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Introduccion General

INTRODUCCION GENERAL

1 — Serratia marcescens

1.1 — Perspectiva histérica

A principios de julio de 1819, en Legnaro, provincia de Padua, ltalia, ocurrié un
fendmeno que inquietdé a muchos de los habitantes del area. Ese verano en particular
habia sido mas humedo y caluroso de lo habitual, y la polenta se tifio de rojo. Los
habitantes supersticiosos le temian a esta “polenta sangrienta” y pensaban que el
origen de este fendmeno era diabdlico. La policia formo una comisién de profesores de
la Universidad de Padua para asesorar en la investigacion. Independientemente de
esta comision, Bartolomeo Bizio, realiz6 experimentos y en 1819 en una publicacion
anonima, concluyd que la polenta con tintes rojos era provocada por fendbmenos
naturales. En su publicacion de 1823, Bizio determind que la causa de la polenta roja
era un organismo al cual denominé Serratia marcescens, en honor al fisico italiano
Sefarino Serrati, quien fuera uno de los primeros en trabajar en los barcos de vapor y
marcescens provienen del latin para “decaer”, ya que el pigmento similar a la sangre

se deterioraba rapidamente (Mahlen, 2011; Petersen & Tisa, 2013).

El primero de varios experimentos con S. marcescens como organismo
indicador o de rastreo, fue realizado por M. H. Gordon en 1906. Se le pidi6 a Gordon
que investigara la higiene atmosférica de la casa de los Comunes en Inglaterra, luego
de un brote de gripe que se dio entre los miembros de la casa. Gordon colocé placas
de Petri abiertas a su alrededor en la Casa de los Comunes vacia e hizo gargaras con
un cultivo liquido de S. marcescens para determinar la dispersion de los organismos
mientras recitaba pasajes de Shakespeare. Se encontraron colonias de S. marcescens
lo suficientemente alejadas de Gordon para demostrar que los microorganismos
pueden dispersarse por el habla, ademas de propagarse mediante la tos y los
estornudos (Mahlen, 2011).

A principios de 1970, era cada vez mas claro que S. marcescens podria ser un
patdégeno, pero por muchos afos, se penso que éste era un organismo no patogénico
y un indicador de rastreo ideal. En noviembre de 1976, el diario Newsday de Long
Island publicé una nota en la cual describia pruebas que el gobierno de Estados
Unidos realizé6 sobre la poblacién de San Francisco en 1950 y en el sistema de
subterraneos de Nueva York para determinar cuan vulnerables eran estas ciudades a

ataques por armas biolégicas y la viabilidad de los organismos usados en estos
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Introduccion General

posibles ataques. El reporte mencionaba la muerte de al menos un individuo debido a
una infeccion causada por el mismo organismo utilizado en estas pruebas, S.
marcescens y que al menos otros 5 pacientes habian presentado distintas infecciones

causadas por esta misma bacteria (Mahlen, 2011; Petersen & Tisa, 2013).

1.2 - El género Serratia

El género Serratia esta formado por bacilos Gram negativos de 0,9 — 2 ym de
largo y 0,5 — 0,8 um de diametro y forma parte de la familia Enterobacteriaceae (Van
Houdt et al., 2007). Miembros del genero Serratia, particularmente la especie Serratia
marcescens, causan importantes infecciones en humanos, animales e insectos. Hay
14 especies y 2 subespecies reconocidas en el género, S. entomophila, S. ficara, S.
fonticola, S. glossinae, S. grimesii, S. liquefaciens, S. maercescens subsp.
marcescens, S. marcescens subsp. sakuensis, S. nematodiphila, S. odorifera, S.
plymuthica, S. proteamaculans, S. quinivorans, S. rubidaea, S. ureilytica (Mahlen,
2011).

La mayoria de las especies de Serratia son motiles mediante flagelos
peritricos, anaerobios facultativos, quimioorganotrofos con metabolismo de tipo
respiratorio y fermentativo. Son habitantes ubicuos de suelo, agua y plantas y se
encuentran normalmente asociadas con alimentos crudos, lo que causa el desperdicio
de estos alimentos. Ademas, son capaces de colonizar una amplia variedad de
superficies en el tracto digestivo de roedores, insectos, peces y humanos (Grimont &
Grimont, 1978) y plantean un peligro para la salud como patégenos oportunistas. En
particular, Serratia marcescens, representa un importante patégeno nosocomial capaz
de causar neumonia, infecciones intravenosas asociadas a cateterismos, infecciones
del tracto urinario, osteomielitis y endocarditis que se ven exacerbadas por la
existencia de cepas resistentes a multiples antibiéticos (Eisenstein, 1990).

1.3 - Serratia marcescens

S. marcescens era considerado originalmente un organismo de agua saprofito,
inocuo, no patogénico y era utilizado como un marcador biolégico debido a sus
colonias rojas que son facilmente reconocibles. Luego de la revisién de ciertos
incidentes en 1896, el profesor Scheurlen de la Universidad de Estrasburgo concluyo
que este organismo contribuia a mas muertes que muchas bacterias patogénicas.
Desde 1960, la frecuencia del numero de reportes de infecciones causadas por este
organismo aumentd considerablemente (Hejazi & Falkiner, 1997). La habilidad de
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Introduccion General

causar infecciones se suponia limitada a pacientes con desordenes debilitantes, pero
actualmente S. marcescens se ha implicado como el agente etioldégico de cada tipo de
infeccion existente, incluyendo infecciones del tracto urinario, septicemia, meningitis e
infecciones de heridas. Se reportd que S. marcescens causa endocarditis adquiridas
en la comunidad y en los hospitales (Hejazi & Falkiner, 1997). Ademas, se identificé a
S. marcescens como el agente causal de la “plaga blanca”, una seria amenaza al coral

caribefo, Acropora palmata (Mahlen, 2011).

Grimont y Grimont describieron a S. marcescens como un bacilo Gram
negativo oxidasa negativo que produce ADNasa (Grimont & Grimont, 1978). El
potencial de S. marcescens de utilizar un amplio rango de nutrientes se ve expresado
claramente por su habilidad de sobrevivir y crecer bajo condiciones extremas,
incluyendo desinfectantes, antisépticos y agua dos veces destilada (Hejazi & Falkiner,
1997).

Los aislamientos ambientales de S. marcescens producen un pigmento rojo
caracteristico denominado prodigiosina. La bacteria pigmentada se encuentra en
distintos nichos ecoldgicos que incluyen suelo, agua, aire, plantas y animales. La
habilidad de producir prodigiosona es caracteristica de S. marcescens, pero se
desconoce la funcion de este pigmento rojo ya que los aislamientos clinicos no suelen

ser pigmentados (Hejazi & Falkiner, 1997).

1.4 - Patogénesis de Serratia.

Serratia marcescens es un patégeno oportunista de humanos que representa
un problema creciente para la salud publica, particularmente para pacientes
hospitalizados o inmunocomprometidos. Como se mencioné anteriormente, es capaz
de causar infecciones en el sistema nervioso central, infecciones del tracto urinario,
neumonia y otras infecciones respiratorias, infecciones del torrente sanguineo
incluyendo endocarditis e infecciones de heridas. Ademas, S. marcescens es un
importante patdgeno ocular, no necesariamente en pacientes hospitalizados o
inmunocomprometidos (Mahlen, 2011) Si bien se han identificado diversos factores de
virulencia potenciales producidos por S. marcescens, existen muy pocas publicaciones
donde se explora en profundidad los mecanismos que utiliza para invadir, sobrevivir y
proliferar dentro del hospedador (Fedrigo et al., 2011; Hejazi & Falkiner, 1997; Nehme
et al., 2007)
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Hertle y Schwartz (Hertle & Schwarz, 2004) reportaron que S. marcescens es
capaz de invadir distintas lineas celulares epiteliales, por un mecanismo dependiente
de la adhesion y de la produccion de hemolisina. Propusieron que dicha toxina
facilitaria la internalizacion de la bacteria, pero no estaria involucrada en la replicacion

intracelular.

En un reporte mas reciente se demostré que distintos aislamientos clinicos no
pigmentados de S. marcescens eran citotoxicos ante distintas lineas celulares
epiteliales y de macréfagos, y que esta citotoxicidad era dependiente del contacto
entre las bacterias y las células eucariotas. Ademas, se reportd que Serratia era capaz
de inducir necrosis y apoptosis dependiente de caspasas en estas lineas celulares
(Krzyminska et al., 2012).

S. marcescens es un potente patégeno de Drosophila melanogaster en un
modelo de herida séptica sin embargo, los insectos no sucumben en un modelo de
infeccion oral con Serratia (Flyg et al., 1980; Nehme et al., 2007). Las bacterias
inyectadas resisten la respuesta inmune sistémica, proceso que involucra al antigeno
O del lipopolisacarido (LPS). Las bacterias ingeridas escapan del tracto digestivo hacia
el hemocele, a través del epitelio intestinal y son sensibles a la respuesta local de la
via IMD (del inglés, inmune deficiency pathway) que se dispara en el intestino del
insecto infectado. Ademas, la fagocitosis es un mecanismo de defensa efectivo contra

las bacterias ingeridas que escaparon hacia la hemolinfa (Nehme et al., 2007).

Kurz y colaboradores, realizaron una busqueda de factores de virulencia en S.
marcescens, demostrando la capacidad de esta enterobacteria para invadir un amplio
rango de hospedadores, tales como el nematodo Caenorhabditis elegans, la mosca de
la fruta D. melanogaster y cultivos de células epiteliales. Reportaron que los genes
implicados en la biosintesis de lipopolisacarido (LPS), la captacion de hierro y la
produccion de hemolisina son necesarios para la virulencia de Serratia in vivo (Kurz et
al., 2003).

En nuestro laboratorio, demostramos que S. marcescens es capaz de invadir
células no fagociticas por medio de la via endosomal, y residir y multiplicarse dentro
de ellas en grandes compartimentos rodeados de membrana que se denominaron
SeCV (del inglés Serratia containing vacuole, vacuola que contiene a Serratia)
(Fedrigo et al., 2011). Serratia requiere de la expresion flagelar para adherirse a la
célula epitelial. El patdégeno ingresa a la célula hospedadora contenido en una vacuola
con caracteristicas de endosoma o fagosoma temprano, que rapidamente adquiere
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marcadores autofagosomales (Rab7 y LC3). Ademas, Serratia requiere un estado
metabdlicamente activo para inducir autofagia y ser capaz de invadir células CHO,

pero no requeriria la fosfolipasa PhIA para estos procesos (Fedrigo et al., 2011).

1.5 - Factores de virulencia

S. marcescens es usualmente clasificado como un patdégeno oportunista, cuyos
factores de virulencia se desconocen. Como se describié en la seccion anterior, la
bibliografia sobre la patogénesis de esta bacteria es escasa, por lo cual la identidad y
los mecanismos de accion de los potenciales factores de virulencia todavia deben ser
dilucidados. A continuacién se efectia una sintesis de los conocimientos mas

relevantes de algunos de estos factores.

1.5.1 - Resistencia antibiotica

Las infecciones causadas por S. marcescens suelen ser dificiles de tratar
debido a la resistencia de esta enterobacteria a antibidticos B-lactamicos,

aminoglicosidos y fluoroquinolonas (Maseda et al., 2011; Stock et al., 2003).

El mecanismo mas comun de resistencia a aminoglicésidos en S. marcescens
estd mediado por enzimas que modifican al antibidtico. Estas enzimas modifican su
blanco al agregar grupos acetilos (N-acetiltransferasas), grupos fosfatos (O-
fosfotransferasas) o nucledtidos (O-nucledtidotransferasas). De esta manera, el
aminoglicosido es incapaz de unirse a su blanco en el ribosoma. La resistencia
también puede estar dada debido a mecanismos bacterianos que provocan la
alteracion del ribosoma mismo, la impermeabilizacidén de la célula o el aumento en la
expresion de los canales de eflujo. Muchos brotes nosocomiales en pacientes
pediatricos y adultos son causados por cepas de S. marcescens resistentes a uno o

varios aminoglicésidos (Mahlen, 2011).

Las especies del género Serratia son intrinsecamente resistentes a varios
antibiéticos B-lactamicos como la penicilina G, ampicilina, amoxicilina y cefalosporinas.
Algunas cepas de S. marcescens poseen carbapenemasas cromosomales y -
lactamasas codificadas por el gen cromosomal ampC, que pueden hidrolizar
cefalosporinas y penicilinas. El gen ampC de S. marcescens es inducible por varios
antibidticos B-lactamicos mediante un mecanismo complejo que involucra el reciclado
de la pared celular (Mahlen, 2011). La resistencia a antibidticos B-lactamicos en S.

marcescens viene dada por dos mecanismos: la expresion de B-lactamasas activas
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capaces de degradar antibioticos de la familia de las cefalosporinas, carbapenemes vy,
penicilinas; y por otro lado, una menor permeabilidad de la membrana debido a

modificaciones en el antigeno O de su LPS (Hejazi & Falkiner, 1997).

En algunas cepas de S. marcescens se han encontrado mutaciones
especificas en la ADN girasa que reducen la susceptibilidad de esta enzima a las
fluoroquinolonas, y se han identificado bombas de eflujo especificas para
ciprofloxacina y oxofloxacina, responsables de evitar la acumulacion de la
fluoroquinolona en el interior de la célula bacteriana (Kumar & Worobec, 2005; Maseda
etal., 2011).

