (sin Fe VS con Fe ) no fueron estadisticamente significativas (Mann-Whitney
test).

Obj. 2. Establecer el impacto de las sefales sobre los constituyentes de la

matriz extracelular de las biopeliculas de S. aureus.

2.1. Efecto del SAL sobre la composicion polisacaridica de las biopeliculas.

S. aureus produce dos polisacaridos principales, el PC y el PIA, los cuales
poseen como precursor comun a la molécula UDP-N-acetilglucosamina. Trabajos
previos demostraron que el SAL es capaz de reducir la produccion del PC en
cultivos plancténicos . Entonces, con el fin de estudiar el efecto de la quelacién de

* por el SAL sobre las caracteristicas de los polisacaridos de superficie de S.
aureus, se realizaron mediciones de FTIR de cultivos plancténicos y de biopeliculas.

El andlisis se llevé a cabo en la regién del espectro entre 1.200 cm™y 800 cm™
utilizando un método estadistico multivariado no supervisado. Los graficos asi
obtenidos revelaron un claro agrupamiento de los datos espectrales segun los
diferentes tratamientos (control; SAL; SAL+Fe®"). El tratamiento con SAL de los
cultivos planctonicos de la cepa Newman causo6 una perturbacion en la composicion
de los polisacaridos de superficie que no revirtié con el agregado exdgeno de hierro

(Figura 10A). Por lo tanto, se puede sugerir que la deficiencia nutricional de hierro
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ocasionada por el SAL afectaria la expresion del PC en vez del PIA debido a que el

SAL limita la produccién de PC en cultivos plancténicos ®°. Por el contrario, el

analisis de los espectros de las biopeliculas revel6 que el agregado de hierro revirtio

parcialmente las alteraciones polisacaridicas producidas en presencia del SAL

(Figura 10B).
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SAL sobre polisacaridos superficiales de S. aureus

monitoreado por_espectroscopia FTIR. El analisis de componentes principales (CP) se

llevd a cabo sobre la segunda derivada de los espectros vectorialmente normalizados en el

rango espectral de los glicopolimeros (1.200-800cm ) (A) Cultivos planctonicos de la cepa
Newman. (B) Biopeliculas maduras de la cepa Newman. En ambos casos las bacterias se

crecieron en TSBg con o sin 2 mM de SAL o SAL+Fe

2+
. Los diferentes grupos se indican

con elipses y los simbolos son definidos en la figura. La contribucion relativa de cada
componente principal esta indicada entre paréntesis.

La produccion de PC se cuantificd en biopeliculas de la cepa Newman mediante

un ensayo de ELISA, observandose que dicho polisacarido no seria producido en

las condiciones estudiadas (Figura 11).
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Figura 11. Expresion del polisacérido capsular (PC) en biopeliculas de la cepa Newman. Las

2
biopeliculas se formaron por 24 hs en TSBg suplementado con SAL o SAL+Fe +. El PC serotipo 5
se cuantifico por ELISA. Cada barra representa la media + SEM de la Abs,, relativa a la densidad

del cultivo final (DO,,). Control negativo: cepa Reynolds de S. aureus que no produce PC5.

La formacion de las biopeliculas crecidas en presencia de SAL se visualizé por
SEM. Las imagenes mostraron que el SAL caus6 mayor agregacion de las células
bacterianas y estas células produjeron mas sustancia extracelular respecto de lo
observado en las biopeliculas control, las cuales exhibieron imagenes de bacterias
con contornos nitidos. El agregado de hierro al medio con SAL disminuyé el material

gue rodea a las células bacterianas (Figura 12).

SAL (2 mM) SAL (2 mM)+Fe” (50 uM)

Figura 12. Visualizacién por SEM de la matriz_exopolisacaridica de biopeliculas. Las
biopeliculas de la cepa Newman se crecieron por 24 hs en TSBg suplementado con SAL o

2 . , .
SAL+Fe . El aumento de las imagenes es 10.000x. Las flechas muestran las sustancias
extracelulares entre células adyacentes. Las imagenes son representativas de 2 experimentos

independientes.
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A fin de obtener informacion adicional sobre la sustancia extracelular presente
en las biopeliculas expuestas al SAL, éstas se visualizaron por CLSM luego de
tefiirlas con una aglutinina (WGA) fluorescente y un colorante lipofilico de
membrana. La Figura 13 muestra que la presencia del SAL induciria la produccion
de PIA segun el alto contenido de tincion verde (PIA) y amarilla (colocalizacion de
PIA y la célula). Llamativamente, en las biopeliculas crecidas en medio conteniendo
SAL y Fe?" exdgeno se observaron menos sectores coloreados de verde y amarillo
sugiriendo una menor presencia de PIA en las matrices extracelulares. M&s audn,
bajo estas condiciones, las biomasas producidas no difirieron de aquellas

observadas en las biopeliculas control.

Control SAL (2 mM) SAL (2 mM)+Fe” (50 uM)

Figura 13. Visualizacidon del PIA en biopeliculas de la cepa Newman por CLSM. Las

biopeliculas se crecieron por 24 hs en TSBg suplementado con SAL o SAL+Fe2+. El PIA
se visualiza verde debido a la tincién con la lectina WGA conjugada al fluor6foro Oregon
Green 488 y las células bacterianas de color rojo debido a la tincion con el fluoréforo
lipofilico FM 4-64. Secciones sagitales de las biopeliculas se muestran debajo y a la
derecha de cada imagen. Barra de escala: 10 um. Los resultados son representativos de 2
experimentos independientes.

A fin de respaldar estas evidencias, las biopeliculas de S aureus se trataron con
dispersina B, una hexosaminidasa que degrada carbohidratos como el PIA. La cepa
SA113 de S. aureus se utiliz6 como referente debido a que PIA es el principal
constituyente extracelular cuando adopta la forma de vida sésil °*. El tratamiento
enzimatico provoco un desprendimiento significativo de las biopeliculas producidas

por las cepas Newman y CBS cuando se crecieron en presencia de SAL (Figura 14).
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Figura 14. Efecto de la Dispersina B sobre |la biopelicula de S. aureus. Las biopeliculas de las
cepas Newman y CBS formadas por 24 hs en TSBg en presencia o ausencia de SAL, se trataron
con Dispersina B o PBS. Cada barra representa el porcentaje de la biopelicula cuantificada luego
del tratamiento enzimético de 3 experimentos independientes. Valores de p<0,05 se consideraron
significativos para las comparaciones representadas por una linea horizontal (Mann-Whitney test).
La cepa SA113 de S. aureus se utilizé como control positivo de PIA.

Ademas, la cantidad de PIA expresado en las biopeliculas formadas por las

cepas Newman, CBS y BRZ aument6 con la exposicién al SAL y el agregado de

hierro la disminuyd significativamente (Figura 15 A y B). Estos resultados indican

gue la deficiencia de hierro provocada por el SAL indujo la formacién de biopelicula

de manera PIA dependiente por cepas SAMS y SAMR.

A B
1.04 p<0,0001 p=0,02 B CBS 800+ El Newman
0.4 —1T— p<0,0001 P02 &= BRZ
i J— 600
o gz
Q 0.6 O
B Q 400
<t [ T
< 04 — =
N a 200
& 2
0.0 0-
SAL [mM] 2 2 SAL[mMM o 2 2 0 2 2
FeSO, [uM] 0 50 FeSO,[uM 0 0 50 0 0 50

Figura 15. Cuantificacion del PIA producido en biopeliculas de S. aureus inducidas por

SAL. Las biopeliculas se formaron por 24 hs en TSBg suplementado con SAL o SAL+Fe2+. (A)
PIA producido en biopeliculas de la cepa CBS determinado por ELISA. (B) PIA expresado en
biopeliculas de las cepas BRZ y Newman cuantificado fluorométricamente. Cada barra
representa la media + SEM de mediciones por cuadruplicado de 3 experimentos

independientes. Los valores de Abs

492

o fluorescencia (F) se relativizaron a la densidad del

cultivo final (DO,). Valores de p<0,05 se consideraron significativos para las comparaciones
representadas por una linea horizontal (Mann-Whitney test).
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Obj. 3. Evaluar las consecuencias de la accidon de las sefales en las células

bacterianas gue integran la biopelicula, con principal atenciéon en los cambios

regulatorios y metabdlicos.

3.1. Impacto del SAL sobre el metabolismo central en biopeliculas.

La limitacion de hierro impacta profundamente en el metabolismo bacteriano.
Debido a que ciertas enzimas del ciclo TCA, como la aconitasa (citB), poseen
centros de hierro-azufre y que una baja actividad del ciclo se ha vinculado con un
incremento en los niveles del PIA en S. epidermidis **°, se puede especular que la
elevada produccion del PIA en las biopeliculas de S. aureus expuestas al SAL se
deberia a una baja actividad del ciclo TCA promovida por la limitacion del hierro
intracelular. Mediante PCR de tiempo real, se determin6 que el SAL disminuyd los
niveles de transcriptos citB en las biopeliculas de 24 hs y que éstos aumentaron en
las biopeliculas maduras formadas en presencia de hierro (Figura 16). Mas audn, el
SAL disminuy6 la transcripcion de fur en biopeliculas inmaduras, cuyo producto
génico regula positivamente la expresion de citB. Si bien el agregado de hierro no
revirtié significativamente los niveles transcripcionales de fur, la represion mediada

por SAL no se observé en biopeliculas maduras (Figura 16).

El citB (TSBg vs SAL) 3 fur (TSBg vs SAL)
[ citB (TSBg vs SAL+Fe?) [ZZ1 fur (TSBg vs SAL+Fe?)

2.0

1.5+

1.0 .- T
p<0,001

0.5- pe0.001 T 7/
n 7

0.0-

2-AA Ct

6 hs 24 hs 6 hs 24 hs

Figura 16. Efecto del SAL sobre la transcripcién de citB y fur en biopeliculas de S.

aureus. Los niveles transcripcionales se evaluaron mediante gRT-PCR a partir de biopeliculas

inmaduras (6 hs) y madurzgs (24 hs) de la cepa Newman formadas en presencia de 2 mM de
+

SAL o0 SAL + 50 uM de Fe . Los cambios en la expresidn génica se mostraron como las veces

-AACt,
de cambio (2 ). Los datos se relativizaron a los niveles de expresion del gen gyrB. Cada
barra representa la media * SEM de mediciones por duplicado de 3 experimentos
independientes. El valor de p<0,05 indica la significancia estadistica (Mann-Whitney test).
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Los estudios de expresion del gen citB se reforzaron con ensayos funcionales.
Se cuantifico la actividad de la enzima aconitasa en biopeliculas maduras de la cepa
Newman, determinandose que el SAL redujo significativamente la actividad
enzimética y que el hierro revirtié dicho efecto hacia valores similares al del control
(Figura 17). Asi, estos resultados sugieren que la limitacién de hierro mediada por
SAL, afecta negativamente la actividad del ciclo TCA de las células bacterianas de

la biopelicula de S. aureus.

p=0,03

1 p=0,03

(U/mg prot)

Actividad Aconitasa
=
T

0.0-
SAL [mM] 0 2 2

FeSO, [uM] 0 0 50

Figura 17. Cuantificacion de la actividad aconitasa en biopeliculas. Las blopellculas de la

cepa Newman se formaron por 24 hs en TSBg suplementado con SAL o SAL+Fe . La
actividad aconitasa se relativizd a la correspondiente cantidad de proteinas totales en cada
muestra. Cada barra representa la media + SEM de mediciones por duplicado de 3
experimentos independientes. Valores de p<0,05 se consideraron significativos para las
comparaciones representadas por una linea horizontal (Mann-Whitney test).

Teniendo en cuenta que la produccion de polisacaridos requiere un alto gasto
energético y que el SAL disminuyo la actividad del ciclo TCA, hipotetizamos que las
bacterias de la biopelicula adoptarian preferencialmente un metabolismo
fermentativo en presencia del SAL. Por tal motivo, se analizé mediante PCR de
tiempo real el efecto del SAL sobre la transcripcion de genes metabdlicos
indicadores de glucolisis (pyrA, piruvato quinasa), gluconeogénesis (gapB,
gliceraldehido-3-P-deshidrogenasa), fermentacion lactica  (ldh1, lactato
deshidrogenasa) y de la sintesis del precursor de la UDP-N-acetilglucosamina
(glmM, P-glucosamina mutasa). Asi, se determind que el SAL aumento

significativamente los niveles de transcriptos gimM en biopeliculas inmaduras,
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mientras que los mismos se encontraron disminuidos en biopeliculas maduras
(Figura 18). La presencia del SAL no incrementd en forma significativa la
transcripcion de ninguno de los otros genes analizados a los tiempos estudiados.
Sin embargo, el SAL reforzé los niveles bajos de gapB y contribuyé a elevar los de

pyrA en las biopeliculas maduras.

71 3 6hs
HEl 24 hs

2_
2 p=0,03
<
I(\J T

1 OO e ENRUPURRURRUUUUURRURUURTEY OUURPEN! ISUUUVRRUURRY NOSPRON! SO

0 o ]

pykA gapB ldhl gmM

Figura 18. Efecto del SAL sobre la transcripcidon de pykA, gapB, Idhl v gimM en
biopeliculas. Mediante qRT-PCR se cuantificaron los transcriptos de biopeliculas
inmaduras (6 hs) y maduras (24 hs) de la cepa Newman formadas en presencia o
ausencia de 2 mM de SAL. Los cambios en la expresién génica se mostraron como las

veces de cambio (2 AACt). Los datos se relativizaron a los niveles de expresion del gen
gyrB Cada barra representa la media + SEM de mediciones por duplicado de 3
experimentos independientes. El valor de p<0,05 indica la significancia estadistica
(Mann-Whitney test).

Por otra parte, mediante SDS-PAGE de las proteinas de pared celular extraidas
de las biopeliculas maduras, se observd que el SAL incremento la intensidad de
algunas bandas. El analisis de éstas bandas mediante espectrometria de masas
MALDI-TOF permitié identificar las proteinas L- y D- lactato deshidrogenada (Ldh)
(score: 134 y 253, respectivamente; p<0,05) y acetoina reductasa (ButA) (score: 86,
p<0,05) (Figura 19).
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Figura 19. Efecto del SAL sobre |la expresién de proteinas en biopeliculas de S.
aureus. SDS-PAGE de proteinas de pared extraidas de biopeliculas de 24 hs de la
cepa Newman formadas en TSBg suplementado o no con 2 mM de SAL. Se
sembraron cantidades iguales de extractos proteicos en cada calle. Las flechas
indican los polipéptidos D- y L-lactato deshidrogenasa y acetoina reductasa
identificados por MALDI-TOF. La calle de la derecha corresponde al marcador de
peso molecular (PM).