Muchas especies del género Serratia exhiben resistencia intrinseca a las
tetraciclinas. Se ha descripto que, en S. marcescens, esta resistencia esta mediada

por bombas de eflujo codificadas en el cromosma o en plasmidos (Mahlen, 2011).

1.5.2 - Quérum sensing

El quérum sensing (QS) es un mecanismo de comunicacion célula a célula que
es utilizado por las bacterias para controlar una gran diversidad de funciones celulares
como la formacién de biofilms y la produccion de antibiéticos. Cuando la poblacién
bacteriana alcanza una masa critica, las moléculas sefiales son detectadas y les
permiten, a las bacterias, responder a las condiciones ambientales. La mayoria de las
bacterias Gram negativas utilizan N-acil-homoserin lactonas (AHLs) como moléculas
sefal. El sistema de QS estd compuesto por una AHL sintasa de tipo Luxl y un
receptor tipo LuxR (Van Houdt et al., 2007).

En S. marcescens hay descriptos varios sistemas de QS de tipo LuxIR. En la
cepa MG1 el sistema Swl/SwR regula la movilidad tipo swarming, la formacion de
biofilms, la produccidon de serrawettinas, proteasas, proteina de la capa S y la
fermentacion de butanodiol (Eberl et al., 1996a). En la cepa 12 de S. marcescens el
sistema Smal/SmaR regula la motilidad de tipo swarming, la actividad hemolitica, la
formacién de biofilms y la produccién de quitinasa y caseina (Coulthurst et al., 2006).
La motilidad de tipo sliding, independiente de flagelo se encuentra regulada por el
sistema de QS Spnl/SpnR en S. marcescens SS-1, al igual que la produccion de

prodigiosina (Mahlen, 2011).

Ademas de regular la motilidad de tipo swarming, la produccion de prodigiosina

y la secrecion de enzimas mediante Sistema de secrecion tipo 1, LipB, el QS es
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esencial para el desarrollo normal de biofiims en S. marcescens MG1 (Labbate et al.,
2004). Los biofilms son estructuras comunitarias formadas por microcolonias de
bacterias adheridas a la superficie y embebidas en sustancias exopoliméricas que
producen las mismas bacterias (Van Houdt et al., 2007). Labbate y colaboradores
propusieron que la formacion de biofilm en S. marcescens MG1 seguia un programa
genético en el cual se observa diferenciacion celular y estructural, seguido de la
formacion de células largas y filamentosas, las cuales agregan y se entrelazan con
bacterias vegetativas, permitiendo la maduracion del biofilm. La cepa mutante en swrl,
incapaz de sintetizar C4-HSL y C6-HSL forma biofilms delgados e inmaduros (Labbate
et al., 2004). El sistema de QS en S. marcescens MG1 juega un rol principal en al
menos 4 etapas del desarrollo del biofilm: la unién, la movilidad tipo swarming, la

maduracion del biofilm y el desprendimiento de las bacterias (von Hoven et al., 2012).

Por otro lado, el QS del tipo LuxS ha sido descripto en bacterias Gram positivas
y Gram negativas para las cuales existe una molécula sefial universal (no dependiente
de especie) denominada Autoinductor-2 (Al-2). LuxS sintetiza Al-2 y, en condiciones
de alta densidad celular, el autoinductor se une al sensor LuxP iniciando una cascada
de desfosforilacion que finaliza con la activacion del regulador transcripcional LuxR
(Van Houdt et al., 2007). En una cepa pigmentada de S. marcescens, se mostro que el
sistema LuxS/Al-2 se encuentra involucrado en la produccion de prodigiosina y
hemolisina. La mutante en /uxS es menos virulenta en el modelo de infeccion de C.
elegans, y muestra una mayor produccion de biofilm al comparar con la cepa parental
(Coulthurst et al., 2004).

1.5.3 - Biosurfactantes y motilidades de tipo swimming y swarming.

S. marcescens es capaz de desarrollar dos formas de motilidad mediadas por
flagelo, swimming y swarming, dependiendo de la viscosidad del medio. El swimming
ocurre en medio liquido y es el movimiento individual de la bacteria mediado por
flagelo que no involucra procesos de diferenciacion celular. En contraste, el swarming
ocurre en medio semisdlido, es un proceso multicelular y estd acompafado por
diferenciacion celular, reflejandose en la aparicién de células bacterianas mas largas,

multinucleadas, aseptadas e hiperflageladas (Castelli et al., 2008; Eberl et al., 1996b)

Mutantes en S. marcescens incapaces de realizar swarming, permitieron
identificar a swrA, un gen controlado por QS implicado en la sintesis de un exolipido
denominado serrawettina W2. Conforme aumenta la densidad celular, la bacteria
secreta serawettina W2, cuyas propiedades biosurfactantes reducen la tension
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superficial del medio y permiten una rapida expansion de la colonia (Lindum et al.,
1998).

En Serratia, el swarming esta regulado por el sistema flagelar, por QS y por
sistemas de dos componentes, tal como RssAB. (Van Houdt et al., 2007; Tsai et al.,
2011). Tanto el swimming como el swarming de Serratia se inducen a 30°C, y el
swarming, pero no el swimming, se inhibe completamente a 37°C. Soo vy
colaboradores mostraron que, el mecanismo de control por temperatura de la
movilidad de Serratia CH-1 se debe en parte a que la produccion de serrawetina se
induce a 30°C controlada por quérum sensing y, a su vez, a que el sistema RssAB
reprime parcialmente la expresion del regulador flagelar FIhDC y la produccién de
flagelo a 37°C (Soo et al., 2013).

1.5.3.1 - Flagelo

El flagelo es la organela responsable de la locomocién en muchas especies
bacterianas. Todos los flagelos bacterianos estan formado por tres componentes
mayoritarios: el cuerpo basal, que ancla el flagelo en la envoltura celular bacteriana y
contiene el motor que impulsa la rotacién flagelar; el gancho, que es una varilla
curvada y flexible que convierte el movimiento rotacional en olas; y un largo filamento
helicoidal, que propaga las olas iniciadas por el gancho y propulsa a la bacteria a
través del medio liquido en el que se encuentra. Tanto el flamento como el gancho
son estructuras cilindricas huecas que se extienden desde la superficie celular. El
cuerpo basal es la estructura mas compleja de las tres mencionadas. En bacterias
Gram negativas esta formado por cuatro estructuras anulares: el anillo L, asociado al
LPS; el anillo P, en la capa de peptidoglicano; el anillo M embebido en la membrana
plasmatica y el anillo S, directamente anclado en la membrana plasmatica. Ademas,
contiene un motor rotatorio y un sistema de secrecion tipo Il flagelar (SST3f) (Apel &
Surette, 2008) (Figura 1).
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Los componentes del flagelo bacteriano son capaces de autoensamblarse sin
la ayuda de enzimas u otros cofactores. Como se menciona anteriormente, tanto el
cuerpo basal como el filamento son estructuras huecas, a través de las cuales se
pueden translocar los componentes proteicos del flagelo a sus posiciones
correspondientes mediante el SST3f. Durante el ensamblaje, estos componentes
proteicos se agregan al extremo distal del flagelo y no en la base. La regulacién de la
expresion génica flagelar estd acoplada al ensamblaje del flagelo (Apel & Surette,
2008).

Clase 1 Control de reguladores globales
flIhDC <~ (ej: CRP, H-NS, OmpR)
v Clase 2 MIPG ME
* NLMNOPQOR
h Anillo C
W\ ME
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Figura 1. Secuencia temporal de la expresién génica y ensamblaje del aparato flagelar. Los operones del
sistema flagelar se expresan en una determinada secuencia temporal, gue se observa en esta figura desde arriba
hacia abajo. Los operones de clase 2 y 3 se muestran en rojo y azul respectivamente. La membrana interna (Ml),
el peptidoglicano (PG) y la membrana externa (ME) estan indicadas. El factor anti-sigma FlagM inhibe el factor
sigma de clase 3 FliA, hasta el ensamblaje de un SSTTT (sistema de secrecién tipo tres flagelar) funcional, por el
cual es luego exportado fuera de la célula. FliA también regula su propia expresion y contribuye a la expresion de
otros operones de clase 2. Adaptado de Apel & Surette, 2008.

El reguldn flagelar, tanto en Escherichia coli como en Salmonella enterica
serovar Typhimurium, esta constituido por mas de 50 genes agrupados en, al menos,

17 operones. La expresion de estos genes esta regulada en multiples niveles en
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respuesta a sefiales ambientales y sefales acopladas al desarrollo morfolégico de la
organela flagelar. Esta elaborada regulacion permite que las proteinas flagelares sean
producidas en el momento en que son requeridas para ensamblarse en la estructura
flagelar (Macnab, 2003).

Dentro del reguldn, los operones estan divididos en tres clases de distinta
jerarquia transcripcional temporalmente reguladas: clases temprana, media y tardia o
clases 1, 2 y 3. El promotor del operon maestro flhDC define la clase 1 de promotor
flagelar (Figura 1). Es un punto de regulacion crucial en el que se decide si se inicia la
biosintesis del flagelo. En este punto convergen numerosas sefiales globales que
determinan si se lleva a cabo la biosintesis del apéndice. La expresion de flhDC esta
controlada por varios reguladores que responden a estas sefiales. Dentro de estos
reguladores se encuentran las proteinas de shock térmico DnaK, Dnad y GrpE, que
responden a cambios en temperatura; OmpR, que responde a osmolaridad; H-NS, que
responde a cambios en pH; cAMP-CRP, que responde a cambios en la disponibilidad
de fuentes de carbono y el sistema RcsCDB, que responde, entre otros factores, a
estrés de la envoltura celular. Otros factores que afectan la expresion de flhDC
incluyen transicion liquido-superficie, deteccion de densidad poblacional (QS), control
del ciclo celular, fase de crecimiento y sintesis de fosfatidiletanolamina vy
fosfatidilglicerol (Anderson et al., 2010b).

Las proteinas FIhD y FIhC codificadas por el operén flhDC forman un complejo
heterotetramérico, FIhC,FIhD,, que actia como activador transcripcional de los
promotores de clase 2 encontrados corriente arriba de los operones de esta clase.
Esta activacion es dependiente de la ARN polimerasa asociada a la subunidad ¢”°
(Patrick & Kearns, 2012) (Figura 1).

Los productos proteicos de los operones de clase media incluyen proteinas
necesarias para la estructura y ensamblaje del cuerpo basal del flagelo, asi como
también dos reguladores transcripcionales, FliA y su regulador negativo, FIgM. fliA
codifica para una subunidad ¢ alternativa de la ARN polimerasa, ¢?®. El factor 0%,
codificado por fliA, es el regulador positivo esencial en la cascada flagelar y tiene
secuencias de reconocimiento dentro de las regiones promotoras de las tres clases de
genes flagelares. En Serratia, al igual que en Xenorhabdus, Photorhabdus, Yersinia 'y
Proteus, fliA se localiza en el operon fliAZ. FIgM censa el estado de desarrollo del
flagelo siendo él mismo secretado a través del aparato de secrecion tipo Il especifico
del flagelo. Cuando la estructura del cuerpo basal del gancho esta completa y es, por

lo tanto, competente para secretar las proteinas asociadas al gancho y las
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subunidades de flagelina, también se vuelve competente para secretar FIgM. A medida
que éste es secretado disminuye su concentracion intracelular y se libera la represion
sobre la expresién de los transcriptos de clase 3, que son activados por 6? (Figura 1)
(Anderson et al., 2010b; Patrick & Kearns, 2012).

A excepcion de las proteinas asociadas al gancho, todos los genes tardios son
transcriptos Unicamente a partir de promotores de clase 3. Estos genes codifican para
las subunidades generadoras del torque del motor, MotA y MotB, proteinas del sistema
de quimiotaxis, y las proteinas que conforman las subunidades de flagelina FIiC y FIjB,
que son polimerizadas fuera de la célula para formar el filamento helicoidal (Macnab,
2003). En S. marcescens, trabajos efectuados por nuestro grupo, mostraron que el
regulador RcsB es capaz de inhibir la transcripcion del regulador maestro FIhDC y, por
lo tanto inhibir la biosintesis del flagelo. La ausencia de ECA (Antigeno comun de
enterobacterias) ciclico seria la sefial que activa a RcsB (Castelli & Véscovi, 2011).

1.5.4 - Exoproteinas

El operdén lipBCD es responsable de la secrecion de varias proteinas no
relacionadas, la lipasa LipA, la metaloproteasa PrtA y la proteina de capa de superficie
0 capa-S, SIA. El sistema de secrecion de la proteina LipB es un aparato de secrecion
de tipo | que pertenece a la superfamilia de transportadores ABC (del inglés ATP-
binding cassette) y esta constituido por LipB, la proteina ABC (ATPasa de membrana),
LipC, la proteina de fusion de membrana MFP (del inglés membrane fusién protein) y
LipD, el polipéptido de membrana externa. La transcripcién de los genes lip esta
regulada por el sistema de QS Swl/SwR (Van Houdt et al., 2007).

LipA es una lipasa extracelular, de 62 kDa, clasificada como perteneciente a la
subfamilia I-3 (Arpigny & Jaeger, 1999). Las lipasas de esta subfamilia se caracterizan
por presentar alto peso molecular, sitio activo caracteristico de las serina esterasas,
actividad dependiente de Ca*?, exporte mediado por sistemas de secrecion tipo | y
ausencia de péptido sefal N-terminal para su transporte (Angkawidjaja & Kanaya,
20086).

S. marcescens es capaz de secretar hasta cuatro proteasas, pero la
metaloproteasa PrtA o serralisina de 56 kDA, posee la mayor actividad entre estas
cuatro variantes. La actividad proteolitica se observa a tiempos tardios de crecimiento
y en presencia de sustratos adecuados. La actividad proteasa ha sido repetidamente

involucrada en la virulencia de varias cepas provenientes de aislamientos clinicos. La
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proteasa PrtA ha sido implicada en la produccién de ulceras de la coérnea,
permeabilidad vascular y la destruccién de componentes del complemento. Es capaz
de inducir la respuesta inflamatoria mediante la activacion del receptor 2 activado por
proteasa (PAR2) en células de carcinoma humano de pulmén EBC-1 y destruir
fibroblastos y células HelLa (Petersen & Tisa, 2013).

Mediante la expresién del operon phlAB, S. marcescens produce una
fosfolipasa A denominada PhIA y una proteina accesoria, PhIB, que previene la
actividad de PhIA dentro de la bacteria (Givskov & Molin, 1992). Se demostré que PhlA
es coexpresada con los genes flagelares, y requiere del flagelo para su exporte
(Castelli et al., 2008; Givskov et al., 1995). Si bien no se ha dilucidado el rol patogénico
de esta fosfolipasa, recientemente, se ha reportado que PhIA presenta actividad
hemolitica frente a glébulos rojos y actividad citotdxica sobre células epiteliales. En
este trabajo se postula que, la liberaciéon de lisofosfolipidos, provenientes de la
hidrélisis de fosfolipidos originada por PhIA, serian los responsables de desestabilizar
las membranas y originar la actividad hemolitica y citotdxica (Shimuta et al., 2009). Sin
embargo, como se menciond anteriormente, en el modelo de invasion de células CHO
la expresion de PhlIA no es requerida ni para la invasion y replicacion en estas células
ni para el disparo de autofagia (Fedrigo et al., 2011).

1.5.4.1 - Hemolisina

La actividad hemolitica de S. marcescens se ha caracterizado como la principal
causa de la citotoxicidad contra un diverso numero de lineas celulares de mamiferos,
incluyendo células epiteliales y fibroblastos, y es un factor de virulencia importante
tanto en vertebrados como invertebrados. La hemdlisis también media la liberacién de
moléculas inflamatorias como histaminas y leucotrienos, que contribuyen a la
permeabilidad vascular, a la formacion de edemas y la acumulacion de granulocitos
(Petersen & Tisa, 2013).

La hemolisina fue el primer miembro caracterizado de un nuevo grupo de
proteinas secretadas por el sistema de dos comparieros o tipo Vb (Figura 2) (Jacob-
Dubuisson et al., 2013). La actividad hemolitica esta determinada por dos proteinas:
ShlA y ShiB. shiA codifica para la hemolisina, proteina de 165 kDa y shiB codifica para
la proteina (65 kDa) de membrana externa responsable de la activacion y traslocacion
de ShlA (Petersen & Tisa, 2013). Se ha reportado que la activaciéon de ShlA también
depende de fosfoetanolamina, un componente principal de la membrana externa de S.

marcescens (Hertle et al., 1997). El sistema de secrecién de dos comparieros TPS (del
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inglés two partner secretion) pertenece a una superfamilia de transportadores de
bacterias Gram negativas, mitocondrias y cloroplastos. (Pramanik et al., 2013). Los
sistemas de dos comparfieros exportan exoproteinas grandes (TpsA) a través de la
membrana externa de las bacterias Gram negativas utilizando una proteina de tipo
barrii B que forma el canal de paso (TpsB). Las proteinas TpsA y TpsB son
sintetizadas con una secuencia sefial N-terminal y son traslocadas a través de la
membrana plasmatica por el sistema de secrecion Sec. La proteina TpsB luego se
inserta en la membrana externa donde forma un barril § con actividad canal que media

la secrecion de la proteina TpsA (Figura 2) (Mazar & Cotter, 2007).

Operén shiBA

Citoplasma

Mi

ShlA

Periplasma

,/ \\
\Sh A

Figura 2. Modelo de secrecion de ShlA. La hemolisina es codificada por el operén shiBA {A). shiA codifica para
la hemolisina y sh/B para la proteina transportadora de membrana externa. Ambas proteinas son sintetizadas
como precursores que contienen péptides sefiales, los cuales son eliminados durante el transporte de los
polipéptidos a través de la membrana plasmatica mediante el sistema Sec (B). Luege, la hemolisina es
transportada al medio extracelular mediante el sistema de dos compafieros {C), ShiB se inserta en la membrana
externa y media el transporte de ShlA a través de la membrana externa (D), alternando entre una conformacién
«abierta» y «cerrada». Adem.as, ShiB es necesario para la activacién de ShlA, provocandoe un cambio
conformacicnal en la hemolisina y la unién no covalente a fosfatidiletanolamina. La flecha de puntos muestra la
estructura terciaria de ShiB. MI: membrana interna, ME: membrana externa, PE: Fosfatidiletanolammina. Adaptadp
de Hertle, 2000.
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La hemolisina de S. marcescens representa un nuevo tipo de hemolisina. No
posee homologia con la secuencia o la estructura de las hemolisinas similares a las de
E. coli (toxina RTX). Las hemolisinas homoélogas a la de S. marcescens son las
pertenecientes a P. mirabilis, P. vulgaris, Haemophilus ducreyi, Edwardsiella tarda y

Erwinia chrysanthemi (Hertle, 2000)

La actividad hemolitica 6ptima se observa a 30 °C, reduciéndose hasta 10
veces a 37 °C. La reduccioén de la actividad hemolitica a 37 °C estaria sugiriendo que
la hemolisina no seria un factor de virulencia importante en hospedadores de sangre
caliente. Sin embargo, la eliminacién de shiBA anula la virulencia en un modelo de
ratén y la citotoxicidad contra multiples lineas celulares de mamiferos. Entonces, a
pesar que se expresa a bajos niveles a 37 °C, la hemolisina todavia podria ser un
potencial factor de virulencia a esta temperatura. Lin y colaboradores (Lin et al., 2010)
mostraron que en S. marcescens CH-1, este efecto de la temperatura se debe, al
menos parcialmente, a la via RssAB-FInDC-ShIBA. La expresion de ShIBA es regulada
de manera positiva por el regulador maestro flhDC. A su vez, flhDC es regulada
negativamente por RssAB, un sistema de dos componentes que muestra una mayor

expresion a altas temperaturas.

El hierro controla la actividad hemolitica de S. marcescens a través de un
promotor de tipo Fur en el operdon ShiBA. Létoffe y colaboradores conjeturan que
cuando los niveles ambientales de hierro son bajos, como en el caso del cuerpo
humano donde el hierro es secuestrado por los glébulos rojos para formar el grupo
hemo, las bacterias aumentan la expresion de shlA. La lisis de los globulos rojos
mediante ShiA liberaria hemoglobina, que seria absorbida por la bacteria mediante la
proteina extracelular HasA (Létoffé et al., 1994). Sin embargo, no hay indicios
experimentales que indiquen que la hemodlisis de gldbulos rojos tenga lugar durante la

infeccion de Serratia en humanos.

Marre y colaboradores (Marre et al., 1989) mostraron que la hemolisina de S.
marcescens contribuye a la colonizacion del epitelio del tracto urinario en un modelo
experimental de rata. Una cepa de E. coli 536/21 que produce ShIA es 5 veces mas
eficiente en la colonizacién que la cepa negativa para ShlA. Sin embargo, no esta claro
si ShlA actia como una adhesina o facilita la colonizacion por su actividad citolitica. En
células epiteliales en cultivo (HEp-2, HelLa) cepas de S. marcescens que producen
ShlA se adhieren a través de fimbrias tipo |. Una cepa de E. coli BL21 transformada

con los genes shiBA, produce 30 veces mas hemolisina que Serratia salvaje, pero no
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es adherente. Por lo tanto, es claro que la adherencia no es principalmente mediada
por la hemolisina (Hertle, 2000; Marre et al., 1989).

Kurz y colaboradores identificaron a la hemolisna de Serratia marcescens como
un factor de virulencia necesario para la invasion en C. elegans, D. melanogaster y
ratones. Ademas, en este mismo trabajo se demostré que una cepa mutantes en ShlA

presentaba menor citotoxicidad antes distintas lineas celulares (Kurz et al., 2003).

S. marcescens es capaz de invadir distintas lineas celulares (Fedrigo et al.,
2011; Hertle, 2000). En estos ensayos, la citotoxicidad, mediada por ShlA, de ciertas
cepas de Serratia reduce la cantidad de bacterias protegidas de gentamicina ya que
las bacterias lisan a las células hospedadoras y las expone a la accidén de éste
antibiético agregado al medio de incubacion. Cepas isogénicas de S. marcescens
W225 y W1128 mutantes en hemolisina mostraron una menor capacidad de invasién
que la cepas salvajes y mostraron menos citotoxicidad en un ensayo de liberacion de
Lactato deshidrogenasa, LDH (Hertle, 2000).

S. marcescens posee la capacidad de danar tejidos, lo que depende de la
accion de ShlA. Edwardsiella tarda sintetiza una hemolisina homologa a ShlA. La
produccion de hemolisina por E. tarda aumenta la invasién de células Hep-2
significativamente. En el caso de Proteus mirabilis, que también posee una hemolisina
homdloga a ShlA, las fimbrias y la motilidad de tipo swarming parecen ser mas
importantes en la invasion de la célula hospedadora que la produccion de hemolisina.
S. marcescens es capaz de adherirse a distintas células epiteliales a través de fimbrias
de tipo 1, las cuales también contribuyen a la produccidon de superdxido y a la
fagocitosis (Hertle, 2000).

Hertle y colaboradores demostraron que la hemolisina ShlA es capaz de inducir
la vacuolizacién de diferentes lineas de células epiteliales y que las vacuolas se
distribuyen en todo el citoplasma. Antes de la vacuolizacion, ShIA induce deplecion de
ATP vy eflujo de potasio en células epiteliales y fibroblastos. La liberacion de potasio a
través de los poros formados por ShlA en la membrana plasmatica, es una sefal para
que la ATPasa Na'/K" transporte potasio hacia la célula, pero la liberacion a través de
los poros de ShIA es mayor que la importacion. En un intento de restaurar los niveles
intracelulares de potasio se consumen las reservas de ATP intracelular (Hertle, 2000;
Hertle et al., 1999).
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Trabajos mas recientes, revisados por von Hoven y colaboradores, muestran
que diversas toxinas formadoras de poros o PFTs (del inglés pore forming toxins),
como la o-toxina de Stapphylococcus aureus, la citolisina de Vibrio cholerae, la
streptolisina O, la Listeriolisina O (LLO) de Listeria monocytogenes, la aerolisina de
Aeromonas hydrophila y la haemolisina de E. coli son capaces de dafiar la membrana
plasmatica de la célula eucariota. Este dafio provoca una disminucion en los niveles de
ATP celular, un aumento en el eflujo de K* y como consecuencia el hambreado celular.
Estas sefiales llevan a la activacion de la quiinasa de elF2a sensible al nivel de
aminoacidos en la célula (GCN2) y del sensor de energia AMPK; y a la inactivacion de
mTOR1. La activacion/inhibicion de estas vias de sefializaciéon celular permiten una
reprogramacion metabdlica, la cual induce el proceso autofagico y contribuye a la
induccion de un estado quiescente de la célula dafiada que favorece la recuperacion

de la homeostasis y la reparacion de la membrana dafiada (von Hoven et al., 2012).

A lo largo de esta seccién, se ha descripto la capacidad de S. marcescens de
llevar a cabo diferentes procesos para adaptarse a diversas condiciones
medioambientales. Si bien algunas de estas estrategias son, en parte, reguladas por
procesos dependientes de QS, los mecanismos regulatorios que este patdgeno
oportunista articula para adaptarse a diferentes medios y alternar entre ambientes
libres y asociados al hospedador son muy complejos y aun desconocidos.