Posteriormente, se cuantificaron las concentraciones de acetato, glucosa y L-
lactato en sobrenadantes obtenidos a partir de biopeliculas de 24 hs de la cepa
Newman. No se detectd la presencia de acetato en dichos sobrenadantes en
ninguna de las condiciones ensayadas. Debido al ligero retraso en el crecimiento
mediado por el SAL (Figura 20), los niveles de L-lactato se expresaron en funcion
del indice de produccién de L-lactato por consumo de glucosa en condiciones
control (IL= nmol L-lactatorsgg/mg glucosarsgg). La concentracion de L-lactato
determinada en los sobrenadantes obtenidos de las biopeliculas de la cepa
Newman fue de 855 nmoles/mg en la condicién control. El SAL indujo el aumento en
los niveles de L-lactato a 1.393,6 nmoles/mg y el agregado de hierro revirtio

parcialmente dichos niveles (1.308 nmoles/mg).
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Figura 20. Curva de crecimiento de la cepa Newman en presencia de SAL.

Se monitored la DOeoo

de cultivos de la cepa Newman crecidos en TSBg en

presencia o ausencia de 2 mM de SAL en funcién del tiempo. Cada punto
representa la media £ SEM de 3 experimentos independientes.

Ademas, la exposicion de cultivos de S. aureus al SAL disminuyo los valores de

pH del medio de cultivo (Figura 21A), promoviendo asi la liberacién del hierro unido

a la transferrina humana (Figura 21B). Estos resultados sugieren que el SAL soélo

estimularia la fermentacion lactica ya que los niveles de acetato fueron indetectables

y la expresiéon de Ldh se encontré aumentada por el SAL.
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Figura 21. Efecto del SAL sobre el pH extracelular y la liberacion del hierro unido a

la transferrina humana. (A) Las curvas describen el pH extracelular vs el crecimiento

(DO600

) de la cepa Newman expuesta 0 no a 2 mM de SAL. (B) Determinacion

espectrofotométrica de la liberacion de hierro unido a la transferrina humana en cultivos

en fase exponencial tardia (DO

600

= 4) con o sin SAL. Los gréaficos corresponden a un

experimento representativo de 3 experimentos independientes.
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3.2. Efecto del SAL sobre el regulador CodY de S. aureus.

La transcripcién de los operones ica y cap puede ser reprimida por CodY 3! 7

118 por este motivo, se investigd el efecto del SAL sobre CodY. Para ello, se
obtuvieron y analizaron los espectros FTIR en el rango espectral que abarca las
longitudes de onda 1.200 cm™ y 800 cm™ (regién correspondiente a polisacaridos)
de biopeliculas de 24 hs formadas o no en presencia de SAL o SAL+Fe?" de las
cepas Newman y su mutante codY. El analisis de componentes principales revelo
diferencias espectrales cualitativas y cuantitativas en dicha regién entre ambas
cepas crecidas en presencia de SAL (Figura 22). El efecto de la mutacién codY
sobre los polisacéaridos superficiales se revirtidé por accion del SAL asi como también
por SAL+Fe?*. Dicho resultado se confirmé mediante la obtencién de distancias
espectrales (medidas cuantitativas de disimilitud correspondientes a las areas no
solapantes entre los espectros relativos al de la cepa Newman sin tratamiento).
Dichos valores fueron: Newman+SAL, 0,76; Newman+SAL+Fe®", 0,35; Newman
codY, 0,35; Newman codY+SAL, 0,18; Newman codY+SAL+Fe?*, 0,21. Por lo tanto,

los polisacéaridos fueron afectados por el SAL en una forma dependiente de codY.

002

Newman
+SAL

Newman
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+Fe?*
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Figura 22. Interrelacion entre codY vy SAL en biopeliculas de S. aureus monitoreada por
espectroscopia FTIR. El andlisis de componentes principales (CP) se llevé a cabo sobre la
segunda derivada de los espectros vectorialmente normalizados en el rango espectral de los

glicopolimeros (1.200-800cm ), de biopeliculas de la cepa Newman y su mutante codY. Las
biopeliculas de 24 hs se formaron en TSBg en presencia o ausencia de 2 mM de SAL o SAL + 50

2+
MM de Fe . Los diferentes grupos se indican con elipses y los simbolos son definidos en la figura.
La contribucion relativa de cada componente principal se indica entre paréntesis.
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Por otra parte, se determiné que el SAL incremento la produccion del PIA en la
biopelicula de la mutante Newman codY (Figura 23). Sin embargo, dicho incremento
(1,7 veces) fue menor al mediado por el SAL en la cepa Newman (3 veces). El
agregado de Fe?* al medio de cultivo que contenia SAL, no afecté significativamente
la produccion del PIA en la biopelicula de la cepa mutante respecto a la condicion
en la que solo el SAL estaba presente. Llamativamente, la cantidad de PIA en la
biopelicula de la cepa parental formada con SAL disminuy6 con la presencia de
Fe?.

1500 E=2 Newman [ SAl113
El Newman codY ZZ1 Newman ica
T
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Figura 23. Cuantificacién del PIA producido _en biopeliculas de la mutante Newman codY.
Las biopeliculas de las cepas Newman y Newman codY se formaron por 24 hs en TSBg

suplementado con SAL o SAL+Fe . El PIA producido en las biopeliculas se cuantifico
fluorométricamente. Cada barra representa la media + SEM de mediciones por cuadruplicado de
3 experimentos independientes. Los valores de fluorescencia (F) se relativizaron a la densidad del
cultivo final (DO_). Valores de p<0,05 se consideraron significativos para las comparaciones

representadas por una linea horizontal (Mann-Whitney test). Las cepas SA113 y Newman ica se
utilizaron como controles positivo y negativo de la produccion del PIA, respectivamente.

Ademas, se investigo el rol de CodY en la formacién de biopelicula mediado por
SAL. Si bien la mutante Newman codY produjo una baja cantidad de biopelicula
respecto a la cepa parental, la presencia del SAL indujo un incremento significativo
en la cepa mutante (Figura 24). A diferencia de lo observado para la cepa Newman,
el agregado Fe?" al medio de cultivo que contenia SAL incrementé la produccién de
la biopelicula de la mutante Newman codY, respecto a la condicién en la que solo el

SAL se encuentra presente (Figura 24).
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Figura 24. Formacién de biopelicula por las cepas Newman y Newman codY
expuestas al SAL. Las biopeliculas de la cepa Newman y su mutante |sogen|ca codY

se crecieron por 24 hs en presencia o ausencia de SAL o SAL+Fe . Cada barra
representa la media + SEM de 6-8 pocillos de 3 a 4 experimentos mdependientes.
Valores de p<0,05 se consideraron significativos para las comparaciones
representadas por una linea horizontal (Mann-Whitney test).

Por otra parte, con el objetivo de estudiar la interrelacion entre codY y el SAL,
se analizé la expresion de los transcriptos codY, icaA y cap5K en biopeliculas de la
cepa Newman mediante PCR de tiempo real (Figura 25). Como era de esperar, el
SAL disminuy6 los niveles de transcriptos cap5k tanto en biopeliculas maduras
como inmaduras y el agregado de hierro no revirtio dicho efecto. Por otra parte, la
presencia del SAL en biopeliculas maduras promovio niveles de transcriptos de icaA
superiores a los observados en biopeliculas de 6 hs formadas en presencia de dicha
sefial. Consistente con este hallazgo, la transcripcion de codY se encontrd
disminuida en biopeliculas maduras expuestas al SAL, mientras que el agregado de
hierro mantuvo a los valores de expresion relativa de icaA y codY en biopeliculas
maduras por debajo de los valores de los controles. Por lo tanto, la exposicion al
SAL pareciera liberar la represion de icaA ejercida por CodY, al disminuir los niveles

transcripcionales de codY en las biopeliculas maduras.
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Figura 25. Efecto del SAL sobre la transcripcién de codY, icaA y cap5K en biopeliculas.
Mediante qRT-PCR se cuantificaron los transcriptos de biopeliculas inmaduras (6 hs) y
maduras (24 hs) de la cepa Newman formadas en presencia de 2 mM de SAL o SAL + 50 pM

de Fe . Los cambios en la expresion génica se mostraron como las veces de cambio (2 ).
Los datos se relativizaron a los niveles de expresion del gen gyrB. Cada barra representa la
media + SEM de mediciones por duplicado de 3 experimentos independientes. El * denota la
significancia estadistica, p<0,05 (Mann-Whitney test).

3.3. Influencia del SAL sobre el sistema regulador agr en biopeliculas de

S. aureus.

La presencia de un sistema agr funcional seria fundamental para la produccién
del PC en cultivos plancténicos de S. aureus **’. Por otro lado, la activacién del
sistema agr requiere de Fur cuando el hierro esta limitado **. Teniendo en cuenta
que en presencia del SAL se encontré disminuida la transcripcion de los genes fur
(Figura 16) y cap5K (Figura 25) y que no se detectd induccion del PC en las
biopeliculas de S. aureus (Figura 11) se postul6é que la funcionalidad del sistema agr
podria verse afectada en presencia de SAL. Cabe mencionar que la expresion de la
a-hemolisina es regulada positivamente por el sistema agr mediante RNAIII.
Ademas, esta molécula efectora codifica para la d-hemolisina, siendo su deteccion
una evidencia de la expresion de RNAIIl y por ende de la funcionalidad del sistema
agr 118
En principio, se estudio la capacidad hemolitica de los sobrenadantes obtenidos
de biopeliculas maduras de S. aureus. Para ello, se sembraron dichos
sobrenadantes en placas agar sangre de conejo y de carnero para determinar la

actividad hemolitica de las a- y &-hemolisinas, respectivamente. Asi, se establecid
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gue los sobrenadantes de las biopeliculas crecidas en presencia de SAL generaron
halos de hemdlisis menores a los controles en ambos tipos de placas de cultivo.
Entonces se puede sugerir que la produccion y liberacién de a-hemolisina y ©-
hemolisina al medio extracelular de las biopeliculas estaria disminuida en presencia
de SAL (Tabla 3). La mutante Newman agr deficiente se utilizO6 como control

negativo de hemdlisis.

Tabla 3. Actividad hemolitica de los sobrenadantes de biopeliculas.

Sobrenadantes de Diametro del halo de hemolisis (mm)

biopeliculas de 24 hs

a-hemolisis &-hemolisis
Newman 3,00 + 0,06 3,33+0,17
Newman+2mM SAL 2,50 + 0,06 2,17 +0,17
Newman agr 0 0

La capacidad de formar biopeliculas en S. aureus se ha vinculado con una baja
actividad del sistema agr. Este sistema regula la etapa de dispersion de la
biopelicula mediante el control positivo de la expresién de proteasas y de moléculas
con propiedades surfactantes, como la 6-hemolisina y las PSMs, que desestructuran
la biopelicula madura promoviendo asf la liberacién de algunas bacterias 8 °. Al
respecto, la dispersion de la biopelicula madura (24 hs) de la cepa Newman
determinada a las 48 hs (DOg/DOc¢ 24 hs: 0,46+0,01 vs 48 hs: 0,36+0,02; p=0,0004),
no se observé en presencia del SAL (DOg/DOc TSBg+2 mM SAL, 24 hs: 1,01+0,03
vs TSBg+2 mM SAL, 48 hs: 1,25+£0,09; NS) (Figura 6). Por todo esto, se analiz6 la
capacidad de la mutante Newman agr para formar biopeliculas en presencia de
SAL. Al respecto, la biomasa de la biopelicula de la mutante Newman agr se
observé significativamente mayor respecto a aquella de la cepa parental. Por el
contrario, el tratamiento con SAL no afecté en forma significativa la produccion de
biopelicula de la cepa mutante (Figura 26). Por otra parte, la visualizacion mediante
SEM de las biopeliculas maduras de la cepa Newman y de su mutante agr, mostro

resultados semejantes a los obtenidos espectrofotométricamente (Figura 27).
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Figura 26. Formacién de biopelicula por las cepas Newman y Newman agr
expuestas al SAL. Las biopeliculas de la cepa Newman y su mutante isogénica agr se
crecieron por 24 hs en presencia o no de 2 mM de SAL. Cada barra representa la media
+ SEM de 6-8 pocillos de 3 a 4 experimentos independientes. Valores de p<0,05 se
consideraron significativos para las comparaciones representadas por una linea
horizontal (Mann-Whitney test). NS (no significativo estadisticamente).

Control SAL (2 mM)

Newman

Newman agr

Figura 27. Visualizacién de las biopeliculas por SEM. Las biopeliculas de la cepa
Newman y de su mutante agr se crecieron por 24 hs en TSBg suplementado con 2 mM
de SAL. El aumento de las imagenes obtenidas es 2.000x. Las imagenes corresponden
a un experimento representativo de 2 experimentos independientes.
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En conjunto, estos resultados indican que el SAL disminuyé la produccion de a-
y 6-hemolisinas, lo que sugeriria una disminucion de la expresion del sistema agr en

la biopelicula madura.