2 - Biologia celular de patégenos intracelulares

Las bacterias patdgenas han evolucionado como un grupo de microorganismos
dotados de herramientas especificas, capaces de perturbar diversos procesos
bioldgicos en células eucariotas a fin de lograr su propio beneficio. Sin embargo, luego
de ser captados por la célula hospedadora en un compartimento unido a membrana,
los patdgenos bacterianos se enfrentan a los desafios impuestos por la respuesta de
defensa innata intracelular. Uno de los mecanismos de eliminacion mas importantes
depende de la via endocitica. Ademas, la via autofagica también es capaz de eliminar
a las bacterias patogénicas al mediar la fusion entre los lisosomas y las vacuolas que
contienen a los patégenos, en un proceso denominado xenofagia. Entonces, el éxito
de estas bacterias reside en las estrategias que utilizan para manipular estos procesos
y en el ciclo de vida que realizan intracelularmente. Por ello, en los apartados
siguientes de la presente tesis, se describiran los mecanismos de inmunidad innata
intracelular y algunas de las estrategias que han desarrollado diferentes bacterias

patdgenas para subvertir los mecanismos de defensa del hospedador.
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2.1 - Internalizacion

La fagocitosis en mamiferos es dirigida, principalmente, por fagocitos
profesionales, tales como macréfagos, neutrofilos y células dendriticas, que participan
en la eliminacion de grandes particulas como son los microorganismos. La
internalizacién y subsecuente destruccion del patdégeno son claves para inducir la
respuesta inmune innata y promover la presentacion de antigenos y el desarrollo de la
inmunidad adaptativa (Flannagan et al., 2009). La interaccion de la bacteria con el
fagocito puede ser directa, a través del reconocimiento de moléculas asociadas al
patégeno (carbohidratos, péptidoglicanos y lipoproteinas) por parte de receptores
celulares; o indirecta, mediante las opsoninas (IgG) que se adhieren a la superficie del
patdégeno y adquieren una conformacion que es reconocida por receptores del fagocito
(Flannagan et al., 2009). Si bien la respuesta de la célula especializada depende de
los receptores reconocidos en la interaccién célula-patégeno, la remodelacion de
actina para la formacién de extensiones pseuddpodos es un mecanismo comun. Este
proceso es altamente regulado e involucra receptores especificos de superficie y
transduccion de sefiales mediada por GTPasas y fosfoinositoles, responsables de
activar proteinas involucradas en la polimerizacién de actina y proteinas de la familia

SNARE implicadas en la fusion de membranas (Mayinger, 2012).

En contraposicion, las células no fagociticas tales como epiteliales o
endoteliales normalmente no endocitan microorganismos o particulas grandes y
conforman barreras naturales en defensa del hospedador. Estas células son invadidas
por patégenos intracelulares, principalmente, a través de dos mecanismos: invasion
tipo cierre o mediada por receptor, donde el microorganismo se une fuertemente a la
célula y un progresivo movimiento de la membrana plasmatica completa la
internalizacion la bacteria; e invasion tipo gatillo, que implica drasticos rearreglos del
citoesqueleto que conducen a la formacion de extensiones de la membrana
plasmatica, las cuales encierran al patdogeno en el interior celular (Alix et al., 2011;
Alonso & Garcia-del Portillo, 2004).

2.2 - Sistema inmune del hospedador y ciclo intracelular del patégeno

Luego de que la bacteria ha ingresado a la célula eucariota, se encuentra
generalmente encerrada en una vesicula membranosa y transita a través del sistema
vacuolar celular. Durante este trafico intracelular, el microorganismo esta expuesto a
los mecanismos de defensa y degradacion del hospedador. En este sentido, las

bacterias patégenas despliegan estrategias especificas capaces de evadir estos
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mecanismos y de encontrar en el interior celular un nicho adecuado para su

supervivencia y replicacion.

2.2.1 - Via endocitica

La via endocitica constituye la ruta de ingreso de solutos, lipidos y proteinas a
la célula y tiene un rol central en la interaccién con los microorganismos. Esta via esta
compuesta por diferentes organelas, conocidas como endosomas o fagosomas, que
se comunican de manera unidireccional desde el endosoma/fagosoma temprano al
endosoma/fagosoma tardio y finalmente al lisosoma/fagolisosoma. Cada endosoma
presenta una funcidon caracteristica y la maduracién de los mismos es un proceso
dinamico. La presencia de determinadas GTPasas y fosfoinositoles en las membranas
de estas organelas permite atribuirle identidad de temprana, tardia o lisosomal (Segev,
2011).

Las células eucariotas son capaces de detectar la presencia de
microorganismos mediante los receptores del tipo TLR (del inglés Toll-like receptor)
presentes en la membrana citoplasmatica. Estos receptores son activados por
moléculas microbianas, tales como LPS, flagelina o lipopolipéptidos, e inducen
respuesta inflamatoria contribuyendo a la respuesta inmune innata del hospedador
(Franchi et al., 2012).

Luego del ingreso de la bacteria, el fagosoma temprano presenta un lumen
medianamente acidico (pH 6,1 - 6,5) y escasa actividad hidrolitica. En la membrana de
estas vesiculas se encuentra la GTPasa Rab5, implicada en la direccion, anclaje y
fusion de fagosomas tempranos. Rab5 actua utilizando multiples efectores. La quinasa
p150 recluta a la fosfatidilinositol 3-quinasa hVPS34 (PI3K hVPS34) y genera fofatidil
inositol 3-fosfato (PI3P) en las membranas de estos fagosomas. PI3P ancla a EEA1
(del inglés Early endosome antigen 1) a la cara citosodlica del fagosoma, la cual es
efectora de Rab5. Adicionalmente, EEA1 interactua con una proteina de la familia
SNARE denominada sintaxina13 requerida para la fusion de membranas y con otras
proteinas esenciales para el desensamble y reutilizacion de los complejos SNARE.
Finalmente, los fagosomas tempranos reciclan moléculas a la membrana plasmatica
de la célula mediante un proceso que involucra al complejo proteico COP1, y
pequefias GTPasas Arf y Rab (Flannagan et al., 2009; Hughson & Reinisch, 2010).

Una vez que las proteinas de reciclado han sido removidas de las membranas,

el fagosoma progresa a la etapa tardia. Este fagosoma tardio se caracteriza por
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reclutar la bomba de protones V-ATPasa y, en consecuencia, poseer un lumen mas
acidico (pH 5,5 — 6). Ademas, esta organela se enriquece en proteasas y proteinas de
membrana asociadas a lisosomas LAMPs (del inglés Lysosomal-associated
membrane proteins), las cuales son importadas desde el complejo de Golgi o
adquiridas por fusién con otros endosomas tardios (Hilbi & Haas, 2012; Hughson &
Reinisch, 2010).

La GTPasa Rab7 es un marcador caracteristico de fagosomas tardios y media
el trafico entre los fagosomas tempranos y los tardios o lisosomas. Rab7 también
recluta varios efectores a la membrana vacuolar, siendo uno de ellos la proteina RILP
(del inglés Rab-interacting lysosomal protein) que promueve el movimiento centripeto
de los fagosomas por unir sus membranas a los complejos motores de la célula
(Flannagan et al., 2009). El proceso de maduracién de esta via culmina con la fusion
de los fagosomas tardios con los lisosomas para dar origen a los fagolisosomas. En
este proceso las membranas reclutan mas moléculas de V-ATPasa, con lo cual se
acidifica el pH del lumen (pH aproximado de 4,5). Asimismo, los fagolisosomas
adquieren enzimas hidroliticas tales como catepsina e hidrolasas (Hughson &
Reinisch, 2010).

La actividad microbicida de los fagolisosomas, se debe a la activacion de
enzimas hidroliticas a pH acidico, a la generacion de especies reactivas de oxigeno, a
la actividad de péptidos antimicrobianos y a la deprivacion de nutrientes que sufre la

bacteria fagocitada en este compartimento (Flannagan et al., 2009).

2.2.2 - Via autofagica

La autofagia es un proceso que se puede considerar como incluido dentro de
los mecanismos que preservan la homeostasis celular que consiste en el reciclaje
altamente regulado de componentes celulares, como proteinas de vida media
prolongada y organelas dafiadas, que ocurre durante el desarrollo y la respuesta al
estrés. Las tres clases principales de autofagia descrita en mamiferos son
microautofagia, que involucra la absorcién de citoplasma en la superficie del lisosoma
a través de la protrusion, invaginacion o deformacion de la membrana lisosomal;
(macro)autofagia, es la degradacion lisosomal de proteinas citoplasmaticas, y
organelas, como mitocondrias, reticulo endoplasmatico (RE) fracturado y peroxisomas
en una vesicula doble membrana que se fusiona con el lisosoma; y autofagia mediada
por chaperonas, involucra la formacion de un complejo entre una proteina citosdlica y

una proteina chaperona que interactua con un receptor en la membrana lisosomal
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para la siguiente translocacion al lisosoma (Kelekar, 2005). En esta seccion de la
presente tesis se describiran los procesos regulatorios y de formacion de las

estructuras pertenecientes a la (macro)autofagia.

En la via autofagica una porcion de citoplasma (usualmente entre 0,5y 1 um de
diametro) es absorbida por una membrana de aislamiento o fagoforo, que resulta en la
formacion de una estructura doble membrana denominada autofagosoma. La
membrana externa del autofagosoma se fusiona con el lisosoma para formar un
autolisosoma, que conlleva a la degradacion del contenido autofagosomal por las
enzimas lisosomales (Figura 3). Los autofagosomas también se pueden fusionar con
endosomas, cuerpos multivesiculares y compartimentos de carga del complejo mayor
de histocompatibilidad de clase Il (Levine et al., 2011). Este sistema de degradacion
lisosomal, tiene como rol principal mantener a las células libres de componentes
innecesarios o potencialmente téxicos, entre los que se cuentan los patdégenos. Bajo
condiciones limitantes de nutrientes, los niveles de autofagia aumentan con el fin de
mantener el reservorio de aminoacidos celular, el cual serd usado en procesos
anabdlicos esenciales. Asimismo, esta reportado que este mecanismo esta
involucrado en procesos de desarrollo y envejecimiento celular, cancer,
neurodegeneracion y miopatias (Xie & Klionsky, 2007).

La formacién de los autofagosomas comienza en los sitios de ensamblaje de
fagoforos, PAS (del inglés phagophore assembly sites). En las células de mamiferos,
existen multiples PAS al mismo momento. La formacion de fagoforos requiere la PI3K
de clase lll, Vps34, que actia en un gran complejo macromolecular junto a Beclina 1,
Atg14 y Vps15 (también conocida como p150) para formar PI3P. La actividad de este
complejo depende de reguladores de la autofagia que actuan corriente arriba
(Rubinsztein et al., 2012). La autofagia es inducida por el hambreado de nutrientes a
través de la inhibicion del blanco de rapamicina (mTOR), lo que resulta en la
translocacion del complejo sustrato de mTOR (ULK1/2, Atg13, FIP200 y Atg101)
desde el citosol a ciertos dominios del RE o estructuras cercanas.

La elongacién de las membranas que luego evolucionan a autofagosomas, se
encuentra regulada por dos reacciones similares a la ubiquitinacion (Figura 2).
Primero, la molécula tipo ubiquitina Atg12 se conjuga a Atg5 mediante Atg7, que actua
como una enzima activadora de ubiquitina E1 y por Atg10, que es similar a una enzima
E2 que conjuga ubiquitina. ElI complejo Atg5-Atg12 luego interactia de manera no
covalente con Atg16L1 y este complejo resultante se asocia con el fagoforo pero se

disocia del autofagosoma (Rubinsztein et al., 2012).
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Figura 3. Resumen esquematico de la autofagia y su regulacién. El cuadro de arriba a la derecha muestra un
modelo de los eventos moleculares involucrados en la iniciacién y elongacién de membrana y la terminacién del

autofagosoma. Se piensa que

la fuente principal de membranas es el RE, aunque varias otras fuentes de

membranas, como mitocondria y la membrana plasmatica y nuclear pueden contribuir. Luegeo de la induccién de la

autofagia, el complejo ULK1

(LK1-ATG13-FIP200-ATG101) (corriente abajo del complejo inhibitoric de

sefializacion mTOR) se transloca al RE y se asocia con VMP1, resultado en la activacion del complejo PI3K
localizado en el RE, y el PI3P formado en la membrana del RE recluta a DFCP1 y WIPIs. WIPIs y el complejo
ATG12-ATG5-ATG16L1 estan presentes en la membrana externa y LC3-1l esta presentes en la membrana interna
y externa de la membrana de aislamiento, que puede emerger de subdominios del RE denominado omegasoma.
Los eventos celulares que ocurren durante la autofagia se describen en el diagrama inferior, incluyendo las
principales proteinas conocidas que regulan la iniciacion de la autofagia, el reconocimiento del cargo y la
maduracion del autofagosoma. DAMP, patron molecular asociado al dafio; LIR, region o motivo de interaccién con

LC3; PAMP, patrén molecular

asociado a patdgenos; PRR, receptor de reconocimiento de patégenos; Ub,

ubiquitina; UBA, dominio asociado a ubiquitina; UBZ, dedos de zinc de unién a ubiquitina. Adaptado de Levine,

Mizushima, & Virgin, 2011.

La segunda reaccién similar a la ubiquitinacion involucra la conjugacién de las
proteinas de la familia Atg8, formada por las tres subfamilias LC3, GABARAP y GATE-
16, al lipido fosfatidiletanolamina (Figura 3). La proteina de cadena liviana 3 asociada

a microtubulos (MAP-LC3/Atg8/LC3), el miembro mejor caracterizado de la familia

Atg8, se conjuga a fosfatidiletanolamina mediante Atg7 (similar a E1) y Atg3 (similar a

E2), para formar la proteina LC3-ll asociada a autofagosomas. Antes de la

conjugacion, Atg8 es procesada en el extremo C-terminal por la proteasa Atg4

(Randow & Minz, 2012). El complejo Atg5-Atg12 puede aumentar la conjugaciéon de

LC3 a fosfatidiletanolamina al actuar de una manera similar a E3. De esta manera, el
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complejo Atg5-Atg12-Atg16L puede determinar los sitios de sintesis de autofagosomas
al regular la insercién de LC3 a las membranas asociadas a Atg5-Atg12 (Rubinsztein
et al.,, 2012). A su vez, LC3 lipidado facilita el anclaje y la fusiébn de membranas
vesiculares y por lo tanto, puede promover la elongacion del fagoforo. Ademas
Atg8/LC3 esta involucrado en el anclaje de sustratos al autofagosoma naciente. Una
vez que el autofagosoma se completa, se fusiona con lisosomas de forma dependiente
de Rab7. Esta fusion es facilitada por un complejo PI3K/Atg6/Beclina1, posiblemente
en conjuncion con UVRAG y regulado negativamente por Rubicon (Randow & Miinz,
2012).

A pesar que el complejo Atg5-Atg12-Atg16L1 localiza en los fagoforos y pre-
fagoforos y se disocia del autofagosoma completamente formado, LC3-1l permanece
asociado con los autofagosomas hasta después de la fusidon con lisosomas. La
proteina LC3-1l dentro de los autolisosomas es degradada, mientras que LC3-Il en la
superficie citoplasmatica puede ser reciclado. Por lo tanto, vesiculas positivas para
Atg5-Atg12-Atg16L1 y negativas para LC3 representan estructuras pre-
autofagosomales (pre-fagoforos y posiblemente fagoforos tempranos), estructuras
positivas para ambos marcadores se consideran fagoforos y vesiculas Atg5-Atg12-
Atg16L1 negativas y LC3 positivas se consideran autofagosomas completos
(Rubinsztein et al., 2012).

Ademas del RE, otras membranas podrian estar involucradas en la formacion
de los autofagosomas. Atg9, una proteina transmembrana, es esencial para la
autofagia y trafica entre la red del trans-Golgi, endosomas y precursores de
autofagosomas. La mitocondria, la membrana plasmatica y la membrana nuclear
también pueden ser fuentes de membrana para la formacion del autofagosoma (Levine
etal., 2011).

Los precursores pre-fagoforos sufren fusién homotipica mediada por SNARE,
un proceso importante en la formacion del fagosoma y el flujo de la via autofagica, ya
que esta fusién homotipica permite obtener vesiculas mas grandes. Para que el
fagoforo pueda cerrar sus extremos y formar un autofagosoma las membranas
requieren elongacion y fusiéon. En levaduras, Atg8 lipidado es esencial para la
elongacién de membranas autofagicas. Este rol de Atg8, se comprobd6 en un sistema
in vitro de liposomas, donde se demostré que promueve la fusion de membranas. En
mamiferos, LC3 y la subfamilia GABARAP/GATE-16 son esenciales para la autofagia
y actuan en diferentes etapas de la formacion del autofagosoma: miembros de la

subfamilia LC3 son responsables de la elongacion de la membrana autofagica
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mientras que los miembros de la familia GABARAP/GATE-16 actuan en la disociacion
del complejo Atg5-Atg12-Atg16L1. Ambas subfamilias de proteinas asisten con la
fusion de membranas luego de la conjugacion con fosfatidiletanolamina (Rubinsztein et
al., 2012).

2.2.3 - Subversion de la respuesta inmune y ciclo intracelular de

patégenos: modelos de estudio

Los patdgenos, incluyendo bacterias, hongos y virus, han desarrollado
multiples estrategias para contrarrestar o evadir las defensas del hospedador y
encontrar en el interior celular un nicho adecuado donde sobrevivir y replicarse. Estas
estrategias son especificas de cada patdgeno, pero basicamente se fundamentan en
arrestar o reprogramar la maduracion del fagosoma o autofagosoma, escapar al
citoplasma evitando la via endocitica o autofagica, o resistir las condiciones
microbicidas del fagolisosoma o autolisosoma. A continuacioén se describiran modelos
de invasion de diferentes patégenos que ejemplifican estos mecanismo de evasién a la
respuesta inmune del hospedador.

Mycobacterium tuberculosis es un patégeno intracelular facultativo, capaz de
colonizar y multiplicarse en macrofagos. La fagocitosis de este patdégeno ocurre a
través del reconocimiento por varios receptores celulares, y una vez que la bacteria
esta contenida dentro del fagosoma la progresiéon del mismo es arrestada en sus
etapas tempranas. Los fagosomas conteniendo a M. tuberculosis se caracterizan por
la presencia de Rab5, pero el posterior reclutamiento de los efectores EEA1 y PIP3K
hVPS34 es inhibido. Sin embargo, durante el proceso de invasion de M. tuberculosis,
el macrofago es activado y los fagosomas que contienen a la micobacteria son
capturados por autofagosomas que se fusionan a lisosomas y terminan eliminando al
patégeno. De este modo, si bien M. tuberculosis tiene la habilidad de arrestar la
maduracién de fagosomas subvirtiendo la via endocitica, no es capaz de resistir los
procesos autofagicos y sucumbe ante la defensa del hospedador (Deretic et al., 2006;
Gutierrez et al., 2004; Wong et al., 2011).

Listeria monocytogenes es una bacteria Gram positiva. Este patdégeno es
intracelular facultativo y es capaz de infectar tanto células fagociticas como no
fagociticas. Luego de la invasion, la bacteria expresa efectores que le permiten
escapar del fagosoma y replicarse en el citoplasma de la célula hospedadora. Uno de
estos efectores es una toxina formadora de poros dependiente de colesterol,

denominada listeriolisina O (LLO). Esta proteina forma poros en la membrana del
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fagosoma, desacoplando el gradiente de pH y Ca*? necesarios para la maduracién del
mismo. Asimismo, en el fagosoma la bacteria expresa dos fosfolipasas C, PIcA y PIcB,
que actuan junto a LLO y permiten la disrupcion de la vacuola. Una vez en el
citoplasma, L. monocytogenes se replica rapidamente y, mediante la proteina ActA,
recluta la maquinaria de polimerizacion de actina Arp2/3 del hospedador.
Posteriormente, se induce la formacion de una cola de actina en un polo de la bacteria,
la cual le permite propulsarse y diseminarse a células vecinas. Asimismo, ActA esta
implicada en la evasion de los procesos autofagicos cuando L. monocytogenes reside
en el citoplasma; y se sugiere que la actina circundante al patégeno impediria el
reconocimiento del mismo por la maquinaria del hospedador (Levine et al., 2011). Sin
embargo durante la infeccién en macrofagos, una poblacion de L. monocytogenes que
aun no ha escapado del fagosoma es capturada por la maquinaria autofagica de la
célula y en este mecanismo también esta involucrada LLO, posiblemente por el dafio
originado en las membranas. Esta poblacion puede sufrir diversos destinos:
degradarse en autolisosomas, escapar del autofagosoma mediante la accién de LLO,
PIcA y PIcB, o residir en estructuras similares a autofagosomas denominados SLAPs
(del inglés Spacious Listeria-containing phagosomes), donde la bacteria es capaz de
establecer una infeccion persistente (Cassidy et al., 2012; Lopez-Castejon et al., 2012;
Tattoli et al.,, 2013). En resumen, L. monocytigenes es capaz de subvertir el proceso
autofagico mediante dos vias: bloquear la maduracién de fagosomas LC3 positivos a
través de la accion de LLO y evadir la captura del autofagosoma en el citosol mediante

ActA y otros determinantes de virulencia (Cemma & Brumell, 2012).

Shigella flexneri es una bacteria Gram negativa, que ingresa al hospedador por
via fecal-oral e invade células M de la barrera epitelial, para luego diseminarse a otras
células. Ademas, resiste la fagocitosis en macrofagos por inducir apoptosis celular
(Schroeder & Hilbi, 2008). Una vez que el patégeno ha ingresado a la célula, rompe la
membrana del fagosoma y escapa al citoplasma celular donde se replica. La lisis de la
membrana no depende de la acidificacion de la vacuola y es mediada por tres
proteinas secretadas por el SST3: IpaB, IpaC e IpaD (Mounier et al., 2009; Picking et
al., 2005). En el sitio de entrada de Shigella se reclutan proteinas NOD, que detectan
el proceso de invasion como una sefial de peligro, lo cual activa la via autofagica en el
citosol de la célula infectada. Al mismo tiempo, los remanentes de membranas
generados por el escape de Shigella al citosol, son ubiquitinados o detectados por
galectina 3, 8 y 9 y reconocidos por receptores de autofagia (Mostowy & Cossart,
2012; Randow & Muinz, 2012). Una vez en el citoplasma, S. flexneri expresa la

proteina IcsA que induce la polimerizacion de actina, a través del reclutamiento de N-
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WASP y Arp2/3. De esta manera, se forma una cola de actina que permite la
propulsion del patégeno y la diseminacion a otras células (Ireton, 2013). En esta
instancia, S. flexneri es reconocida por la maquinaria autofagica celular, debido que
IcsA interacciona con la proteina Atg5 requerida para la formacion de autofagosomas.
Sin embargo esta bacteria secreta otro efector denominado IcsB que se une
competitivamente a IcsA, inhibiendo la unién con Atg5 y protegiendo al patdgeno de la
respuesta inmune del hospedador (Huang & Brumell, 2009; Levine et al., 2011). Las
septinas, una familia de componentes del citoesqueleto que unen GTP, evitan la
movilidad dependiente de actina al formar estructuras similares a jaulas alrededor de
Shigella, la cual colocaliza con NDP52, p62 y LC3, sugiriendo que estas estructuras

son blanco de autofagia selectiva (Randow & Minz, 2012).

Coxiella burnetii es un patdégeno intracelular obligado, Gram negativo. Esta
bacteria presenta un desarrollo bifasico que consiste en la variante infecciosa
caracterizada por células pequefias (SCV, del inglés Small cell variant) y una variante
replicativa caracterizada por células mas grandes (LCV, del inglés Large cell variant)
(Voth and Heinzen, 2007). Este patdgeno es capaz de infectar células fagociticas
mediante la integrina de respuesta a leucocitos aV33. Cuando SCV hace contacto con
este receptor, se activa una cascada de sefiales en el macroéfago que induce
polimerizacion de actina y la formacion del fagosoma. Luego de la internalizacion, el
fagosoma conteniendo a C. burnetii transita por la via endocitica normal adquiriendo
marcadores de endosoma temprano y tardio (Ghigo et al., 2012). Simultaneamente, el
patégeno comienza a alterar el programa de maduracion, reclutando en su vacuola la
proteina autofagica LC3 y retrasando la fusidon con lisosomas (Gutierrez et al., 2005;
Romano et al., 2007). En este lapso, la bacteria inicia la transicién a la variante
replicativa LCV, y al cabo de 48 horas, C. burnetii reside en compartimentos
espaciosos con caracteristicas de autofagosomas y lisosomas. Esta gran vesicula
presenta pH aproximado a 4,8 y constituye la vacuola replicativa del patdgeno
(Cemma & Brumell, 2012; Ghigo et al., 2012).

Staphylococcus aureus es una bacteria Gram positiva que causa un amplio
rango de enfermedades infecciosas que pueden llevar al shock séptico y toxico. Luego
de la invasion en células epiteliales, S. aureus se puede encontrar en vacuolas de tipo
autofagicas, caracterizadas por la doble membrana y la colocalizacion con LC3. Este
proceso es dependiente de agr, un regulador global de la virulencia de S. aureus. Los
autofagosomas que contienen a S. aureus no se fusionan con lisosomas, creando un

nicho para la replicacion bacteriana. Luego de la replicacion, S. aureus escapa del
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autofagosoma al citoplasma e induce la muerte celular mediante apoptosis. Por lo
tanto, la maquinaria autofagica es esencial para la replicacion bacteriana y la muerte
de la célula hospedadora. La a-hemolisina (HIa) es una proteina formadora de poros
secretada por S. aureus que puede disparar autofagia. El dafio de membrana mediado
por Hla es necesario para el reclutamiento de marcadores autofagicos (como LC3) al
fagosoma que contiene a S. aureus. Dado que el proceso de autofagia inducido por
Hla requiere Atg5 pero no Beclinal o la PI3K, se sugiere la participacion de una via
autofagica no candnica para prevenir la maduracion del autofagosoma que contiene a
S. aureus (Mostowy & Cossart, 2012).

3 - Drosophila melanogaster

3.1 - Modelo de estudio

D. melanogaster, también llamada mosca de la fruta o mosca del vinagre, es
una especie de diptero braquicero de la familia Drosophilidae. Recibe su nombre
debido a que se alimenta de frutas en proceso de fermentacion. Es una especie
utilizada recurrentemente en experimentacién genética, dado que posee un reducido
ndimero de cromosomas (4 pares), su genoma se encuentra secuenciado, posee un
breve ciclo de vida (15-21 dias) y aproximadamente el 61 % de los genes de
enfermedades humanas que se conocen tienen una contrapartida identificable en el
genomas de Drosophila y el 50 % de las secuencias proteicas tienen analogos en los
mamiferos (Reiter et al., 2001).

Drosophila ha emergido como un importante modelo para examinar las
funciones de genes que son relevantes en diversas enfermedades humanas que
afectan un amplio espectro de tipos celulares. Ademas, este organismo modelo es
hospedador de una sorprendente variedad de patdgenos fungicos, bacterianos y
virales. Posee un tiempo de generacién corto, la estructura de sus 6rganos son
simples pero analogas a la de mamiferos y se puede expandir su nUmero a muy bajo
costo (Panayidou et al., 2014). Su sistema digestivo es estructural y funcionalmente
similar al de mamiferos y se encuentra en constante contacto con patdgenos
microbianos ya que estos insectos ingieren grandes cantidades de microorganismos al
alimentarse de frutas en descomposicion (Kuraishi ef al., 2013). Existen multiples
herramientas genéticas para abordar los mecanismos de accidon de distintos
patégenos en Drosophila. Estas herramientas incluyen busquedas genéticas o
mediadas por ARNi (ARN de interferencia) en lineas celulares o insectos con el fin de

identificar vias del hospedador necesarias en la defensa contra el organismo
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patégeno. De manera reciproca, también es posible realizar la busqueda de factores
codificados por el patdogeno requeridos en la virulencia. Los estudios in vivo en
Drosophila son facilitados por la capacidad de expresar directamente transgenes
codificados por el hospedador o por el patdégeno en tipos celulares especificos (Bier &
Guichard, 2012).