3.3.1. Interaccién in silico del SAL con el regulador AgrA.

La proteina reguladora de respuesta AgrA posee un rol activador sobre el propio
sistema de quorum sensing asi como también sobre el RNAIIl (Figura 1), lo cual
pone de manifiesto la importancia de esta proteina en la funcionalidad del sistema
agr ¥. Por su parte, el SAL es un acido débil capaz de ingresar al citoplasma
bacteriano e interaccionar con proteinas y con el ADN % 2! por |o tanto, se llevé a
cabo un estudio in silico de acoplamiento molecular entre el SAL y la proteina AgrA
(PDB ID: 3BS1) con el objetivo de analizar su posible interacciéon. Mediante el
empleo de dos programas diferentes (AutoDock4 y AutoDock Vina), se identificaron
4 sitios en el regulador AgrA con los que el SAL podria interaccionar (Figura 28A).
Los sitios 1 y 2 coincidieron con regiones de interaccion entre AgrA y el ADN. Estos
sitios poseen residuos de Arg (aminoacido con carga positiva) y de Leu (aminoacido
apolar) que podrian interaccionar con las regiones polar y apolar del SAL,
respectivamente. Ademas, en ambos casos se formaron pequefios bolsillos capaces
de albergar al SAL. También, se analizaron los aminoacidos del regulador AgrA
involucrados en la posible interaccion con el SAL en el sitio 1 (Figura 28B), el cual
segun los experimentos de acoplamiento, seria el de mayor probabilidad de albergar
al SAL con una energia de union de -4,30 kcal/mol. Interesantemente, el residuo Arg
198 se encuentra contiguo al residuo Cys 199 involucrado en el mecanismo de
6xido-reduccién que dirige la unién de AgrA al ADN “°. La presencia del SAL en las
posiciones de los sitios 3 y 4 parecid no interferir activamente con la union de AgrA
al ADN. Particularmente, el SAL en el sitio 3 se ubico sobre la unica a-hélice de

AgrA muy expuesto al solvente y alejado del sitio de union al ADN.
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Figura 28. Sitios en AgrA involucrados en la interaccidn con el SAL, determinados
in_silico. (A) Se muestran los 4 sitios de interaccion entre el SAL y AgrA en
superposicion con un fragmento de ADN. El regulador AgrA se muestra con una
representacion de “New Cartoon” en donde las alfa hélices, las laminas beta y los
“loops” se colorearon en magenta, amarillo y azul, respectivamente. El fragmento de
ADN se muestra con una representacion de “PapeChain” en donde los grupos fosfatos
unidos entre si, los azlcares y las bases nitrogenadas se muestran de color azul,
amarillo y rojo respectivamente. El SAL ubicado en los sitios 1 al 4 se destaca con
elipses y se muestra con una representacion de “Licorice” con los atomos de C, O e H
en cian, rojo y blanco, respectivamente. (B) Complejo predicho para ArgA con el SAL en
el sitio 1, junto a los principales aminoacidos responsables de la interaccién denotados
con elipses (Leu 186, Leu 171, Arg 198 y Asn 185).

Con el fin de evaluar la estabilidad del SAL en cada uno de los sitios
identificados a partir de los experimentos de acoplamiento molecular, se llevé a
cabo una simulacion de dinamica molecular. Como control, se realiz6 una
simulacién del regulador AgrA en ausencia del SAL, observandose fluctuaciones
debidas al esqueleto proteico a través del tiempo (Figura 29A). Estos valores
indicaron que el regulador AgrA, en ausencia del SAL, se estabiliza cerca de los 50
nseg de simulacion, luego de dos fluctuaciones poco significativas, las cuales son
previsibles si se tiene en cuenta que la estructura de partida provino de un
experimento de difraccién de rayos X. No se encontraron diferencias significativas
en la conformacion de la proteina debido a la presencia del SAL, por lo que solo se
muestran los valores correspondientes a la proteina. Por otro lado, el SAL

permanecio sin variaciones significativas durante toda la simulacién Unicamente
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cuando se encontraba presente en el sitio 4, observandose una inversion de 180°
respecto al eje menor de la molécula a partir del nanosegundo 65 de la simulacion
(Figura 29B).

AT 1

RMSD (A)

N —

Figura 29. Simulacién de dinamica molecular para el complejo AgrA-SAL. Se
muestran los valores de desviacion de la media cuadratica (RMSD) en funcion del
tiempo. (A) Se muestran las fluctuaciones correspondientes al esqueleto proteico,
observandose una estabilizacion a partir de los 50 nseg. (B) Se muestran las
fluctuaciones debidas al SAL en el sitio 4 de AgrA, observandose una
estabilizacion a partir de los 65 nseg.

Esta fluctuacion no afecté de forma significativa la interaccion de AgrA con el
SAL ya que la misma ocurre principalmente entre los anillos aroméaticos del SAL y
del residuo Tyr 183. Dicha interaccion se observo en una secuencia de imagenes
capturadas cada 15 nseg superpuestas entre si, en donde la mitad del tiempo el
SAL adopté una conformacién en la que el grupo hidroxilo se orienté hacia arriba y

la otra mitad en una conformacién opuesta (segun su eje medio) (Figura 30).
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Figura 30. Interaccién del SAL con el sitio 4 de AgrA. Se muestra a AgrA
albergando al SAL en el sitio 4 (destacado con elipses) en superposiciéon con
una doble hélice de ADN de frente (panel derecho) e invertido (panel
izquierdo). El residuo de Tyr se muestra con una representacion de “van der
Waals” de color verde y la doble hélice con una representacion de “Surface
Accessibility Solvent Area” coloreado por tipo de atomos (N, O, C, P en azul,
rojo, cian v dorado, respectivamente).

Por lo tanto, los resultados de acoplamiento y dinamica molecular sugieren que
el SAL podria interaccionar con 4 sitios de AgrA, uno de los cuales esta involucrado
en el proceso de union del regulador al ADN. Si bien dicho sitio es el de mayor
afinidad por el SAL, no seria en el que dicho ligando se encontraria mas
frecuentemente. Sin embargo, se puede especular que el posicionamiento del SAL
en los diferentes sitios en distintos tiempos, podria ejercer un efecto estérico que
estaria interfiriendo con la correcta union de AgrA al ADN.

3.3.2. Modulacion transcripcional de genes regulados por AgrA en las

biopeliculas inducidas por SAL.

Teniendo en cuenta que el SAL podria interferir con la union entre AgrA y sus
secuencias consenso en el ADN alterando su accion activadora, se analizé la
transcripcion de genes regulados por AgrA. Ademas de regular su propia
transcripcion y la de los otros genes del locus, AgrA es el Gnico activador de la
expresion de PSMs conocido en la actualidad. Mediante PCR de tiempo real se
determind que el SAL disminuyé significativamente los niveles de los transcriptos

psmai.,, pSmas.4 Yy psmpB, en biopeliculas inmaduras y maduras de la cepa Newman
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(Figura 31). Ademas, los niveles de transcriptos agrA y agrC también se encontraron
significativamente disminuidos en las biopeliculas de 6 y 24 hs por accion del SAL
(Figura 31). Por otra parte, se analizo el efecto del SAL sobre la transcripcion del
efector del sistema agr, RNAIIl (Figura 1). Para ello, se cuantificaron mediante PCR
de tiempo real los transcriptos RNAIII de las biopeliculas de la cepa Newman. Asi,
se determind que el SAL redujo significativamente los niveles de dicho transcripto

tanto en biopeliculas inmaduras como maduras (Figura 31).
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Figura 31. Efecto_del SAL sobre la transcripcién de genes regulados por AgrA en
biopeliculas. Mediante gRT-PCR se cuantificaron los transcriptos RNAIIl, agrA, agrC,
psma, ,, psma, , y psmf, en biopeliculas inmaduras (6 hs) y maduras (24 hs) de la cepa

Newman formadas en presencia de 2 mM de SAL. Los cambios en la expresién génica se

-AACt
mostraron como las veces de cambio (2 ). Los datos se relativizaron a los niveles de
expresion del gen gyrB. Cada barra representa la media + SEM de mediciones por duplicado
de 3 experimentos independientes. El * denota la significancia estadistica, p<0,05 (t test).

Considerando que la expresion de spa es regulada negativamente por el

sistema agr %2

, se evaluob el efecto del SAL sobre la actividad promotora de los
promotores spa y P3 de agr fusionados al gen reportero GFP (Figura 32). La
presencia del SAL disminuy6 la actividad del promotor P3 en las biopeliculas
maduras de la cepa Newman. Por el contrario, la actividad promotora del gen spa se

observo aumentada por el tratamiento con SAL (Figura 32).
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Figura 32. Actividad promotora agr v spa en bacterias de la biopelicula de la cepa
Newman expuestas al SAL. Las biopeliculas de las cepas Newmanpgagr, NewmanPspa (Tabla

1) se crecieron por 24 hs en presencia o ausencia de SAL. Las actividades promotoras P3agr
y spa se determinaron por fusion a GFP y mediciéon de la emision de fluorescencia (F)
correspondiente a la proteina verde fluorescente. Los valores de F se relativizaron a la
densidad del cultivo final (DO ). Cada barra representa la media + SEM de 6-8 pocillos de 3 a

4 experimentos independientes. La cepa Newman,  ~se us6 como control negativo. Valores

de p<0,05 se consideraron significativos para las comparaciones representadas por una linea
horizontal (Mann-Whitney test). NS (no significativo).

Estos resultados demuestran que el SAL disminuyo la transcripcion del gen
agrA, tanto en biopeliculas maduras como inmaduras de la cepa Newman. La
reduccién en la transcripcién del gen activador del sistema agr, conduciria a una
disminucién de los niveles de transcriptos agrC, psmai.;, psmas.4, psmfB, y RNAIII,
asi como también a una caida de la actividad promotora P3 agr y aumento de la del
gen spa en biopeliculas maduras. Ademas se puede sugerir que la baja cantidad de
AgrA que se produciria en presencia del SAL no podria interaccionar correctamente

con el ADN debido a la interferencia estérica que ejerceria ésta sefal.

3.3.3. Consecuencias en la dispersiéon por accién del SAL sobre agr.

Considerando que el sistema agr regula positivamente la expresion de
proteasas extracelulares y que éstas participan en la etapa de dispersion de la
biopelicula, se estudi6 el efecto del SAL sobre las proteasas liberadas al medio de
cultivo de las biopeliculas de S. aureus. Asi, se determind que la capacidad
proteolitica de los sobrenadantes de las biopeliculas de la cepa Newman disminuyo
por la exposicion al SAL, no observandose protedlisis por los sobrenadantes de la

mutante agr deficiente (Tabla 4).
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Tabla 4. Actividad proteolitica de los sobrenadantes de biopeliculas.

Sobrenadantes de

biopeliculas de 24 hs Diametro del halo de protedlisis (mm)

Newman 7,7+0,2
Newman + 2mM SAL 4,5+1,2
Newman agr 0

El sistema agr regula negativamente la expresion de adhesinas (por ej. Spa)
requeridas para la adherencia a las superficies y para mantener el contacto
intercelular de las bacterias en la biopelicula *?* ***. Considerando que la actividad
proteolitica disminuy6 en las biopeliculas tratadas con SAL (Tabla 4), se estudio el
efecto de esta sefial sobre el componente proteico de las matrices extracelulares. El
tratamiento con proteinasa K disgrego el 63% y 32% de las biopeliculas de las
cepas Newman y CBS preformadas en presencia de SAL, respectivamente (Figura
33).

1.0+ p<0,0001
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Figura 33. Tratamiento enzimatico sobre la biopelicula de S. aureus expuesta al
SAL. Las biopeliculas de las cepas Newman y CBS formadas por 24 hs en TSBg en
presencia de 2 mM de SAL, se trataron con 100 pg/ml de proteinasa K (Prot.K) o 140
U/ml ADNasa. Cada barra representa la media + SEM de la biomasa de la biopelicula
cuantificada luego del tratamiento enzimatico, de 3 experimentos independientes.
Valores de p<0,05 se consideraron significativos para las comparaciones representadas
por una linea horizontal (Mann-Whitney test).
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Debido a la escasa actividad proteolitica en las biopeliculas expuestas al SAL y
al notorio constituyente proteico en sus matrices extracelulares, se analizaron los
perfiles de proteinas de superficie de las biopeliculas de la cepa Newman formadas
en presencia de SAL (Figura 34). Se determin6 que el SAL no modificé el patron de
bandas pero incrementé la expresion de algunas proteinas de superficie. Mediante
espectrometria de masas MALDI-TOF se identificaron aquellas dos mas notorias,

las cuales correspondieron a las adhesinas Eap y Emp.
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Figura 34. Efecto del SAL sobre la expresion de proteinas de superficie en
biopeliculas _de S. aureus. SDS-PAGE de proteinas de superficie extraidas de
biopeliculas de 24 hs de la cepa Newman formadas en TSBg suplementado o no con 2
mM de SAL. Se sembraron cantidades iguales de extractos proteicos en cada calle. Las
flechas indican los polipéptidos Eap y Emp identificados por MALDI-TOF. La calle de la
izquierda corresponde al marcador de peso molecular (PM).

El ADNe es otro componente de la matriz extracelular de las biopeliculas de S.
aureus. Debido a que el SAL indujo un aumento tanto en la produccién del PIA
como de proteinas, se estudid su efecto sobre la liberacion de ADNe. La accion
enzimatica de la ADNasa no tuvo un efecto significativo sobre las biopeliculas
preformadas por las cepas Newman y CBS en ausencia o presencia del SAL (Figura
33).

El sistema agr ha sido involucrado en el proceso de autolisis en S. aureus como
un regulador positivo *2°. Por tal motivo y debido a que el SAL no indujo la liberacién
de ADNe en biopeliculas de S. aureus, se analizd si el proceso de autolisis
bacteriana es afectado por accion del SAL. Al respecto, se determind en cultivos

planctonicos que el SAL retrasé la capacidad autolitica mediada por Triton X-100
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tanto de la cepa Newman como de la cepa CBS (Figura 35A y B). Por su parte, la
capacidad autolitica de la mutante Newman agr se observé disminuida respecto a la
cepa parental, confirmando el rol positivo del sistema agr en la regulacion de la

autolisis en las condiciones de estudio (Figura 35C).
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Figura 35. Autolisis mediada por Tritbn X-100 de cultivos de S. aureus expuestos al SAL.
Cultivos de las cepas (A) Newman, (B) CBS y (C) Newman agr se crecieron en TSBg en
presencia o ausencia de 2 mM de SAL hasta fase exponencial tardia. La lisis bacteriana
mediada por Triton X-100 se monitore6 espectrofotométricamente midiendo la disminucion de la
DO,,, @ distintos tiempos. La autolisis se expresé como [(DO,-DO)/DO, donde DO,
corresponde a la densidad inicial y DO refiere a la densidad registrada a un tiempo particular.
Los gréficos corresponden a un experimento representativo de 3 experimentos independientes.