En los ultimos afios Drosophila ha permitido la identificacion de varios factores
de virulencia de distintos patégenos oportunistas. Algunos microorganismos utilizan
mecanismos similares para infectar insectos y mamiferos y muchos factores de
virulencia efectivos contra mamiferos también son responsables de la patogenicidad
en Drosophila. Como resultado de esto, un gran numero de microorganismos
importantes para la salud humana han sido estudiados en el contexto de este insecto
(Panayidou et al., 2014).

Las infecciones humanas en heridas, sistémicas o intestinales pueden ser
mimetizadas faciimente en Drosophila a través de ensayos de herida séptica,
inyeccion e infeccion oral, respectivamente. El método de herida séptica en el térax o
abdomen involucra el uso de una aguja embebida en una solucién bacteriana. Si los
insectos se lastiman en el térax, la herida ocurre en la cuticula y el musculo que se
encuentra por debajo. Luego de la inoculacion la bacteria puede proliferar localmente y
diseminarse a través del cuerpo del insecto, lo que lleva a un dafio tisular y respuesta
inmune local y sistémica. Un segundo método utiliza una jeringa inyectora que produce
principalmente la inoculacion sistémica de las bacterias. Utilizando este método, la
inyeccion ocurre directamente en la hemolinfa del insecto evitando la barrera del sitio
de la herida (Panayidou et al., 2014).

El modelo de infeccion oral, permite mimetizar la infeccion intestinal en
mamiferos e introducir los microorganismos en el tracto intestinal de D. melanogaster.
Este método posee la ventaja de permitir la facil cuantificacion de la regeneracion
epitelial intestinal, que es dirigida por vias de sefializacion evolutivamente conservadas
(Panayidou et al., 2014).

3.2 - Inmunidad

3.2.1 - Respuesta epitelial y flora intestinal

Anatoémicamente el intestino de Drosophila puede dividirse en intestino anterior,

medio y posterior. El sistema digestivo superior es utilizado para la incorporacion y
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almacenamiento del alimento, mientras que el procesamiento y la absorcion ocurre en
las regiones media y posterior del intestino medio. La presencia de células madres
intestinales (ISCs, del inglés intestinal stem cells) asegura la homeostasis intestinal al
suministrar enterocitos (ECs) diferenciados. Una caracteristica de los enterocitos es su
rapido recambio, en el cual las células apoptéticas son reemplazadas por la
proliferacion compensatoria de las ISCs. De manera similar a lo que ocurre en
mamiferos, las vias Notch, Wingless, del factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF), del factor de crecimiento epidérmico (EGF) y del receptor de insulina estan
implicadas en el mantenimiento, proliferacion y diferenciacion de las ISCs (Kounatidis
& Ligoxygakis, 2012).

La matriz periotréfica es una estructura acelular que forma una capa de
polimeros de quitina y glicoproteinas que reviste el lumen del intestino medio de
Drosophila. A pesar de las diferencias estructurales se considera que esta matriz es
homodloga a la capa de mucus del tracto intestinal de mamiferos y protege al epitelio

intestinal de alimentos abrasivos y microbios (Kuraishi et al., 2013).

Las células intestinales deben tolerar a las bacterias comensales mientras que
deben montar una vigorosa respuesta ante la presencia de patégenos. Una importante
via implicada en la distincion entre estos tipos de microorganismos es la produccion de
especies reactivas del oxigenos (ROS, del inglés reactive oxygen species) por la
oxidasa dual (Duox) de membrana. En presencia de bacterias comensales y ausencia
de especies patogénicas, bajos niveles de activacion de la via IMD del sistema inmune
innato inducen una retroalimentacién negativa de la via Duox, tanto a nivel de
expresion como de actividad, resultando en un nivel basal bajo de ROS. Por el
contrario, cuando el sistema inmune del hospedador detecta bacterias patdégenas, la
expresion y actividad de los componentes de la via Duox aumentan, lo que conlleva a
la destruccion de la bacteria (Bier & Guichard, 2012). Recientemente se ha reportado
que el uracilo liberado en mayor cantidad por bacterias patogénicas permitiria al
sistema Duox discernir entre patdgenos y simbiontes (Kuraishi et al., 2013). El sistema
Duox trabaja en paralelo a otras vias del sistema inmune, como la via de las quinasas
Jun N-terminal (JNK). La via JNK es activada en las células epiteliales intestinales
luego de la ingestion de Pseudomonas aeruginosa y permite la proliferacion de ISCs
para compensar la pérdida de las células infectadas. La infeccion oral de D.
melanogaster con el patégeno natural Erwinia carotovora sugiere que la homeostasis
intestinal es mantenida por la reparacion del dafio celular causado por la bacteria. La

via Duox retroalimenta las vias que controlan la apoptosis y a la proliferacion de
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células madres para asegurar la reparacion del dafio celular generado por la
exposicién a ROS (Bier & Guichard, 2012).

Los péptidos antimicrobianos (AMPs, del inglés antimicrobial peptides) son
péptidos que pueden dafar y eliminar microbios. Ademas, los AMPs producidos por el
cuerpo graso ante una infeccion sistémica son necesarios para la defensa del
hospedador. Existen dos vias de sefalizacién que controlan la expresion de AMPs en
la respuesta inmune sistémica, la via Toll y la via IMD. Sin embargo, en el intestino la
via IMD controla la generacién de AMPs. Esta respuesta inmune del intestino es
activada por el reconocimiento de peptidoglicano (PGN) del tipo acido diaminopimélico
(DAP) por receptores de reconocimiento de patrones de peptidoglicano (Kuraishi et al.,
2013).

3.2.2 - Componentes de la Inmunidad sistémica

3.2.2.1 - Hemocitos

Drosophila contrarresta infecciones sistémicas a través de la accién de los
hemocitos, considerados como los equivalentes de las células sanguineas de
mamiferos (Figura 4). Existen tres tipos de hemocitos: los plasmocitos, que son células
similares a los monocitos y estan involucrados en la fagocitosis de cuerpos apoptéticos
y patégenos; las células cristal, requeridas para la melanizaciéon y los lamelocitos,
involucrados en la encapsulacién de cuerpos extrafios demasiado grandes para ser
fagocitados. Los lamelocitos no se forman en condiciones normales, sino que lo hacen

en respuesta a desafios inmunes especificos (Kounatidis & Ligoxygakis, 2012).

3.2.2.2 - Fagocitosis

Uno de los mecanismos mas inmediatos y poderosos que posee Drosophila
para eliminar cuerpos apoptoéticos, infecciones bacterianas o esporas de hongos es su
remocion mediante el reconocimiento mediado por receptores y la fagocitosis (Figura
4) (Kounatidis & Ligoxygakis, 2012).

3.2.2.3 - Melanizacion

Es la reaccién mas grave o aguda del insecto contra patégenos que rompen la
cuticula e invaden mediante herida séptica (Figura 4). Se observa que en el sitio de la

herida y en la superficie del patégeno se acumula melanina y esta reaccion es utilizada
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para encapsular y secuestrar patdgenos demasiado grandes para ser fagocitados.

Ademas, los intermediarios de reaccién son directamente téxicos para los microbios

(Kounatidis & Ligoxygakis, 2012).

3.2.2.4 - Coagulacién

Un componente adicional de la respuesta innata para restringir la diseminacion

del patdégeno en el sitio de la herida es el proceso de coagulacién de la hemolinfa

(Figura 4). En el coagulo, varias proteinas forman filamentos que se entrecruzan con la

bacteria y evitan su diseminacion (Kounatidis & Ligoxygakis, 2012).
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Figura 4. Esquema de las vias de defensa de Drosophila. La barrera epitelial consiste en proteinas
secretadas que forman una cuticula externa dura, compuesta por una capa interna de proteinas y quitina
entrecruzados y una capa externa de cuticulina. Ademas, existe una fuerte barrera entre células, que consiste en
una zona adhesiva basolateral (que involucra uniones adherentes, UA) y uniones mas fuertes hacia la zona basal
{uniones septadas, US) las cuales evitan el libre pasaje de patégenos, macromoléculas y solutos entre los
espacios extracelulares. Proteinas como las cadherinas (DE-cadherina en Drosophila), cateninas y moléculas de
sefializacion, como el receptor Notch y su ligando Delta, se localizan en las UA mediante el complejo “exocyst™.
Las claudinas que localizan en las US juegan un importante rol en formar una estructura sellada que evita que
grandes moléculas u objetos pasen libremente entre las células. Inmovilizacién: hay tres tipos de células
sanguineas (hemocitos) en Drosophila: plasmecitos, los cuales unen al patdégeno y lo fagocitan; lamelocitos, los
cuales envuelven a los cuerpos foranecs y los absorben; y células cristal, las cuales expresan las enzimas
requeridas para producir y secretar melanina para enjaular e inmovilizar a los patégenos. La via de sefalizacién
Toll media la respuesta a muchas bacterias Gram positivas y hongos, que en muchos casos son reconocidos
cuando PGRPs secretados inician una cascada proteolitica extracelular que culmina en el procesamiento de
Spatzle. Una vez activado, Toll recluta un complejo de proteinas que resultan en la disociacién del inhibidor
Cactus del factor de transcripcién tipo NF-«kB Dif, y la activacién de la transcripcién de los genes dependientes de
Toll, como drosomicina. En la via IMD, las bacterias Gram negativas son detectadas por PGRPs transmembrana
que activan la proteina citoplasmatica IMD. Por un lado, se activa la proteina Relish, la cual entra al nucleo y
activa la expresién de los genes controlados por la via IMD, como diptericina. Por otro lado se activan las vias de
sefializcién JNK y p38. La via de sefalizacion JAK-STAT: la infeccién de los insectos lleva a la produccion de
sefiales como el ligando Upd que se une y activa el receptor Domeless y activa la quinasa Janus (JAK), cuya via
activa la transcripcion de genes efectores blancos de esta via de sefializacion. Adaptado de Bier y Guichard, 2012.
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3.2.2.5 - Induccion de AMPs dependiente del cuerpo graso

La induccion de AMPs dependiente del cuerpo graso es la sintesis y secrecion
de poderosas moléculas efectoras a la hemolinfa. Como se menciond anteriormente,
los AMPs son pequeios péptidos catidnicos que atacan directamente la pared celular

bacteriana (Kounatidis & Ligoxygakis, 2012).

3.2.3 - Regulacion de la inmunidad sistémica

3.2.3.1 - La via Toll

A diferencia de lo que sucede en mamiferos, la via Toll de Drosophila no es
activada por interaccion directa con moléculas de origen microbiano, sino a través de
ligandos enddgenos, principalmente la citoquina Spatzle (Spz) (Figura 4). La unién
dispara un cambio conformacional en el cual un receptor Toll ahora dimérico, dispara
la via de senalizacion corriente abajo. Spz es activado para unirse a Toll a través de
una cascada proteolitica que culmina en el procesamiento del pro-dominio N-terminal
de Spz, mediante la enzima activadora de Spz SPE (del inglés Spz-activating
enzyme). SPE es el punto donde la informacion obtenida del reconocimiento del
patégeno se integra, mediante la activacion de tres posibles vias de reconocimiento.
Una de las vias es disparada por proteasas fungicas o bacterianas que directamente
activan a la serin-proteasa del hospedador Perséfone, la cual en este contexto actua
como sensor de virulencia. La segunda via se activa mediante el reconocimiento de la
pared celular fungica y la tercera mediante peptidoglicano bacteriano de tipo lisina. Los
eventos de reconocimiento son mediados por dos PGRPs (del inglés peptidoglycan
recongnition protein) y la proteina de union a glucano (GNBP1) (Kounatidis &
Ligoxygakis, 2012).

Luego de la interaccion Spz-Toll se forma un complejo receptor-adaptador que
transmite la sefial desde la superficie celular al nucleo (Kounatidis & Ligoxygakis,
2012).

5.3.2.2 - La via IMD

Ademas de la via de sefalizacion Toll existe otra via de regulacion, activada
por peptidoglicano de tipo DAP, la via IMD (Figura 4). El peptidoglicano de tipo DAP se
forma en la pared celular de bacterias Gram negativas y algunos bacilos Gram

positivos. El reconocimiento de patdgenos en esta via ocurre a través de la proteina
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transmembrana PGRP-LC y la proteina intracelular PGRP-LE (Kounatidis &
Ligoxygakis, 2012). Estos receptores activan la via IMD intracelular a través de
proteinas adaptadoras como IMD y Kenny o KEY, lo que en ultima instancia produce la
traslocacion nuclear del factor de transcripcion NF-kB Relish y la induccion de
multiples genes para AMPs como Cecropina, Attacina, Defensina, Drosocina y
Diptericina (Nehme et al., 2011).