En conjunto, estos resultados sugieren que el SAL ejerce un efecto inhibitorio
sobre el sistema agr y consecuentemente sobre la produccion de moléculas
implicadas en la disgregacion de la biopelicula (proteasas extracelulares,

surfactantes, entre otras) que conlleva a mantener la biomasa elevada por

adhesinas de superficie.
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Obj. 4. Determinar in vivo el efecto del SAL sobre S. aureus.

4.1. Efecto del SAL sobre la colonizacion nasal de S. aureus en raton.

Debido a que el SAL indujo un aumento en la formacion de biopelicula mediado
por el aumento del PIA y de proteinas, generando un fenotipo més adherente, se
analizé la influencia del SAL sobre la colonizacién nasal de la cepa Newman en
ratones. Para ello, grupos de ratones CF-1 se inyectaron con 2 mM de SAL por via
intravenosa y posteriormente se inocularon con 1,6 x 10’ UFC de la cepa Newman
por via intranasal. Luego, se extrajeron las narinas, y los homogenatos obtenidos se
sembraron en placas de TSA para la posterior cuantificacion de las UFC. De esta
manera, se determind una mayor recuperacion bacteriana en las narinas de los
ratones pre-tratados con SAL comparado con las UFC/narina registrada en los
ratones control que recibieron PBS (Figura 36).
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Figura 36. Efecto del SAL sobre la colonizacidn nasal de S. aureus. Grupos de ratones CF-
1se inocularon por \ga intravenosa con 2 mM de SAL o PBS, 30 min antes de la inoculacion

bacteriana (1,6 x 10 UFC/narina) de la cepa Newman. El estado de colonizacion se determiné
luego de la excision nasal a las 4 hs. Cada punto representa un ratén individual. Las Iinea§1

horizontales representan el valor de la mediana (PBS: 7,5 x 10 UFC/narina; SAL: 1,8 x 10
UFC/narina). Las comparaciones entre grupos fue significativa (p = 0,009) (Mann-Whitney test).

La totalidad de los hallazgos sugieren que el SAL induce el aumento en la
biomasa de las biopeliculas formadas por cepas SAMS y SAMR mediante dos
mecanismos. Al disminuir la biodisponibilidad de hierro, la actividad del ciclo TCA y

la transcripcion de codY, el SAL contribuye al incremento de la sintesis del PIA. En
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el segundo mecanismo, disminuyendo la expresion del sistema agr y
consecuentemente la actividad de proteasas extracelulares y surfactantes (PSMs y
d-hemolisina), lo que afectaria negativamente la etapa de dispersion de la
biopelicula. Por lo tanto, si bien el SAL aumenta la biomasa de las biopeliculas de S.
aureus, podria evitar la dispersion de las bacterias de la biopelicula vy
consecuentemente la generacion de nuevos focos de infeccion.

La generacion de un fenotipo mas adherente en presencia del SAL contribuiria

con el aumento de la colonizacion de este patégeno en el hospedador.

Senal ll: VAN y CIP en concentraciones bajas

Obj. 1. Determinar_el efecto de las sefales sobre la capacidad de S. aureus

para formar biopeliculas.

1.1. Formacion de biopeliculas por S. aureus en presencia de VAN o CIP.

Con el objetivo de estudiar el efecto de la VAN y la CIP en Csub sobre la
capacidad formadora de biopeliculas de S. aureus, se determinaron las
concentraciones inhibitorias minimas (CIM) de ambos antibiéticos para cada cepa
en estudio mediante el método de dilucion (Tabla 5). Posteriormente, se
cuantificaron espectrofotométricamente las biomasas de las biopeliculas formadas
sobre una superficie de poliestireno en presencia 0 no de tales sefales.
Transcurridas 24 hs de incubacion, se observé que la VAN indujo un aumento del
19% en la biopelicula de la cepa Newman mientras que la CIP provocd un
incremento del 40%. Por otro lado, se determiné que ninguno de los antibiéticos
tuvo un efecto signficativo sobre las biopeliculas formadas por el aislamiento SAMR
AR71 (Tabla 2). Ademas, dichas sefiales actuaron diferencialmente sobre la
biopelicula de la cepa VISA Mu50 (Tabla 1), no afectando su formacion en el caso
de la VAN y disminuyéndola en un 20% en el caso de CIP en Csub (Figura 37).

Tabla 5. CIM y Csub de CIP y VAN para las cepas Newman, AR71 y Mu50.

Cepa CIP (pg/ml) VAN (png/ml)
CIM Csub CIM Csub
Newman 0,12 0,06 1,2 0,6
AR71 0,5 0,25 1 0,5
Mu50 8 4 8 2,5
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Figura 37. Efecto de Csub de CIP y VAN sobre la biopelicula de S. aureus. Las
biopeliculas se formaron en TSBg por 24 hs en presencia 0 ausencia de Csub de VAN
o CIP (Tabla 5). Cada barra representa el porcentaje de biopelicula formado respecto a
la condicién control (considerada el 100%), de 3 experimentos independientes. Valores
de p<0,05 se consideraron significativos para las comparaciones representadas por
una linea horizontal (Mann-Whitney test).

Los resultados indican que ambas sefiales afectaron la formacién de la
biopelicula en forma cepa dependiente, determinandose una induccion de la misma
mediada por ambos antibidticos en la cepa Newman. No se observaron cambios
significativos en la produccion de biopelicula en presencia de VAN o CIP en la cepa
SAMR (AR71), mientras que en el caso de la cepa VISA (Mu50), la CIP actué como
un inductor de la formacion de biopelicula y la VAN no tuvo efecto alguno.

Obj. 2. Establecer el impacto _de las sefales sobre los constituyentes de la

matriz extracelular de las biopeliculas de S. aureus.

2.1. Influencia de VAN y CIP sobre la composicién de la matriz extracelular de

biopeliculas.

Debido a que ambos antibioticos aumentaron la biomasa de la biopelicula
formada por la cepa Newman, se analizé la naturaleza de los componentes de las
matrices extracelulares. Para ello, las biopeliculas preformadas en presencia o no
de Csub de VAN, se trataron con proteinasa K, ADNasa o NalO4, con el fin de
determinar el aporte proteico, del ADNe y de los polisacaridos, respectivamente, a la
constitucibn de la matriz extracelular. Luego de cuantificar las biomasas, se
evidenci6 que los tratamientos con proteinasa K y ADNasa promovieron la
disgregacion de las biopeliculas inducidas por Csub de VAN (58% y 45%,

respectivamente), mientras que el tratamiento con NalO4 no tuvo efecto alguno
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(Figura 38). A fin de profundizar en el estudio de los constituyentes de la matriz
extracelular, se utilizd la mutante Newman ica, la cual no puede sintetizar PIA
(Figura 23). Dicha mutante, incrementd la biopelicula un 28% en presencia de Csub
de VAN sugiriendo que el aumento de la biomasa inducido por este antibidtico
tendria una composicién polisacaridica escasa o nula. El tratamiento de estas
biopeliculas con proteinasa K, disminuyo el 66% de la biomasa, indicando que las
proteinas son el componente mayoritario de las matrices extracelulares formadas

bajo las condiciones en estudio.
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Figura 38. Efecto de la proteinasa K, la ADNasa y NalO, sobre la biopelicula de S.

aureus formada con VAN. Las biopeliculas de las cepa Newman formadas por 24 hs en
TSBg en presencia de 0,6 pg/ml de VAN, se trataron con 100 upg/ml de proteinasa K
(Prot.K) o 140 U/ml ADNasa o 20 mM de NalO,. Cada barra representa la media + SEM
de la biomasa de la biopelicula cuantificada luego del tratamiento, de 3 experimentos
independientes. Valores de p<0,05 se consideraron significativos para las comparaciones
representadas por una linea horizontal (Mann-Whitney test).

Por su parte, el tratamiento con proteinasa K de la biopelicula de la cepa
Newman preformada en presencia de CIP, logré disminuir la biomasa en un 47%.
Similarmente, la CIP en Csub indujo la formacion de biopelicula en un 68% en la
cepa mutante Newman ica y el tratamiento de la misma con proteinasa K logré un
75% de reduccion de la biomasa. Mas aun, mediante PCR de tiempo real se
determind que la CIP increment6 aproximadamente 4 veces la transcripcion del gen
icaR (Z'MCt: 4,62+0,08), el cual codifica para el represor del operdon ica. Sin
embargo, no afectd los niveles de transcriptos icaA significativamente en

biopeliculas de la cepa Newman (Figura 39).
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Figura 39. Efecto de Csub de CIP sobre la transcripcidon de icaA e icaR en biopeliculas.
Mediante gRT-PCR se cuantificaron los transcriptos de biopeliculas maduras (24 hs) de la cepa
Newman formadas en presencia de 0,06 ug/ml de CIP. Los cambios en la expresién génica se

—AA
mostraron como las veces de cambio (2 ) Los datos se relativizaron a los niveles de
expresion del gen gyrB. Cada barra representa la media £+ SEM de mediciones por duplicado de
3 experimentos independientes. El valor de p<0,05 indica la significancia estadistica (t test).

Teniendo en cuenta que tanto la VAN como la CIP indujeron una biomasa de
naturaleza proteica, se estudid el nivel de transcriptos correspondientes a distintas
proteinas de superficie mediante PCR de tiempo real. De este modo, se determin6
gue el tratamiento con Csub de VAN aumenté significativamente los niveles de los
transcriptos eap, emp y sdrC en las biopeliculas de S. aureus. En cambio, el
tratamiento con VAN no provoc6é cambios en la cantidad de transcriptos de clfA y
fnbA (Figura 40). Por su parte, la CIP indujo un incremento de 27 veces la

2 AACt

transcripcion del gen sdrC ( 27,21+1,13), pero no gener6 cambios en los

niveles de transcriptos eap.
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Figura 40. Efecto de Csub de VAN sobre la transcripcién de genes de adhesinas en
biopeliculas. Mediante gRT-PCR se cuantificaron los transcriptos eap, sdrC, clfA, emp y
fnbA de biopeliculas maduras (24 hs) de la cepa Newman formadas en presencia de 0,6
ug/AmI de VAN. Los cambios en la expresion génica se mostraron como las veces de cambio

(2 ). Los datos se relativizaron a los niveles de expresion del gen gyrB. Cada barra
representa la media + SEM de mediciones por duplicado de 3 experimentos independientes.
El valor de p<0,05 indica la significancia estadistica (t test).
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Posteriormente, se analizaron los perfiles de proteinas de superficie extraidas
de las biopeliculas inmaduras (6 hs) y maduras (24 hs) de la cepa Newman
formadas en presencia o no de Csub de VAN. Mediante SDS-PAGE, se observo
una mayor cantidad de bandas correspondientes a proteinas de superficie
expresadas en las biopeliculas inmaduras comparada con aquellas de las
biopeliculas maduras independientemente de la presencia de la sefial (Figura 41).
Por cierto, la VAN indujo la expresion de una proteina de aproximadamente 60 kDa
en las biopeliculas maduras. Posteriormente, se determind mediante espectrometria
de masas MALDI-TOF, que la banda aumentada en intensidad correspondio a la
proteina Eap. No se observaron diferencias inducidas por Csub de VAN en la

expresion de proteinas de superficie en biopeliculas inmaduras (Figura 41).

(KDa) PM 6 hs 24 hs
225 —jen
150 =%
100 =
75 < . =
0 S — el E
35 Tz - -
25 T
15 1iile T T . |
VAN -+ - +

Figura 41. Efecto_de Csub de VAN sobre la expresiéon de proteinas de superficie en
biopeliculas de S. aureus. SDS-PAGE de proteinas de superficie extraidas de biopeliculas
de 6 y 24 hs de la cepa Newman formadas en TSBg suplementado o no con 0,6 pug/ml de
VAN. En cada calle se sembraron cantidades iguales de extractos proteicos. La flecha
indica el polipéptido Eap identificado por MALDI-TOF. La calle de la izquierda corresponde
al marcador de peso molecular (PM).

La proteina Eap ha sido propuesta como necesaria para la formacion de
biopelicula por S. aureus ¥’ %, Por lo tanto se estudi6 la participacién de dicha
adhesina en la formacion de biopelicula de S. aureus en presencia de Csub de VAN.
Espectrofotométricamente se determiné la presencia del antibidtico no indujo un
aumento en la formacion de biopelicula (Newman eap: 2,76+0,07 vs Newman
eap+VAN: 2,32+0,08; NS) en las condiciones experimentales ensayadas.
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Por lo tanto, ambos antibidticos incrementaron la produccion de la biopelicula
en la cepa Newman, principalmente por mecanismos ica-independientes que
involucran el aumento de proteinas en la matriz extracelular. Particularmente, la
adhesina Eap estaria involucrada en el incremento de la biopelicula mediado por
Csub de VAN. Por su parte, el incremento transcripcional del gen sdrC mediado por
Csub de CIP, permitiria sugerir que la adhesina SdrC contribuye con el aumento de

la biopelicula inducido por dicha sefial.

Obj. 3. Evaluar_las consecuencias de la accion de las sefiales en las células

bacterianas que integran la biopelicula, con principal atencién en los cambios

requlatorios y metabolicos.

3.1. Efecto de Csub de VAN y CIP sobre los reguladores Sae y MgrA.

El sistema de transduccién de sefiales de dos componentes SaeRS responde a
sefales sensadas en el microambiente que rodea a las bacterias controlando
positivamente la expresion de numerosas proteinas involucradas en el proceso de
formacion de la biopelicula, como la adhesina Eap ® **’. Por lo tanto, se investigé el
impacto de las sefiales VAN o CIP sobre el regulador sae. Para ello, se cuantifico
fluorométricamente la actividad del promotor principal (Pc) de sae en las
biopeliculas maduras crecidas en presencia o0 no de Csub de VAN. El antibi6tico

aumento la actividad promotora de sae significativamente (Figura 42).
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Figura 42. Actividad promotora sae en bacterias de la biopelicula expuestas a Csub de
VAN. La biopelicula de la cepa Newman,___ (Tabla 1) se crecid por 24 hs en TSBg en presencia o

no de 0,6 pg/ml de VAN. La actividad promotora Psae se determiné por fusion a GFP y medicion
de la emisién de fluorescencia (F) correspondiente a la proteina verde fluorescente. Los valores
de F se relativizaron a la densidad del cultivo final (DO ). Cada barra representa la media + SEM

de 6-8 pocillos de 3 a 4 experimentos independientes. La cepa Newman,,  ~se uso como control

negativo. Valores de p<0,05 se consideraron significativos para las comparaciones representadas
por una linea horizontal, NS (no significativo) (Mann-Whitney test).
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Para profundizar el estudio, se cuantificaron los niveles de transcriptos sae en
biopeliculas maduras de la cepa Newman tratadas o no con Csub de VAN. La
presencia de VAN durante la formacion de biopelicula en la cepa Newman indujo un
aumento en la transcripcion de sae (22 2,17+0,79). Al estudiar el efecto de la
CIP sobre la transcripcion de sae, se determiné que dicha sefial incrementd su nivel
transcripcional en la biopelicula de la cepa Newman (222°% 3,91+0,09), siendo
dicho aumento mayor al ocasionado por VAN. Asi mismo, la CIP en Csub
incremento la transcripcion de sae (3,58+0,99) en cultivos plancténicos de la misma
cepa. Debido a que sae controla negativamente la expresion del PC, se analizé la
actividad del promotor cap de las bacterias crecidas en modo de vida planctonico
en presencia de Csub de CIP. Asi, se determind que la sefial indujo una
disminucién de la actividad promotora cap (Figura 43A). Por otro lado, mediante el
ensayo de inmunodifusion doble utilizando un antisuero enriquecido con anticuerpos
anti-PC5, se establecié que el tratamiento con CIP disminuyé la produccion del PC

en la cepa Newman (Figura 43B).
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Figura 43. Efecto de Csub de CIP sobre la expresidon del PC en cultivos de S.
aureus. (A) La actividad promotora cap se determiné en cultivos planctonicos de la cepa
NewmanpCap (Tabla 1) expuestos o no a 0,06 pg/ml de CIP. La actividad promotora Pcap

se determindé por fusion a GFP y medicién de la emisién de fluorescencia (F)
correspondiente a la proteina verde fluorescente en funcion del tiempo. Los valores de F

se relativizaron a la densidad del cultivo final (DO_). La cepa Newman,, se usé como

control negativo. (B) La expresion de PC5 se determind mediante inmunoprecipitacién
doble de diluciones seriadas de los extractos capsulares de la cepa Newman previamente
incubada o no con 0,06 pg/ml de CIP. El antisuero se sembré en el pocillo central.
Controles: C+: Extracto capsular de la cepa Reynolds PC5+; C-: Extracto capsular de la
cepa Reynolds PC5-. Para ambos ensayos se realizaron 3 experimentos independientes.
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También, la CIP en Csub indujo la expresion de algunas proteinas de superficie

en los cultivos plancténicos (Figura 44).
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Figura 44. Efecto de Csub de CIP sobre la expresién de proteinas de
superficie en cultivos de S. aureus. SDS-PAGE de proteinas de superficie
extraidas de cultivos planctoénicos de la cepa Newman crecidos hasta fase post-
exponencial en TSBg suplementado o no con 0,06 pg/ml de CIP. En cada calle se
sembraron cantidades iguales de extractos proteicos. La calle de la izquierda
corresponde al marcador de peso molecular (PM).

Por lo tanto, ambos antibioticos incrementaron la transcripcion de sae en
biopeliculas de la cepa Newman, lo que podria contribuir con el aumento de la
formacion de biopelicula por un mecanismo ica-independiente.

Diversas proteinas de superficie son reguladas negativamente por el factor
transcripcional MgrA por lo que se lo ha considerado como un regulador negativo de
la formacién de biopeliculas dependiente de proteinas en S. aureus '°. Por tal
motivo se estudi6 el efecto que tiene la VAN en Csub sobre la biopelicula formada
por la mutante Newman mgrA. En concordancia a lo descripto por otros autores, la
mutante mgrA produjo una biopelicula aumentada respecto a la observada en la
cepa parental (Figura 45). Interesantemente, la VAN indujo una disminucion
significativa de la biopelicula formada por la mutante mgrA (Figura 45).
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Figura 45. Efecto de Csub de VAN sobre |la formacién de biopelicula en la cepa Newman
mgrA. Las biopeliculas de la cepa Newman y su mutante isogénica mgrA se crecieron por 24 hs
en presencia o no de 0,6 pg/ml de VAN. Cada barra representa la media + SEM de 6—8 pocillos de
3 a 4 experimentos independientes. Valores de p<0,05 se consideraron estadisticamente
significativos para las comparaciones representadas por una linea horizontal (Mann-Whitney test).

Debido a que el efecto inductor de la VAN sobre la biopelicula de la cepa
Newman no se observdé en su mutante mgrA, se cuantificaron los transcriptos
correspondientes a ciertas adhesinas en biopeliculas de la cepa mutante. Asi, se
determind que la VAN incrementd significativamente los niveles de los transcriptos
sdrC, mientras que no se observaron cambios significativos en los de eap, emp, clfA
y fnbA en biopeliculas maduras de la mutante mgrA (Figura 46). Sin embargo, los
niveles transcripcionales observados en la mutante fueron menores que los

encontrados en la cepa salvaje (Figura 40).
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Figura 46. Efecto de Csub de VAN sobre la transcripcion de genes de adhesinas en
biopeliculas de la mutante Newman mgrA. Mediante gRT-PCR se cuantificaron los transcriptos
eap, emp, sdrC, clfA y fnbA de biopeliculas maduras (24 hs) de la mutante Newman mgrA
formadas en presencia o no de 0,6 pg/mi de VAN. Los cambios en la expresion génica se

=AA
mostraron como las veces de cambio (2 ) Los datos se relativizaron a los niveles de
expresion del gen gyrB. Cada barra representa la media + SEM de mediciones por duplicado de 3
experimentos independientes. El valor de p<0,05 indica la significancia estadistica (t test).
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Posteriormente, se extrajeron proteinas de superficie de las biopeliculas
maduras de la mutante mgrA y se analizaron los patrones de bandas obtenidos por
SDS-PAGE. Asi, se determiné que las biopeliculas maduras de la mutante mgrA
expresaron mayor cantidad de bandas respecto a la cepa parental y a diferencia de
lo observado en esta ultima, la VAN en Csub no indujo un aumento en la expresion
de las proteinas de superficie (Figura 47). Mas aun, el antibidtico causé una leve
disminucién en la expresion de Eap. Cabe destacar que a diferencia de lo
observado en la cepa parental, la falta de induccién de transcriptos eap y de la
expresion de Eap en la biopelicula de la mutante mgrA formada con VAN, sugieren
gue la induccion de Eap mediado por dicha sefal ocurriria a través de un efecto
negativo sobre el regulador MgrA, el cual estaria reprimiendo su expresion. Al
respecto, los niveles de transcriptos eap se encontraron incrementados en la

mutante Newman mgrA respecto a la cepa Newman (6,22+1,89).
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Figura 47. Efecto de Csub de VAN sobre la expresién de proteinas de superficie en
biopeliculas de la mutante Newman mrgA. SDS-PAGE de proteinas de superficie extraidas
de biopeliculas de 24 hs de la mutante Newman mgrA formadas en TSBg suplementado o no
con 0,6 pg/ml de VAN. En cada calle se sembraron cantidades iguales de extractos proteicos.
La flecha indica el polipéptido Eap identificado por MALDI-TOF. La calle de la izquierda
corresponde al marcador de peso molecular (PM).

Teniendo en cuenta que la VAN indujo un aumento en la produccién de
biopelicula dependiente también de ADNe en la cepa Newman y que bajas

concentraciones de VAN afectan la lisis de S. aureus inducida por Tritén X-100 %,
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se estudid el efecto de Csub de VAN sobre la capacidad autolitica de la cepa
Newman y sus mutantes Newman sae y mgrA. En ausencia de sefial, la mutante
Newman sae presentd una capacidad autolitica aumentada respecto a la cepa
parental, mientras que en la mutante Newman mgrA se observo una disminucion de
la autolisis comparada a aquella de la cepa salvaje (Figura 48). Estos resultados
indican un rol negativo de Sae y positivo de MgrA sobre la capacidad autolitica de la
cepa Newman. Por otra parte, la presencia del antibiético provocd una disminucion
de la autolisis de la cepa Newman. Ademas, la capacidad autolitica de la mutante
Newman mgrA no se observé alterada por Csub de VAN, mientras que dicho

antibidtico genero un leve retraso en la autolisis de la mutante sae (Figura 48).
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Figura 48. Autolisis mediada por Triton X-100 de cultivos de S. aureus expuestos a
VAN. Cultivos de la cepa Newman y sus mutantes Newman mgrA y Newman sae se
crecieron en TSBg con o sin 0,6 pg/ml de VAN hasta fase exponencial tardia. La lisis
bacteriana mediada por Tritdn X-100 se monitored espectrofotométricamente midiendo la

disminucién de la DO,,, a distintos tiempos. La autolisis se expres6 como [(DO,-DO)/DO ],

donde DO, corresponde a la densidad inicial y DO, refiere a la densidad registrada a un
tiempo particular. Los graficos corresponden a un experimento representativo de 3
experimentos independientes.

Por lo tanto, estos resultados demuestran que los reguladores MgrA y Sae
afectaron en forma positiva y negativa, respectivamente, la autolisis de S. aureus.
La presencia de VAN en Csub retrasé la capacidad autolitica de la cepa Newman
asi como también la de su mutante sae. Sin embargo, el antibiético no afectd la
capacidad autolitica de la mutante mgrA. Estos resultados sugeririan que la
disminucién de la autolisis mediada por VAN en la cepa salvaje, podria deberse a un
efecto negativo del antibiético sobre el regulador MgrA y a la activacion de sae.

Ademas, la VAN indujo un menor incremento transcripcional de adhesinas en la
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mutante mgrA respecto a la cepa parental y s6lo aumento la expresién de proteinas
de superficie en la cepa Newman. En particular, el incremento en la expresion de
Eap mediado por VAN en la cepa salvaje, involucra un efecto negativo del
antibidtico sobre MgrA.

Los principales hallazgos de esta tesis doctoral en cuanto al efecto de las
diferentes sefiales microambientales sobre la biopelicula de S. aureus, se resumen
en las Figuras 49 y 50. En la Figura 49 se representa una vision comparativa entre
los efectos de las tres sefales estudiadas sobre la biomasa y los constituyentes de
la matriz extracelular de las biopeliculas de S. aureus. En la misma se muestra el
incremento del 125% de la biopelicula de la cepa Newman mediado por SAL
respecto a la condicion control. Esta induccion implico principalmente un aumento
de 3,5 y de 2,8 veces en el contenido de PIA y de proteinas en la matriz
extracelular, respectivamente. Por otro lado, la VAN y la CIP en Csub indujeron el
aumento de la biopelicula en un 19% y 40%, respectivamente, comparativo a la
condicién control. Asi, se establecieron incrementos de 1,3 y 1,24 veces en la
produccién de proteinas en la matriz de la biopelicula mediados por VAN y CIP,
respectivamente. En particular, la VAN también indujo un importante incremento (6,4

veces) del ADNe en la matriz de la biopelicula.
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Figura 49. Comparacién del efecto de las diferentes sefiales sobre la biopelicula vy los
componentes de la matriz extracelular en la cepa Newman. Se compara la fuerza inductora
de cada sefial estudiada, sobre la formacion de la biopelicula en la cepa Newman, asi como
también, el aporte de los diferentes constituyentes de la matriz extracelular. Cada barra
representa el porcentaje de biomasa formado relativo a la condicion sin tratamiento (100%). En
cada grupo experimental, el porcentaje de los componentes de la matriz extracelular se calculé
considerando los valores de biomasa disgregada luego de los tratamientos con proteinasa K,
ADNasa o NalQ, y relativos a la biomasa inducida por cada sefial.
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En la Figura 50 se representan en forma esquematica los mecanismos
involucrados en el incremento de la biopelicula formada por la cepa Newman por
accion de las tres sefales estudiadas. Entre ellos cabe destacar, el atrapamiento de

* por parte del SAL y la consecuente redireccion metabdlica y regulacién
negativa sobre codY que conducen al aumento de la sintesis del PIA. También, la
accion negativa del SAL sobre el sistema agr y la dispersion de la biopelicula. Por
su parte, el incremento de la formacion de la biopoelicula mediado por
antibidticos, tuvo implicancias regulatorias. Tanto la VAN como la CIP indujeron la
transcripcion de sae y la VAN afectdé negativamente al regulador MgrA. Ambos
procesos contribuyeron con el incremento de la produccion de adhesinas y
condujeron al aumento de la formacion de biopelicula por mecanismos ica-

independientes.
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Figura 50. Representacion esquemaética de los efectos de las sefiales estudiadas sobre
la biopelicula de S. aureus. Resumen de los cambios determinados a nivel transcripcional,
bioquimico y fenotlplco Los circulos rojos, los hexagonos amarillos, los triangulos verdes y

anaranjados indican Fe , SAL, CIP y VAN, respectivamente. Las flechas hacia arriba y hacia
abajo representan un efecto positivo y negativo, respectivamente, mediado por la sefal. El
color de las flechas correlaciona con aquel representativo de la sefial.
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Millones de individuos en el mundo entero, consumen aspirina para reducir el
riesgo de sufrir enfermedades cardiovasculares. Una vez ingerida, la aspirina se
convierte rapidamente en SAL, que es el metabolito responsable de las propiedades
analgésicas, antitrombéticas y antiinflamatorias **°. Ademas, el SAL se encuentra
presente en las plantas debido a que es una hormona vegetal que cumple un
importante rol en la inmunidad de las mismas. Mas aun, los niveles de SAL en suero
de pacientes con una dieta vegetariana estricta pueden alcanzar valores similares a
los de personas que consumen aspirina >°. Varios efectos son ejercidos por el SAL
sobre las plantas, humanos y bacterias. Al respecto, el SAL afectd la expresion de
factores de virulencia bacterianos ®. Una peculiaridad de ésta pequefia molécula es
gue posee la capacidad de formar complejos con iones de hierro en solucién acuosa
113 114 " Al ser un &cido débil puede atravesar la membrana por lo que podria quelar
el hierro intracelular. Los diversos mecanismos captadores de hierro que posee S.
aureus y la importancia de la expresion de genes regulados por hierro en la
patogénesis, evidencian la esencialidad de este micronutriente. En el presente
trabajo, se demostrd que el SAL disminuyd los niveles de hierro tanto en el medio de
cultivo como en el interior de las células bacterianas que conforman la biopelicula.
Como consecuencia de la disminucion en la biodisponibilidad de hierro, S. aureus
incrementd la biomasa de las biopeliculas a través de un mecanismo PIA-
dependiente. M&s aun, el SAL disminuy6 los niveles transcripcionales del gen codY,
el cual regula negativamente el locus ica, en las bacterias asociadas a la biopelicula.
Asimismo, el SAL redujo la transcripcién del sistema agr (agrA, agrC y RNAIII)
frenando la dispersion de las bacterias que escapan de la biopelicula. De este
modo, el SAL promovio el aumento de la biopelicula de S. aureus al evitar que las
bacterias se liberen de la comunidad embebida en una matriz extracelular con
mayor contenido de PIA (por la accion quelante del SAL) y con proteinas que no
pudieron ser degradadas por la baja actividad proteolitica y surfactante.