Como se menciond anteriormente, la via IMD esta involucrada en la induccion
de AMPs en el tracto intestinal de Drosophila (Ferrandon, 2013). La presencia de
reguladores negativos de la via IMD asegura un nivel apropiado en la respuesta
inmune del tracto intestinal para establecer tolerancia hacia los microorganismos
comensales. Algunos de estos reguladores negativos se encuentran regulados
positivamente por la activacién de la via IMD, estableciendo una retroalimentacién
negativa que ajusta la magnitud de la produccién de AMPs en el tracto intestinal. Los
PGRPs son proteinas evolutivamente conservadas involucradas en el reconocimiento
y degradacion de peptidoglicano. Los PGRP pertenecientes a la familia de las
amidasas catalizan la degradacion de peptidoglicano, lo cual reduce los niveles de los
ligandos que activan la via IMD en el tracto intestinal. Otro tipo de reguladores
negativos directamente suprimen la actividad de los receptores PGRP y la via IMD,
bloqueando la dimerizacion de estos receptores o interfiriendo en la interaccion con las

proteinas adaptadoras (Kuraishi et al., 2013).

3.3 - Infeccidn por Serratia marcescens

S. marcescens es una bacteria entomopatogénica y como se menciond
anteriormente, es capaz de invadir diversos hospedadores, incluyendo a humanos. La
infeccion intestinal de Drosophila con Serratia causa una respuesta inmune local, pero
las bacterias pueden atravesar el epitelio intestinal y acceder a la cavidad del
hospedador. En una busqueda in vivo en todo el genoma de Drosophila mediante
ARNIi utilizando insectos infectados con Serratia se identificd que la via de sefializacion
JAK-STAT es un importante inductor de la regeneracion epitelial y un regulador
negativo de las defensas del hospedador en una infeccion intestinal (Cronin et al.,
2010). Por el contrario, la activacion de la via IMD luego de la infeccidon por Serratia
induce la defensa del hospedador. Las bacterias que escapan a la hemolinfa son
eliminadas mediante fagocitosis. Es mas, las bacterias ingeridas que llegan a la
hemolinfa no disparan una respuesta inmune sistémica, dejando a la respuesta

inmune celular como la Unica defensa contra la proliferacion bacteriana en la
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hemolinfa. Eater, un receptor fagocitico de la familia de receptores scavenger que
muestra una amplia especificidad para bacterias Gram negativas y Gram positivas
media la respuesta celular contra Serratia (Chung & Kocks, 2011; Nehme et al., 2007).
Las moscas que carecen del gen subdued, un miembro de la familia de los canales de
cloro activados por calcio TMEM16, acumulan mas bacterias y sucumben mas
rapidamente que las moscas silvestres a la infeccion oral por S. marcescens,
indicando un rol importante de este gen en la resistencia de Drosophila a la infeccion
(Wong et al., 2013). S. marcescens es capaz de causar patologias intestinales
potencialmente letales, en concordancia con la habilidad de esta bacteria de dafar el
epitelio mamifero. Mientras que la fagocitosis y la induccién de la via IMD promueven
la defensa del hospedador, la regeneracion intestinal inducida por la via JAK-STAT

parece exacerbar la infeccion (Panayidou et al., 2014).

El antigeno O, es el unico factor de virulencia de S. marcescens cuya funcién
pudo ser parcialmente descripta en Drosophila. La habilidad que posee S. marcescens
Db11 de resistir la accion de AMPs in vivo depende principalmente en la presencia del
Antigeno O (Nehme et al., 2007).

Como se describe en esta seccion, Drosophila melanogaster resulta ser un
excelente modelo para imitar las condiciones de infecciébn de S. marcescens en
modelos de mamiferos. Sin embargo, los potenciales factores de virulencia que le
otorgan capacidad infectiva a Serratia en este modelo, al igual que en el modelo de
células eucariotas, se desconocen hasta la actualidad. Por esta razon, el laboratorio
de la Dra. Garcia Véscovi establecio una colaboracion con el grupo del Dr. Ferrandon,
perteneciente al Instituto de Biologia Molecular y Celular (IBMC) de Estrasburgo,
Francia. Este grupo estd dedicado al estudio del sistema inmune (Ferrandon, 2013;
Nehme et al., 2011; Rutschmann et al., 2002) y la respuesta intestinal de Drosophila
ante distintos microorganismos patdgenos, dentro de los cuales se encuentra S.
marcescens Db11 (Cronin et al., 2010; Kurz et al., 2003; Nehme et al., 2007). En el
primero de una serie de viajes de intercambio, financiados por el programa ECOS, se
realizaron una serie de ensayos de herida séptica e infeccion oral en D. melanogaster
salvaje e insectos mutantes con S. marcescens, (estudios comparativos de la infeccion
llevada a cabo con S. marcescens Db11 y la cepa objeto de estudio en nuestro
laboratorio S. marcescens RM66262 y las distintas cepas mutantes derivadas de las

mismas). Los resultados de dichos ensayos se recopilan en el capitulo 3 de esta tesis.
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ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

Como se describid en la Introduccion General, Serratia marcescens es un
patégeno oportunista de humanos que representa un problema creciente para la salud
publica. Es capaz de causar infecciones en el sistema nervioso central, infecciones del
tracto urinario, neumonia y otras infecciones respiratorias, infecciones del torrente
sanguineo incluyendo endocarditis e infecciones de heridas (Mahlen, 2011). Si bien se
han identificado diversos factores de virulencia potenciales producidos por S.
marcescens, existen muy pocas publicaciones donde se explora en profundidad los
mecanismos que utiliza para invadir, sobrevivir y proliferar dentro del hospedador
(Fedrigo et al., 2011; Hejazi & Falkiner, 1997; Nehme et al., 2007).

En nuestro laboratorio, la Dra. Griselda Fedrigo demostré que S. marcescens
es capaz de invadir células no fagociticas por medio de la via endosomal, y residir y
multiplicarse dentro de ellas en grandes compartimentos rodeados de membrana que
rapidamente adquiere marcadores autofagosomales (Rab7 y LC3). Serratia requiere
de la expresion flagelar para adherirse a la célula epitelial. Ademas, Serratia necesita
un estado metabdlicamente activo para inducir autofagia y ser capaz de invadir células

CHO, pero no requeriria la fosfolipasa PhIA para estos procesos (Fedrigo et al., 2011).

Por estas razones, como Objetivo Principal de esta tesis, nos proponemos:

v Determinar los mecanismos moleculares involucrados en el proceso de
invasion a la célula eucariota y completar el modelo de infeccién para S. marcescens

propuesto anteriormente (Fedrigo et al., 2011).

Para tal fin planteamos los siguientes Objetivos Especificos,

v Dilucidar el trafico intracelular que realiza S. marcescens, luego de la
internalizacién en la célula hospedadora.

v Caracterizar el rol fisiolégico de la hemolisina ShlIA en el proceso de
invasion y ciclo intracelular.

v Caracterizar el rol de potenciales factores de virulencia de la bacteria en

el modelo de infeccion Drosophila melanogaster.
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MATERIALES Y METODOS

1 - Lineas celulares, cepas bacterianas, plasmidos y oligonucleétidos

Las lineas celulares y cepas bacterianas utilizadas en esta Tesis se describen

en la Tabla 1.

TABLA1.

Linea celular

Caracteristicas relevantes

Referencia

CHO

CHO-EGFP-LC3

MEF salvaje (atg5™*)

Células epiteliales provenientes de ovario
de hamster.

Células epiteliales proveniente de ovario de
hamster, transfectadas establemente con
pEGFP::lc3.

Fibroblastos embrionarios de ratén,

(Romano et al.,
2007)

(Romano et al.,
2007)

(Romano et al.,

salvajes. 2007)
Fibroblastos embrionarios de ratén, (Romano et al.,
MEF atg5- o _
deficientes en la expresién de Atgb. 2007)
o . (Mestre et al.,
HelLa Células epiteliales de carcinoma humano
2010)
o . (Eijan et al.,
T24 Células epiteliales de vejiga humana
2003)
Cepa bacteriana Genotipo relevante Referencia
E. coli
Derivada de E. coliK12.supE44, hdsR17, (Sambrook J,
XL-1 Blue endA1, thi-1, recA1, gyrA96, relA1, Fritsch EF,
lac[F 'proAB®, lacl’lacZ, AM15::Tn10], TcV. 1989)

XL-1 Blue/pshiBA
SM10 (Apir)

SM10 (Apir)/
pKNOCK::shiB
SM10 (Apir)/
pKNOCK:Sp::shiB

HB101

OperénshiBA clonado en pBBR1MCS, CmR®
thi-J, thr, leu, tonA, lacY, supE, recA::RP4-
2-Tc::Mu, Apir, KnR,

Fragmento interno de shiB clonado en
pKNOCKGmM.

Fragmento interno de shiB clonado en
pKNOCKGm, Sp".

HB101/pRK2013, genes Mob, KnR.

Este trabajo
(Simon R,
Priefer U, 1983)

Este trabajo

Este trabajo

(Figurski &
Helinski, 1979)
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W3110/pES14

BL21/pLysS

BI21/pLysS, pES14
S. marcescens
Salvaje

shiB

shiB/pshiIBA

prtA

phiAB

rcsB

flhD

flliA

wecD

wecG

phoP

mgtE1

mgtE2

doble mgtE

Materiales y Métodos

OperoénshiBAclonado en pT7, ApF.

DE3, pLysS
DES3, pLysS, Operonsh/BAclonado en pT7,

Ap®.

Aislamiento clinico no pigmentado de
paciente con infeccion urinaria.

Mutante insercional en shiB, Sp~®

Mutante insercional en shiB,
Sp*OperénshIBA clonado en pBBR1MCS,

cmR

Mutante insercional pPKNOCK en prtA, Cm~®

Mutante por delecién de phlAB, Cm~

Mutante insercional en rcsB, GmR

Mutante insercional en flhD, CmR~

Mutante insercional en fliA, CmR

Mutante insercional wecD::mini-Tn5, KmR

Mutante insercional en wecG, GmR~

Mutante insercional en phoP, Gm®

Mutante insercional mgtE726::mini-Tn5,
Km~

Mutante insercional pKNOCK en mgtE2863,
CcmR

Mutante insercional en mgtE726'y
mgtE2863, Km® , CmR

(Poole et al.,
1988)
Cepario del
laboratorio

Este trabajo

(Castelli et al.,
2008)

Este trabajo

Este trabajo

Cepario del
laboratorio
(Castelli et al.,
2008)
(Castelli &

Véscovi, 2011)

(Fedrigo et al.,
2011)
Cepario del
laboratorio
(Castelli et al.,
2008)
(Castelli &

Véscovi, 2011)
(Barchiesi et al.,

2012)

(Barchiesi et al.,

2012)

Cepario del
laboratorio
Cepario del

laboratorio
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Los plasmidos y oligonucledtidos empleados en este trabajo se detallan en la

Tabla 2.
TABLA 2
Plasmido Caracteristicas relevantes Referencia
Vector de expresion en células eucariotas,  (Mestre et al.,
pRFP::LC3 .
fusion de LC3 a RFP. 2010)
Vector de clonado, movilizable de mediano  (Kovach et al.,
pBBR1MCS R
numero de copias, Cm". 1995)
Operdn shiBA clonado en pBBR1MCS, _
pshIBA R Este trabajo
Cm".
. . R (Alexeyev,
pKNOCKGm Vector suicida movilizable, Gm". 1999)

pKNOCK::shiB

pKNOCK:Sp::shiB

Fragmento interno de shiB clonado en
pKNOCKGm.

Fragmento interno de shiB clonado en
pKNOCKGm, SpF.

Este trabajo

Este trabajo

R (Poole et al.,
pES14 Operdén shiBA clonado en pT7, Ap”™.
1988)
Vector que posee cassette de resistenciaa (Reece &
pKRP13 _ _ R o R -
espectinomocina, Ap~, Sp Phillips, 1995)
Oligonucledtido Secuencia (5" —3)

pKNOCK-ori-fw

FwmutshiB (BamH1)

RevmutShiB (Xhol)

2 - Medios de cultivo

TAAGGTTTAACGGTTGTGG
CGCGGATCCCGCGTGCAAATTGTTC
CCGCTCGAGCCGTACGGCAGCGAAT

Las células epiteliales CHO (del inglés Chinese hamster ovary) y CHO-GFP-

LC3 fueron cultivadas en medio a-MEM (Invitrogen); y los fibroblastos MEF (del inglés

Murine embryonic fibroblast), las células epiteliales HeLa y T24 fueron crecidos en

medio DMEM (Invitrogen). Todos los medios fueron suplementados con 10% de suero

fetal bovino (Internegocios). Las células fueron mantenidas a 37°C en atmodsfera de

CO, al 5%.
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Las bacterias fueron cultivadas en medio de cultivo Luria-Bertani (LB),
compuesto por 10 g/l de peptona de carne, 5 g/l de extracto de levadura y 5 g/l de
NaCl. Las cepas de E. coliy S. marcescens se crecieron a 30°C o 37°C, con o sin
agitacién, segun se indica en cada caso. Para la preparacién de medios sélidos se
agrego agar al medio LB en una concentracion final de 15 g/l. Los antibiéticos
empleados para los cultivos bacterianos fueron: ampicilina (100 pg/ml), cloranfenicol
(20 pg/ml), kanamicina (50 pg/ml), espectinomicina (50 pg/ml) y estreptomicina (100
pg/ml).