Existen reportes contradictorios respecto a la relacion del hierro y la formacién
de biopeliculas en diferentes especies. Al respecto, la exposicién al hierro estimul6

130y P. aeruginosa ***. La liberacién de

la produccién de la biopelicula en E. coli
SAL a partir de peliculas poliméricas inhibi6 la formacion de biopeliculas en E. coli y

P. aeruginosa *2. Aunque el mecanismo responsable de esta inhibicién no fue
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investigado por los autores, se podria especular que la accion quelante del SAL
estaria involucrada. Por otro lado, distintos agentes quelantes de hierro inhibieron la
formacion de biopelicula en S. aureus mediante la interferencia de las fuerzas
idnicas atractivas establecidas entre los diferentes componentes de la matriz
extracelular * 134 La exposicién de una cepa de S. aureus, defectiva en el gen
rsbU, a diferentes compuestos con grupos sulfhidrilos disminuy6 la formacion de
biopelicula al limitar la produccion del PIA probablemente por intervenciones

metabdlicas *°.

Mas aun, el SAL redujo la produccion de biopeliculas en
estafilococos por mecanismos no bien entendidos **°. En el presente estudio, el
incremento de la biomasa y del espesor maximo de las biopeliculas formadas en
presencia de SAL, se detecté mediante el andlisis de las imagenes obtenidas por
CLSM y medicién espectrofotométrica. Ademas, el agregado de hierro al medio de
cultivo durante la formacién de la biopelicula revirtio dichos parametros hacia
valores similares a los del control. Nuestros hallazgos son consistentes con los de
Johnson y col. (2005) quienes reportaron que la produccion de biopelicula en S.
aureus se indujo bajo condiciones privadas de hierro *’. Sin embargo, estos autores
no observaron un incremento significativo del PIA en tales condiciones. Estas
discrepancias podrian ser debidas a los distintos niveles de hierro presentes en los
medios de cultivo utilizados para formar las biopeliculas. Los autores utilizaron el
medio de cultivo minimo RPMI tratado con la resina Chelex-100 (por lo que no
contiene hierro) para formar las biopeliculas de S. aureus y en este trabajo se utilizé
el medio TSBg (el cual contiene 39,3 uM de hierro basal) suplementado con 2 mM
de SAL que reduce aproximadamente el 23% de la concentracion de hierro. Las
bacterias dentro de la biopelicula responden al hierro en un rango menor que las
bacterias en estado de vida plancténico ®. Por lo tanto, el SAL representaria un
factor de estrés ambiental para las bacterias al actuar modificando los niveles de
hierro y contribuir asi al incremento de la biomasa de las biopeliculas por aumento
de la produccion del PIA. Sefales externas como el NaCl y el etanol adicionados al
medio de cultivo también activaron al operén ica en estafilococos .

En el presente trabajo, una concentracion relativamente alta (2 mM) de SAL fue
elegida teniendo en cuenta que es una concentracion terapéutica de aspirina para
tratar enfermedades inflamatorias **°. Por cierto, la induccién de la formacién de la
biopelicula se observd también en cepas SAMR y SAMS crecidas con 0,36 mM de

SAL, una concentracién similar a la encontrada en el suero de individuos tratados
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diariamente con bajas dosis de aspirina para prevenir trombosis (ver Figura 6).
Puede especularse que en el sitio de infeccién, la presencia del SAL en los fluidos
biolégicos podria contribuir a crear microambientes mas restringidos en hierro libre
forzando a S. aureus a competir con el hospedador por este nutriente esencial.
Como una evidencia parcial de este hecho, se demostré aqui que S. aureus crecido
en presencia del SAL provoco la liberaciéon del hierro unido a la transferrina humana
al disminuir el pH a través de un incremento en la produccion de lactato por las
bacterias que forman las biopeliculas. El crecimiento de la cepa Newman en
presencia del SAL redujo el pH del medio de cultivo a valores menores a 5,4 los
cuales favorecen la adquisicion de hierro por S. aureus *°. Es importante destacar
gue distintas cepas de S. aureus podrian responder diferencialmente a la
disponibilidad de hierro. Al respecto, la produccién de biopeliculas por varias cepas
relacionadas a los linajes CC8/USA300 o CC5/USA100 se incremento (1,25 - 3,87
veces) en la presencia del SAL y el agregado de hierro revirtié significativamente
dichos aumentos. Por lo tanto, el efecto observado del SAL es independiente de la
cepa involucrada, la susceptibilidad a la meticilina o a las caracteristicas genéticas y
clonales (CC5 y CC8).

Las técnicas de espectroscopia FTIR han sido utilizadas previamente para

investigar la presencia del PC '®

107

, para caracterizar la composicién polisacaridica

superficial estafilocéccica y también para identificar los constituyentes

extracelulares de las biopeliculas ***.

Mediante el analisis de componentes
principales de los espectros FTIR en el rango espectral especifico para los
polisacaridos (1.200-800 cm™) fue posible interpretar cuantitativa y cualitativamente
las variaciones de los polisacaridos superficiales de S. aureus en biopeliculas y
cultivos plancténicos crecidos en las 3 condiciones diferentes. Este analisis
demostré que tanto las bacterias crecidas en forma plancténica como en biopelicula
en presencia del SAL, se agruparon separadamente respecto a Sus respectivos
controles en el diagrama de puntos correspondiente al andlisis de componentes
principales. Sin embargo, la presencia del hierro promovié cambios hacia la zona del
grupo control sélo en el grupo de bacterias crecidas en biopelicula. Estos hallazgos
mostraron que los datos FTIR proveen de evidencia espectroscopica de que el SAL
modifica las caracteristicas polisacaridicas de S. aureus crecidos en forma de vida
sésil o planctonica, aunque soOlo en la biopelicula las modificaciones en los

polisacaridos se volvieron aparentes cuando las concentraciones de hierro son
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disminuidas por accion del SAL. Contrariamente, las perturbaciones polisacaridicas
detectadas por el andlisis FTIR de las biopeliculas de la mutante codY inducidas por
SAL, permanecieron sin cambios cuando el hierro exégeno se encontraba en el
medio de cultivo.

S. aureus puede producir tanto PIA como PC a partir del mismo precursor
biosintético (UDP-N-acetilglucosamina) durante las fases exponencial y post-
exponencial del crecimiento, respectivamente . Nuestro grupo de investigacién ha
demostrado previamente que el SAL reduce la expresion del PC en S. aureus
crecido en forma plancténica ®°. Sin embargo, en el presente estudio las células de
S. aureus que se encuentran formando la biopelicula no produjeron PC en ninguna
de las condiciones estudiadas, sugiriendo que las perturbaciones polisacaridicas
halladas por espectroscopia FTIR podrian corresponder al PIA, el otro polisacérido
principal producido por S. aureus. Mas aun, la evaluacion cuantitativa demostré que
el PIA juega un rol esencial en las matrices extracelulares de las biopeliculas
formadas por las cepas Newman, CBS y BRZ en presencia de SAL. Es
generalmente aceptado que cepas SAMR desarrollan biopeliculas por mecanismos

PIA-independientes 2,

En particular, el linaje BRZ muestra una habilidad
incrementada de formar biopelicula por mecanismos PlA-independientes **3. Sin
embargo, el aumento en la produccion del PIA debido a la accién del SAL en cepas
SAMR (CBS y BRZ) se asemej6 al de la cepa SAMS (Newman) indicando que el
SAL induce la formacion PIA-dependiente de las biopeliculas de S. aureus
indistintamente de la sensibilidad a la meticilina en las condiciones bajo estudio. Por
otra parte, estos resultados sugieren que la sintesis incrementada del PIA en
presencia del SAL podria contribuir a formar biopeliculas mas tolerantes a la accion
de los antibidticos y defensas del hospedador. Thomas y col. (2013) determinaron
gue un ciclo TCA disfuncional hace a S. epidermidis menos sensible a los

antibidticos beta-lactamicos *.

De hecho, S. epidermidis puede desarrollar
biopeliculas por mecanismos PIA-dependientes promovidos por una reducida
actividad del ciclo TCA

El ciclo TCA posee enzimas que contienen centros hierro-azufre tales como la
aconitasa CitB, la cual esta involucrada en la conversion de citrato a isocitrato. En
este estudio, el SAL disminuyo la transcripcion de citB en biopeliculas maduras (24
hs de crecimiento). Por cierto, el hallazgo de niveles bajos de transcriptos citB en las

biopeliculas de S. aureus respecto a cultivos planctonicos ha sido reportado
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previamente *°. Friedman y col. (2006) hallaron una disminucién significativa de
CitB cuando la cepa Newman de S. aureus se cultivd planctonicamente en medio

carente de hierro .

Los mismos autores reportaron que CitB es regulada
positivamente por Fur y por hierro en S. aureus. Esta observacion se correlaciona
con la disminucion de transcriptos citB hallada en las biopeliculas crecidas con SAL
durante 24 hs. Por cierto, la transcripcion de fur es iniciada cuando el contenido de
hierro disminuye como resultado de su mecanismo autorregulatorio **’. La presencia
del SAL disminuyd los niveles de hierro intracelulares en las bacterias que forman la
biopelicula madura promoviendo la induccién de la transcripcion de fur en esta
condicion limitada de hierro. En concordancia con los datos transcripcionales de las
biopeliculas, la actividad enzimatica de la aconitasa se encontré disminuida en
presencia del SAL, lo cual indica una reduccién de la actividad del ciclo TCA. En
semejanza a lo hallado por otros autores, la actividad alterada del ciclo TCA debida
a la accion del SAL conlleva a la falta de intermediarios requeridos para la
biosintesis del PC en las biopeliculas .

Recientemente, se especul6 que en estafilococos cualquier sefial ambiental o
regulador capaz de alterar la actividad del ciclo TCA podria transformar el estado
metabdlico de las bacterias, resultando en la expresion de genes requeridos para el
crecimiento en ese ambiente alterado '*°. Similarmente, la baja actividad del ciclo
TCA inducida por el SAL provocé el direccionamiento del metabolismo central de las
bacterias que conforman la biopelicula hacia rutas fermentativas aumentando la
expresion de la Ldh y por lo tanto, estimulando sélo la produccién de lactato ya que
los niveles de acetato fueron indetectables. Es probable que la via fermentativa del
2,3-butanodiol también se encuentre inducida por el SAL debido al incremento de la
enzima acetoina reductasa (ButA), lo cual podria explicar la ausencia de acetato
extracelular. Sadykov y col. (2008) reportaron que la inactivacion del ciclo TCA en S.
epidermidis resulté en una desrepresion de los genes de biosintesis del PIA y una
redireccion del flujo de carbono hacia la sintesis del PIA . En el presente trabajo, el
cambio del flujo de carbono hacia la fermentacion lactica de S. aureus indujo un
aumento de los transcriptos glmM en las biopeliculas inmaduras crecidas en
presencia de SAL, lo que podria conducir a un incremento del precursor UDP-N-
acetilglucosamina y por lo tanto a un aumento de PIA en vez de PC en biopeliculas
inducidas por SAL. Otras evidencias respecto al estado metabdlico de S. aureus en

las biopeliculas maduras inducidas por SAL son la disminucion de la expresiéon de
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gapB y el aumento de la expresion de pykA. A diferencia de las bacterias en estado
de vida plancténico, las bacterias que forman una biopelicula constituyen una
poblacion heterogénea y por lo tanto es razonable encontrar, en general, niveles
transcripcionales bajos en aquellas bacterias que adoptan un estilo de vida sésil.

El ciclo TCA es controlado por varios factores transcripcionales (por ej. Fur,
CodY, entre otros) que pueden responder a la concentracion de metabolitos
intracelulares **°. Cabe destacar que los operones ica y cap contienen sitios de
unién para CodY y que este regulador reprime la expresién de ambos operones 3! ”®
118 | os resultados obtenidos de los experimentos realizados en el bagaje Newman
estan en acuerdo con hallazgos reportados por otros autores. Al respecto, el SAL
disminuyo la transcripcion de codY, liberando asi la represion del locus ica por
CodY. Interesantemente, el agregado de hierro no revirti6 esta situacion,
demostrando que el hierro afecta positivamente a la proteina CodY . A diferencia
de otras especies bacterianas, la mutante codY de S. aureus exhibié una capacidad
disminuida de formar biopeliculas **®. Aqui, se demostré que la mutacién en codY
disminuy6 la habilidad de S. aureus para formar biopelicula pero el efecto inductor
del SAL sobre la biomasa de las biopeliculas se observé también en la mutante
codY. Sin embargo, a diferencia de la cepa parental Newman, su mutante codY fue
incapaz de revertir en presencia de hierro el efecto del SAL sobre la formacion de
biopelicula. Mas aun, las biopeliculas formadas por la mutante codY exhibieron un
mayor nivel de producciéon del PIA comparado con aquel observado en la cepa
parental. Una explicacion posible para esta observacion es que tanto los cambios
metabdlicos como los regulatorios (baja actividad del ciclo TCA y transcripcion de
codY) generados por el SAL podrian conducir a la produccion aumentada del PIA.
Es probable que la ausencia de expresion de CodY en la mutante fuera
compensada por los cambios metabdlicos conduciendo a resultados similares tanto
en la mutante codY como en cepa parental. A diferencia de la cepa salvaje, la
mutante codY no revirtié el efecto del SAL sobre la formacion de la biopelicula ni la
produccion aumentada del PIA en presencia de hierro exdégeno. Friedman y col.
(2006) demostraron que la expresion de la proteina CodY es estimulada por hierro
en la cepa Newman *. Al respecto, nuestros resultados sugieren que la proteina
CodY esta involucrada en la disminucibn mediada por hierro de la biopelicula

aumentada y esto podria atribuirse a su efecto regulatorio sobre la sintesis del PIA.
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En general, la formacién de biopelicula involucra las etapas de adherencia
inicial a una superficie, la adhesion entre células y proliferacion, la maduracion y
finalmente la dispersion. Interesantemente, el sistema agr parece tener influencia en
varias de las etapas de la formacion de la biopelicula de los estafilococos. Un
sistema agr no funcional facilita la adherencia inicial al poliestireno **°. Aunque el
sistema agr no regula la produccién de PIA **° tiene un rol importante en la etapa de

dispersion 8 51,

Por cierto, el sistema agr activa la expresidon de proteasas
extracelulares, lipasas, leucocidinas, a-hemolisinas y &-hemolisinas (esta ultima
codificada por RNAIII) e inhibe la de adhesinas como SpA. Por otro lado, estimula la
produccion de las PSMs por una via independiente de RNAIII que involucra a AgrA
%9 En concordancia con otros autores, en este trabajo se observé que la mutante
agr formd una biomasa mayor de la biopelicula comparado con aquella de la cepa
salvaje Newman. Este incremento es atribuido a la incapacidad de las células
bacterianas de la biopelicula madura para escapar de la misma *** 2. Al respecto,
el SAL impidio la dispersion de la biopelicula madura de la cepa Newman. Mas aun,
el SAL no alter6 en forma significativa la produccion de biopelicula en la mutante agr
siendo ésta semejante a la observada cuando la cepa Newman se traté con SAL,
evidenciando que el SAL ejerce un efecto sobre agr. La represion de agr es
necesaria para formar y mantener las biopeliculas . Es decir, que el SAL estaria
ejerciendo un efecto negativo sobre el sistema agr. Nuestros resultados
demostraron que el SAL disminuy6é la produccion de a- y ©&-hemolisinas en
biopeliculas maduras de S. aureus, indicando que la actividad del sistema agr fue
afectada negativamente. Esto se corroboré al determinar niveles significativamente
bajos de los principales transcriptos del sistema (agrA, agrC y RNAIIIl) en presencia
de SAL, asi como los de aquellos controlados por éste (psm). Las moléculas
surfactantes reguladas positivamente por agr, como la d-hemolisina y las PSMs,
estan involucradas en la dispersién de las biopeliculas *°. Las PSMs causan la
separacién de las moléculas del PIA de la superficie bacteriana **°. Por cierto, las
PSMs promovieron el desensamblaje de las biopeliculas formadas por S.
epidermidis y la diseminacion bacteriana a partir de catéteres colonizados en un
modelo de infeccion relacionada a dispositivos médicos 3. Dastgheyb y col. (2015)
demostraron que la baja actividad de agr y la consecuente produccion disminuida de

PSMs, es la causa de la fuerte agregacion bacteriana de S. aureus en fluido sinovial
119
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Ademas de las PSMs y la 8-hemoilisina, las proteasas extracelulares constituyen
un importante factor desestructurante involucrado también en la dispersion de la
biopelicula. Por cierto, la activacion exégena de agr propicio el despegue y
dispersion de las bacterias de la biopelicula formada por S. aureus por mecanismos
dependientes de proteasas extracelulares %°. Los resultados del presente trabajo
indicaron que el SAL disminuy6é la produccion de proteasas extracelulares en
biopeliculas maduras de S. aureus. Mas aun, la baja actividad proteolitica refleja la
alta expresion de adhesinas en presencia del SAL, las que al ser degradadas por
tratamiento con proteinasa K posibilitaron la reduccion de la biomasa de las
biopeliculas inducidas por el SAL. Por lo tanto, la disminucion en la transcripcién de
genes involucrados en la dispersién de la biopelicula y la baja produccién de
proteasas extracelulares mediada por la accion del SAL sobre agr, contribuiria con
el mantenimiento de la integridad de los constituyentes de la matriz extracelular de
la biopelicula inducida por SAL. La atenuacion en la expresion del sistema agr
podria evitar la diseminacion de las bacterias desde la biopelicula hacia otros sitios
del hospedador.

Los factores de transcripcion bacterianos cumplen un rol fundamental en la
regulacion de la expresion de genes de virulencia *°. Para la produccion de PSMs es
requerida la unién directa del factor transcripcional AgrA a las regiones promotoras
de psmqy psmg 39 En determinadas condiciones, el SAL y algunos de sus derivados
pueden interaccionar con factores de transcripcién bacterianos y con ADN 120 121 154,
Al respecto, el estudio in silico de la interaccion entre el SAL y la proteina reguladora
AgrA sugiere que dicha molécula puede interaccionar con AgrA en cuatro sitios. Los
estudios complementarios de dinamica molecular, indicaron que el SAL ocuparia el
sitio 4 con mayor frecuencia. Si bien este sitio no estaria involucrado en la unién de
AgrA al ADN, el SAL podria estar ejerciendo un impedimento estérico al trasladarse
de un sitio a otro, lo que dificultaria la interaccion entre AgrA y sus secuencia
consenso en los genes que regula. De esta manera, la expresion de los genes
regulados por AgrA se encontraria afectada. Ademas, la accién regulatoria de AgrA
se encuentra controlada por el estado redox de la bacteria debido a que esta
proteina posee 2 residuos de Cys conservados que estan intimamente relacionados
en el proceso de union al ADN. En relacion a esto, un elevado contenido de hierro
intracelular puede conducir a un aumento de las especies reactivas del oxigeno

mediante la reaccién de Fenton **°. La capacidad antioxidante del SAL se deberia a
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la habilidad para atrapar iones de hierro lo que tiene impacto en la reaccién de
Fenton '°°. Con esto en mente, se puede especular que la unién al ADN del factor
de transcripcién AgrA en estado reducido podria verse afectada en presencia del
SAL. Una serie de ensayos experimentales complementarios que demuestren el
efecto del SAL sobre la interaccion entre AgrA y el ADN deben llevarse a cabo para
estudiar en profundidad esta hipotesis.

El ADNe es un componente importante de las matrices extracelulares de las

biopeliculas de S. aureus °.

La liberacion del ADNe a partir de la autolisis
bacteriana es regulada positivamente por agr **. Al respecto, los resultados del
presente trabajo concuerdan con Fujimoto y col. (1998) *** y muestran ademas que
el SAL produjo una disminucion de la autolisis en S. aureus. Mas aun, el tratamiento
con ADNasa de las biopeliculas preformadas en presencia de SAL no tuvo un efecto
significativo. Podemos sugerir que la disminucion de la actividad del sistema agr
mediada por el SAL estaria afectando la autolisis de manera negativa y
consecuentemente retrasaria la liberacion de ADNe. Por otro lado, se puede
especular que la menor autolisis bacteriana podria deberse, al menos en parte, a la
mayor estabilidad de los lipidos de membrana dado un ambiente menos oxidativo en
presencia del SAL como producto del atrapamiento del Fe** y su efecto sobre la
reaccion de Fenton *°,

S. aureus es capaz de colonizar el tejido nasal murino formando una robusta
biopelicula con una extensa matriz extracelular 8. Mas aln, Lin y col. (2015)
reportaron una significativa contribucién del PIA a la adherencia de S. aureus al
epitelio nasal *’. Ademaés, la colonizacién nasal con la cepa Newman ocurrié por
largos periodos de tiempo en un modelo de colonizacion nasal usando ratones
transgénicos humanizados **°. Por cierto, se ha reportado el involucramiento de
ciertas adhesinas (CIfB, IsdA, SpA, SdrC, entre otras) en la adherencia y
colonizacién del epitelio nasal por S. aureus *. En el presente trabajo, la
administracion de SAL a ratones por via intravenosa incrementd el nivel de
colonizacion nasal por S. aureus. La portacion asintomatica de S. aureus en narinas
es un factor de riesgo importante para infecciones subsecuentes producidas por
esta bacteria. Este patdgeno puede ser encontrado viviendo asintoméaticamente en
el vestibulo nasal de aproximadamente el 20% de la poblacién humana *. Si estos
individuos tuvieran una concentracién significativa de SAL en suero debida a la

ingesta de aspirina 0 a una dieta vegetariana estricta, podriamos especular no sélo
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gue la colonizacion por S. aureus estaria favorecida sino que también la
erradicacion de esta especie de este sitio podria estar dificultada. Por lo tanto, el

riesgo de una infeccién endégena seria mucho mayor **°.

Sefial Il: VAN y CIP en concentraciones bajas.

La capacidad de formar biopeliculas es un factor de virulencia que le confiere a
las bacterias ciertas ventajas como la supervivencia en ambientes hostiles, la
evasion de las defensas del hospedador, asi como también la resistencia a los
antibidticos. Esta ultima, se basa en que la compleja estructura de las biopeliculas
dificulta el ingreso de los antibidticos al interior de las mismas **° '®*. Por esto, las
bacterias mas internas podrian no recibir la CIM del antibiético que esta siendo
administrado como terapia ante una infeccion bacteriana. En estos casos, las
concentraciones bajas de antibidticos podrian considerarse sefiales que son
sensadas por las bacterias de la biopelicula e impactan en la expresion de sus
sistemas regulatorios y factores de virulencia. La VAN y la CIP son antibi6ticos con
diferentes blancos de accion, utilizados para tratar infecciones por S. aureus.

Diversos trabajos reportaron que Csub de antibiéticos pueden afectar la
formacion de biopeliculas en S. aureus “® 2. En particular, se observé un efecto
inductor de la VAN sobre la biopelicula de distintas cepas SAMR y VRSA > 163 164,
LaPlante y col. (2009) observaron que la VAN no inhibié la formacién de biopelicula
en cepas SAMR y SAMS aisladas de pacientes con infecciones asociadas a
catéteres, que fueron expuestos a Csub del antibiético *°. Nuestros resultados
indican que la VAN en Csub no afecté la formacién de la biopelicula de la cepa
SAMR AR71 ni la de la cepa VISA Mu50. Por otra parte, la CIP en Csub indujo la
expresion de FnBPB en S. aureus *°, la cual esté involucrada en la formacién de
biopeliculas por este patégeno ¢ **7. Ahire y col. (2015) informaron que nanofibras
gue eluyen CIP inhibieron la formacion de la biopelicula en cepas SAMS y P.
aeruginosa *°®. En el presente estudio, la CIP en bajas concentraciones disminuy? la
produccion de la biopelicula en la cepa Mu50 mientras que no tuvo efecto sobre
aquella de la cepa AR71. Por otra parte, Csub de VAN y CIP incrementaron la
formacion de la biopelicula de la cepa Newman. Dicha cepa se eligido debido a su
considerable virulencia y a que se relaciona clonalmente con la cepa SAMR
USA300 (Tabla 2). Al profundizar dicho estudio, se observé una disgregacion

significativa de las biopeliculas de la cepa Newman formadas en presencia de CIP o
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VAN, cuando se las tratd con proteinasa K. A diferencia de lo sugerido por Hsu y
col. (2011) °!, estos resultados indican que los mecanismos dependientes de
proteinas tienen un rol importante en la biopelicula inducida por VAN. Mas aun, la
biomasa de las biopeliculas de la mutante Newman ica formada en presencia de
Csub de VAN o CIP también se encontré significativamente disminuida luego del
tratamiento con proteinasa K. Similar a lo hallado en estudios previos, la mutante
Newman ica no presenté defectos en cuanto a la formacién de biopeliculas .
Particularmente, en las biopeliculas de la cepa Newman expuestas a Csub de CIP,
se determind que dicha sefal incrementd los niveles de transcriptos icaR, el cual
codifica para el represor del locus ica. Por otro lado, en las biopeliculas de la cepa
Newman formadas en presencia de VAN, el tratamiento con NalO4 (el cual cliva las
uniones C3-C4 de los residuos de N-acetilglucosamina del PIA) ** no tuvo un efecto
significativo. A diferencia de las cepas SAMR, la evidencia indica que la formacién
de biopeliculas de aislamientos SAMS seria por mecanismos ica-dependientes .
Contrariamente a lo esperado, tanto Csub de CIP y VAN indujeron la formacion de
la biopelicula por mecanismos ica-independientes en la cepa SAMS Newman.

En el presente trabajo se demostré que la expresion de adhesinas en la cepa
Newman fue mayor en biopeliculas inmaduras. Este resultado va en concierto con lo
reportado por otros autores, que informaron la importancia de la expresién de
adhesinas en la etapa de adhesioén inicial durante el proceso de formacion de la
biopelicula *** **°. Cabe mencionar que la expresién de las proteinas de superficie
puede variar en cantidad y diversidad en respuesta a las condiciones ambientales
del nicho donde se encuentre la bacteria. En este sentido, la CIP indujo un
importante incremento de los transcriptos sdrC. Al respecto, Barbu y col. (2014)
demostraron que SdrC promueve la adherencia a superficies y la formaciéon de
biopeliculas en S. aureus *’°. Por otra parte, la VAN aumento la transcripcién de los
genes emp, eap y sdrC y la expresion de la proteina Eap en biopeliculas maduras
de la cepa Newman no observandose cambios en el patron de expresion en
biopeliculas inmaduras. Por otro lado, ha sido descripto que MgrA regula
negativamente la expresién de proteinas superficiales y la formaciéon de la
biopelicula en las cepas MW2, RN6390 y SH1000 de S. aureus ?’ °. Similarmente,
nuestros resultados mostraron que la mutante Newman mgrA presentd una
capacidad aumentada de formar biopeliculas respecto a la cepa parental y a
diferencia de esta ultima disminuyé la produccion de la biopelicula en presencia de

88



Discusion

Csub de VAN. Este resultado, sugiere la participaciéon de MgrA en el incremento de
la biopelicula formada por la cepa Newman en presencia de VAN. Mas auln, la
biopelicula de la mutante mgrA presentd una mayor expresion proteica respecto a la
parental. Contrario a lo observado en esta ultima, la VAN solo incrementd la
transcripcion del gen sdrC significativamente en biopeliculas maduras de la mutante
mgrA, siendo el incremento menor al determinado en la cepa salvaje.
Interesantemente, la expresion de Eap se observd levemente disminuida en
biopeliculas maduras de la mutante mgrA expuesta a Csub de VAN. Por cierto, la
VAN no afecté la formacion de biopelicula de la mutante Newman eap. Estos
resultados sugieren un efecto negativo de la VAN sobre MgrA. Al respecto, el factor
transcripcional MgrA de S. aureus en estado reducido, se encuentra asociado al
ADN ?°. Se demostré que la VAN indujo la produccién de especies reactivas del
oxigeno que median la resistencia antibiética en S. aureus *®. Este incremento de
especies reactivas del oxigeno afectaria a reguladores que responden al estado
redox bacteriano para unirse o liberarse del ADN. Por lo cual, se puede especular
gue la induccion de la formacion de la biopelicula mediada por VAN en S. aureus,
involucraria la generacion de especies reactivas del oxigeno por parte del antibiético
y la consecuente oxidacion de MgrA y su separacion del ADN. Sin embargo, esta
hipotesis necesita ser comprobada experimentalmente. Por otro lado, nuestros
resultados sugieren que MgrA seria un represor de la expresion de Eap. Por su
parte, Eap pareceria ser necesaria en la biopelicula inducida por VAN en la cepa
Newman. Al respecto, trabajos previos reportaron que las proteinas Eap y Emp son
componentes necesarios para la formacion de las biopeliculas de la cepa Newman
bajo ciertas condiciones de crecimiento ** 1%,

El sistema de dos componentes SaeRS regula positivamente la expresion de
adhesinas que contribuyen con la formaciéon de la biopelicula e inhibe la expresion
de proteasas que afectan negativamente la produccion de la biopelicula en S.
aureus ", Mas aun, Harraghy y col. (2005) demostraron que sae es esencial para
la expresién de las adhesinas Eap y Emp en S. aureus *?’. Por otro lado, el SAL
estimulé la expresion de sae, asi como también la de Eap en cultivos planctonicos

de S. aureus °®

, 1o que demuestra que éste sistema regulador puede sensar la
presencia de sefiales del tipo farmacologicas. Los resultados del presente trabajo
indican que Csub de VAN incrementaron los niveles de transcriptos sae, lo que

contribuiria con la induccién de la expresion de Eap y de la biopelicula. Por otro
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lado, la CIP en bajas concentraciones también aumentd la transcripcién de sae tanto
en biopeliculas maduras como en cultivos planctonicos de la misma cepa. Ademas,
sae regula negativamente la expresion del PC en cultivos planctonicos de S. aureus
% Si bien no detectamos la presencia de PC en biopeliculas de la cepa Newman,
nuestros resultados indican que Csub de CIP disminuyeron la expresion del PC e
indujeron la de adhesinas en los cultivos planctonicos. Al respecto, Risley y col.
(2007) demostraron que la expresion del PC en S. aureus impidio la adherencia a
fibrindgeno y plaquetas mediante el enmascaramiento de la adhesina CIfA "2, Por
cierto, tanto la VAN como la CIP indujeron la expresién de sae provocando cambios
en la expresion de los factores de virulencia que este regulador controla (PC, Eap y
otras adhesinas). Por ello, se puede especular que estos antibidticos en bajas
concentraciones provocan un fenotipo mas adherente en S. aureus lo que
favoreceria el aumento de la biopelicula.

La autolisis bacteriana es un mecanismo por el cual las bacterias adheridas a
una superficie propician su destruccion y al liberar el ADN contribuyen a la
constituciéon de la matriz extracelular que protege a la comunidad bacteriana. Ha
sido sugerido que el ADNe podria jugar un importante rol en la formacién de las
biopeliculas. Al respecto, Csub de VAN indujeron la formacion de la biopelicula en
un aislamiento VRSA a través de un mecanismo dependiente de autolisis >*. En
concordancia con este reporte, los resultados del presente trabajo indicaron que el
ADNe forma parte de la matriz extracelular de la biopelicula inducida por VAN, ya
gue el tratamiento con ADNasa disgreg6 significativamente la biopelicula de la cepa
Newman. Por otro lado, se demostro el rol negativo de sae y positivo de mgrA sobre
la autolisis de S. aureus, y que la VAN redujo la capacidad autolitica tanto de la
cepa Newman como la de su mutante sae. Sin embargo, tal retraso no se observo
en la autolisis de la mutante mgrA sefialando la participacion de este regulador en la
accion de la VAN sobre la autolisis de la cepa parental. Al respecto, Chen y col
(2006) sugirieron que la autolisis de S. aureus es regulada por oxidacion de MgrA 'y
que la cepa Newman es mas resistente a la lisis en condiciones oxidantes 2°. El
retraso en la autolisis de la cepa Newman mediado por Csub de VAN podria
deberse al efecto negativo del antibiético sobre mgrA sumado a la estimulaciéon
transcripcional de sae. Si bien el efecto final es un retraso leve en la autolisis de la
cepa Newman mediado por VAN, la presencia abundante de ADNe en la matriz
extracelular de la biopelicula inducida por el antibiético podria deberse a una
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disminucién en la liberacion o actividad de nucleasas extracelulares. Al respecto, se
vincul6 a la actividad nucleasa con la regulacién de la formacion de la biopelicula
dependiente de ADNe en S. aureus *"3. Mas aun, Luong y col. (2006) reportaron el
rol positivo de MgrA sobre la transcripcién del gen nuc ?’, por lo que se puede
razonar que el efecto negativo de la VAN sobre MgrA estaria inhibiendo la
produccion de nucleasas extracelulares y de esta manera el ADNe no seria
degrado. Futuros experimentos deben realizarse para comprobar esta hipotesis.
Tanto la VAN como la CIP en Csub, son capaces de inducir la formacion de la
biopelicula en S. aureus por mecanismos ica-independientes. Por cierto, la
presencia de VAN o CIP como sefales del microambiente afecta la expresion de
reguladores y de los factores de virulencia relevantes en el desarrollo de la
biopelicula en S. aureus. Bajo estas condiciones podria modificarse el curso de las

infecciones causadas por este patdgeno.

Adaptabilidad de S. aureus.

Algunas especies bacterianas pueden responder a los cambios del ambiente
gue las rodea modificando la red regulatoria lo que promueve la expresion
diferencial de factores de virulencia necesarios para responder a ese nuevo entorno
174 175.

Las sefiales estudiadas promovieron la formacion de la biopelicula en S. aureus.
Sin embargo, los mecanismos que mediaron dicho efecto fueron variables e
impactaron diferencialmente sobre la composicién de la matriz extracelular de las
biopeliculas (Figura 49). Al respecto, el SAL promovié el mayor incremento (125%),
seguido por aquel observado con Csub de CIP (40%) y VAN (19%) en la formacién
de la biopelicula de la cepa Newman. Los mecanismos que conducen a la induccion
de las biopeliculas por las distintas sefiales estudiadas se resumen de manera
esquematica en la Figura 50.

Este estudio pone énfasis en la habilidad de S. aureus para responder de
manera efectiva a diversas sefiales que crean un ambiente hostil para la bacteria
durante la formacion de biopelicula. Asi, se podria especular que cualquier molécula
externa que genere en la bacteria los cambios regulatorios o metabdlicos aqui
observados, podria contribuir con la cronicidad de la infeccion, ya sea
incrementando la produccion de la biopelicula o la colonizacion en los tejidos del

hospedador. Por lo tanto, debemos destacar la importancia de conocer en
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profundidad como diversos farmacos influyen en la virulencia de S. aureus a la hora
de disefiar esquemas terapéuticos o de control de las infecciones.

La informacién brindada por los resultados del presente trabajo, enriquece el
conocimiento sobre la patogenia de S. aureus donde la biopelicula tiene un rol
preponderante, como la colonizacion nasal y las infecciones cronicas o persistentes.
Aqui se pone de manifiesto que S. aureus utiliza varios factores de virulencia cuya
expresion modifica cambiando su intrincada red regulatoria, y también altera su
metabolismo para formar la biopelicula en respuesta al ambiente que lo rodea. De
este modo, se demuestra la plasticidad de este patdgeno para contrarrestar las
condiciones adversas que pudieran estar presentes en el hospedador. El
entendimiento del conjunto de nuestros hallazgos contribuye con la busqueda de
nuevos blancos terapéuticos y posibilita innovar los tratamientos y medidas de

control.
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En el presente trabajo se realizaron ensayos para determinar el efecto de
sefales microambientales como el SAL y Csub de VAN y CIP, sobre la regulacion y
expresion de factores de virulencia implicados en la formacion de biopeliculas en S.
aureus. Asi como también, la influencia del SAL en la interaccion de S. aureus con
el hospedador utilizando un modelo murino de colonizacion nasal. Los resultados

descriptos permitieron concluir:

1. El SAL disminuyé la concentracién intracelular de Fe®* en un 27% en las

bacterias de la biopelicula.

2. La disminucién de la biodisponibilidad de Fe®* causada por el SAL, promovi6 un
incremento (entre 1,25 y 3,87 veces) en la formacion de la biopelicula tanto en
cepas SAMS como SAMR de los linajes USA100 y USA300.

3. Ni el SAL ni el Fe?" alteraron los niveles de bacterias metabdlicamente activas
gue forman la biopelicula, aunque el SAL causo un leve retraso en el crecimiento

planctonico de S. aureus.

4. El SAL alter6 la composicion polisacaridica de la superficie de S. aureus, y el

agregado de Fe?" revirti6 parcialmente dicho efecto sélo en las biopeliculas.

5. El SAL aumenté la cantidad de PIA producido por cepas SAMS y SAMR como
consecuencia de la baja disponibilidad de Fe?*. Sin embargo, no se observéd

produccion de PC en las biopeliculas en las condiciones estudiadas.
6. El SAL modifico los niveles transcripcionales de genes involucrados en: i) rutas
metabdlicas (citB, pyrA, gapB, gimM), ii) regulacion (fur, codY, agrA, agrC,

RNAIII) y iii) virulencia (cap5K, psm, icaA) en biopeliculas de S. aureus.

7. La actividad de la enzima aconitasa y, por ende del ciclo TCA, disminuyo en las
bacterias de la biopelicula formada en presencia de SAL.
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8. El SAL increment6 la expresion de las proteinas L- y D-lactato deshidrogenasa y
acetoina reductasa, asi como los niveles de L-lactato en biopeliculas de S.

aureus, indicando el cambio metabdlico hacia la via fermentativa.

9. La produccion de lactato mediada por el SAL contribuyé a disminuir el pH del
medio extracelular de cultivos de S. aureus, promoviendo asi la liberacion del

hierro unido a la transferrina humana.

10.En ausencia de codY, el SAL indujo en menor proporcién la formacion de

biopelicula PIA-dependiente y el agregado de Fe** no revirtié dicho efecto.

11.En ausencia del sistema agr, el SAL no afect6 la formacién de la biopelicula de

S. aureus.

12.El SAL disminuyé la actividad del promotor P3 del sistema agr y
consecuentemente aumento la del gen spa en biopeliculas maduras. Ademas, el
SAL redujo la produccion de proteasas y de las a- y &-hemolisinas en las

biopeliculas de S. aureus, indicando la estimulacién disminuida por parte de agr.

13.La actividad proteasa disminuida en las biopeliculas, se reflejé en el incremento
de las adhesinas Eap y Emp y en la disgregacion mediada por proteinasa K de la

biopelicula formada en presencia de SAL.

14.Se identificaron in silico cuatro sitios en el regulador AgrA con los que el SAL
podria interaccionar, siendo el sitio 1 el de mayor probabilidad de albergarlo, con
una energia de unién de -4,30 kcal/mol. Ademas, los sitios 1 y 2 se encuentran

en regiones de interaccion de la proteina con el ADN.

15.El SAL retraso la capacidad autolitica mediada por Triton X-100 tanto en cepas

SAMS como SAMR limitando la liberacion de ADNe en las biopeliculas.

16.La colonizacién nasal de S. aureus aumenté en presencia de SAL.
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17.La VAN aumenté la formacion de la biopelicula de la cepa SAMS Newman un
19%, mientras que la CIP la increment6 en un 40%. Ninguno de los antibiéticos
afectd la produccién de la biopelicula formada por el aislamiento SAMR AR71.
La CIP disminuyé la formacion de la biopelicula de la cepa VISA Mu50 en un
20%.

18.El constituyente proteico es el principal en las matrices extracelulares de las
biopeliculas de las cepas Newman y Newman ica formadas en presencia de
VAN o CIP en Csub.

19.La VAN incremento la actividad del promotor sae y la transcripcion de sae lo que
contribuy6 con: i) el aumento de los niveles de transcriptos eap, emp y sdrC, ii) el

aumento de la expresion de la adhesina Eap v iii) el retraso de la autolisis.

20.La VAN afecté negativamente al regulador MgrA lo que condujo a: i) la liberacion
de la represion ejercida por este regulador sobre la expresion de Eap y la
consecuente induccion de la biopelicula en S. aureus y ii) el retraso de la

autolisis.

21.La CIP aumenté los niveles de transcriptos sae lo que contribuyé con: i) el
aumento en la transcripcion del gen sdrC en biopeliculas de S. aureus; ii) la
disminucién tanto de la actividad del promotor cap como de la produccién del PC
y iii) la induccion de la expresion de proteinas de superficie en cultivos

planctonicos.

Los hallazgos del presente trabajo de tesis proveen nueva informacion sobre la
influencia de sefales externas sobre la virulencia de S. aureus. Algunas de estas
sefales podrian coexistir con este patdgeno durante el transcurso de la infeccion y
promover la cronicidad al favorecer la produccion aumentada de biopeliculas en el
hospedador. Por esta razén, este trabajo pone en evidencia la habilidad de S.
aureus para adaptarse rapidamente a sefiales del microambiente de la infeccion que
promueven su persistencia. Nuevas estrategias terapéuticas deberian ser

contempladas a fin de lograr una efectiva erradicacion de este patdgeno.
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