3 - Anticuerpos y reactivos

El anti-suero de conejo anti-Serratia, utilizado en los ensayos de microscopia
como anticuerpo primario policlonal anti-Serratia, fue producido anteriormente en
nuestro laboratorio inmunizando conejos con un cultivo de S. marcescens inactivado
durante 30 min a 100°C, siguiendo el protocolo descripto (Castelli et al., 2008). Los
anticuerpos secundarios anti-conejo conjugados a Cy3 y Alexa Fluor647 y los
reactivos fluorescentes Lysotracker, DQ-BSA y DAPI fueron provistos por Molecular
Probes, Invitrogen. Los detergentes digitonina y saponina fueron provistos por Sigma
Aldrich.

3.1 - Purificacion de ShlA

En una primera etapa, la purificacion de la hemolisina se realizd segun el
protocolo de Schénherr y col. (Schonherr et al, 1994) con las siguientes
modificaciones. Para la sobreexpresion de los genes de la hemolisina se usé la cepa
de E. coli BL21 (DE3, pLysS) transformada con el plasmido pES14, que codifica para
el operdn shlAB bajo control del promotor T7. Las células se crecieron en 50 mL de
medio LB a 37°C y la expresion fue inducida a una DOg3= 0,5 con el agregado de
IPTG 0,5 mM. Luego de una incubacién de 2 hs, las células se centrifugaron a 6500
rom por 15 min y el sobrenadante que contiene la proteina ShIA fue recuperado. El
sobrenadante se precipitd con sulfato de amonio al 45% de saturacion, en hielo. Luego
de incubar durante 1 hora con agitacion continua, el sobrenadante precipitado se
centrifugd a 15000 g durante 30 min en frio. La proteina se resuspendié en un 1 mL de
buffer Hepes 50 mM, pH=8 y fue desalada mediante una columna de desalado en
HPLC. El eluato, que fue recuperado en 3 mL de soluciéon buffer, se aplico de a 1 mL a
una columna de intercambio catiénico Mono-S equilibrada con buffer Hepes 50 mM,

pH=8. La columna se lavo con 15 ml de este buffer y las proteinas unidas se eluyeron
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con un gradiente lineal de NaCl (0 - 500 mM) en 25 ml de Hepes 50 mM pH=8. Se

recolectaron fracciones de 1 ml y se sometieron a SDS/PAGE.

En la figura 5 podemos advertir que una fraccion de la proteina no fue retenida
por la columna, ya que se puede observar la banda proteica correspondiente a la
hemolisina en las fracciones recolectadas de la columna durante y momentos después
de la siembra de la muestra (Eluato post-siembra). Esto implica que la columna se
saturé de proteina o bien, que la interaccion no fue lo suficientemente fuerte para
retenerla. En las fracciones del gradiente se pueden observar las muestras
recuperadas con NaCl 150 mM, fuerza idnica a la cual se predice que ShIA eluya
segun los antecedentes de la bibliografia (Schonherr et al., 1994). Las muestras no
mostraron ninguna banda proteica bajo estas condiciones, por lo que la proteina no se

estaria reteniendo adecuadamente en la columna.

.. Eluato post- Fracciones
PM Precipitado Desalado siembra del Gradiente
150 mM NaCl kDa
ShIA————> Py ot
P oD = 150
— > 100

- T = > 75
W b > 50

Figura 5. Purificacién de ShiA mediante columna de intercambio catiénico. El sobrenadante del cultivo de la
cepa BL21/pLysS, pES14 se precipité con sulfato de amonio al 456% de saturacion, en hielo y se centrifugo a
15000 g durante 30 min en frio (precipitado). La proteina se resuspendié en un volumen adecuado de buffer y fue
desalada mediante HPLC (desalado). El eluato se aplicé a una columna Mono-S (Eluato post-siembra). La
columna se lavé y las proteinas unidas se eluyeren con un gradiente lineal de NaCl (Fracciones del Gradiente).
PM: Marcador de peso molecular, los valores en kDa se encuentran a la derecha de la imagen; ShlA: hemolisina,
se muestra la posicion de la banda a la izquierda de la imagen.

Dado que ShiIA tiene un alto grado de homologia con la hemaglutinina
filamentosa de Bordetella pertussis (FHA), se intentd purificar ShIA siguiendo el
protocolo descrito por Jacob-Dubuisson, 1996 (Jacob-Dubuisson et al., 1996) en el
que se utiliza una columna de heparina y la proteina unida se eluye con NaCl 500mM.
En este caso se utilizo buffer Tris 20 mM pH=8 y un gradiente de NaCl (0-1,5 M).

Al igual que con la columna de intercambio catidnico, las fracciones
recolectadas durante y en los momentos posteriores a la siembra de la muestra
permiten detectar que una fraccion de la muestra inyectada no queda retenida en la

columna (Figura 6, Eluato post-siembra). Dado que la cantidad de proteina inyectada
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(0,5 a 1 mg) es menor que el limite de saturaciéon estimado de la columna (4 mg de
proteina/columna), esto sugiere que la proteina no es retenida en su totalidad en la
columna, ya sea porque la interaccion entre ShIA y heparina no es especifica o no es
los suficientemente fuerte. En las fracciones recuperadas luego del gradiente de NaCl
se observa la misma concentracion de ShlA que en las fracciones que eluyeron luego
de la inyeccién y varias bandas proteicas de menor peso molecular (Figura 6,
Fracciones del gradiente). Esto implica que una fraccion de la muestra se quedaria
retenida en la columna, debido a la interaccion con heparina. Sin embargo, no se
observa un proceso de enriquecimiento especifico de la proteina ShiA, lo que

implicaria que la muestra se estaria diluyendo al pasar por la columna, sin lograr su

purificacion.
PM PrecipitadoDesalado Eluato post-siembra Fracciones del Gradiente

kDa
NaCl
<-ShlA

150 ~ -

100

75

Figura 6. Purificacion de ShlA mediante columna de heparina. El sobrenadante del cultivo de la cepa
BL21/pLysS;pES14 se precipitd con sulfato de amonio al 45% de saturacion, en hielo y se centrifugé a 15000 g
durante 30 min en frio (precipitado). La proteina se resuspendid en un volumen adecuado de buffer y fue
desalada mediante HPLC (desalado). El eluato se aplicd a una columna de Heparina (Eluato post-siembra). La
columna se lavd y las proteinas unidas se eluyeron con un gradiente lineal de NaCl (Fracciones del Gradiente).
PM: Marcador de peso molecular, los valores en kDa se encuentran a la izquierda de la imagen; kDa: kiloDaltons;
ShlA: hemolisina, se muestra la posicién de la banda a la derecha de la imagen.

Luego, se intentd purificar ShlA utilizando una columna de exclusion molecular
HiLoad 16/60 Superdex 200 cuyo rango de separacion es de 10° - 10° Da. En este
caso se utilizé el buffer recomendado para la columna (fosfato 50 mM, NaCl 0,15 M
pH=7) y se inyecté 2 ml de muestra. Como podemos observar en la figura 7, las
fracciones recolectadas de la columna que contienen ShlA, no poseen la proteina
totalmente purificada ya que, ademas de la proteina ShIA, se observa un patrén de

bandas proteicas de menor peso molecular en las muestras analizadas.
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kDa PM Desalado Fracciones de la elucion
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Figura 7. Purificaciéon de ShlA mediante columna HiLoad 16/60 Superdex 200. E| sobrenadante del cultivo de
la cepa BL21/pLysS;pES14 se precipitd, la proteina se resuspendid en un volumen adecuado de buffer y fue
desalada mediante HPLC (Desalado). El eluato se aplicé a una columna de exclusién molecular, y se utilizé el
buffer recomendado por el fabricante (Fracciones de la Elucién). PM: Marcador de peso molecular, los valores
en kDa se encuentran a la izquierda de la imagen; kDa: kiloDaltons; ShlA: hemolisina, se muestra la posicion de la
banda a la derecha de la imagen.

3.2 - Preparacion de Anticuerpos anti-ShlA

Las muestras obtenidas de la columna de exclusion molecular se utilizaron
para la preparacion de anticuerpos anti-hemolisina en conejo empleando una relacion
1:1 con adyuvante incompleto de Freund, y siguiendo un protocolo de inyeccién como

el descripto anteriormente (Castelli et al., 2008).

3.3 — Purificacion de Anticuerpos anti-ShlA (Stripping)

Las muestras proteicas utilizadas para hacer los anticuerpos se separaron
mediante SDS-PAGE y se electrotransfiieron a una membrana de nitrocelulosa
(seccion 6.3 y 6.5). La membrana se tifie de manera reversible con una solucion de
Rojo Ponceau 0,01 % en acido acético 0,1 %, con el fin de localizar la banda
correspondiente a la hemolisina y cortar el exceso de membrana. El fragmento de
membrana se bloquea como se describe en la seccién 6.5 y se incuba con anticuerpo
anti-hemolisina diluido 1/100 en buffer TBS durante 3 horas. Luego, la membrana se
lava durante 20 min con 150 mM NaCl y buffer TBS. El anticuerpo se recupera en 200
pl de glicina 0,2 My EGTA 1 mM, pH= 2,8 y se neutraliza inmediatamente con Tris-
base 1 M. Este paso se repite por lo menos 3 veces para recuperar la maxima
cantidad de anticuerpo posible. Las fracciones recuperadas se diluyen con 1/10 parte
de buffer TBS y se almacenan a -20 °C.
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4 - Técnicas moleculares

4.1 - Acidos nucleicos

4.1.1 - Extraccion de ADN bacteriano genémico

El ADN cromosomal de las cepas de S. marcescens se extrajo a partir de 5 ml
de cultivo saturado de bacterias crecidas en medio LB a 37°C con agitacion constante.
Las células se colectaron por centrifugacion y se resuspendieron en 2,5 ml de 10 mM
Tris pH 8,0; 25 mM EDTA y 50 mMNaCI. Se repitié la centrifugacion y el sedimento
celular se resuspendié en 2,5 ml de 10 mM Tris pH 8,0 y 25 mM EDTA. Luego se
agregaron 275 yl de 2 mg/ml lisozima (Sigma) y se incubé 15 min a 37°C. Se
adicionaron 300 pl de una solucion 10% (p/v) Sarkosyl y 30 ul de Proteinasa K 1 mg/mi
(Invitrogen), y se incubd 1 h a 55°C. La mezcla viscosa resultante se paso varias
veces a través de una jeringa descartable con aguja. Posteriormente, para finalizar la
extraccion de ADN, se realizaron extracciones sucesivas con fenol equilibrado en 100
mM Tris pH 8,0; conservando siempre la fase acuosa. Se realizd una ultima extraccion
con un volumen de la mezcla fenol:cloroformo en relacion 1:1 (v/v) y se recuperé
nuevamente la fase acuosa. EI ADN cromosomal disuelto en esta fase fue precipitado
al agregar 1/9 partes en volumen de 3M acetato de amonio y 1 volumen de
isopropanol. La mezcla se centrifugé 20 min a 13000 rpm, el precipitado obtenido se
lavdo con 1 ml de 80% (v/v) etanol y se secé a temperatura ambiente. EI ADN
cromosomal se resuspendid en 50 pyl de agua estéril y su concentracion fue

determinada midiendo absorbancia a 260 nm, segun la siguiente féormula:
1 unidad de Abs,s = 50 ug de ADN/mI de solucion

La pureza de la preparacion se evalud a traveés del cociente (Absys0/Absag). Un
valor entre 1,7 y 2,0 indico que el ADN se hallaba libre de proteinas y fenol (Sambrook
J, Fritsch EF, 1989). Ademas se analiz6 el ADN gendmico obtenido mediante

electroforesis en geles de agarosa al 1% (p/v), como se indica en la seccion 4.1.5.

4.1.2 - Preparacion de ADN bacteriano plasmidico

La extraccion de plasmidos a partir de células de E. coli, previamente
transformadas, se realizd creciendo las bacterias durante toda la noche a 37°C, con
agitacion constante en 3 ml de LB suplementado con el antibiético correspondiente. El

cultivo se centrifugd y las bacterias sedimentadas se resuspendieron en 350 pl de
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soluciéon STET (50 mM Tris pH 8,0; 50 mM EDTA pH 8,0; 8% sacarosa y 5% Triton X-
100). Luego se adiciond 10 pl de una solucién conteniendo 10 mg/ml lisozima, 1 mg/ml
ARNasa, 50 mM Tris pH 8,0 y 50% glicerol. La mezcla se incubd 1 min a 100°C v,
posteriormente, se centrifugé 10 min a 13000 rpm. Con un palillo estéril se removio el
pellet y se conservé el sobrenadante que contenia el ADN plasmidico. Se realizd una
extraccion con 1 volumen de la mezcla fenol:cloroformo en relaciéon 1:1 (v/v) y se
recupero la fase acuosa. EI ADN se precipitdé agregando 1/10 partes en volumen de
acetato de amonio 3 M y 1 volumen de isopropanol. Se incubd la mezcla a - 20°C
durante al menos 1 hora y se centrifugd por 10 min a 13000 rpm. EI ADN precipitado
se lavé con 1 ml de 80% (v/v) etanol y se seco a temperatura ambiente. Finalmente, el
precipitado se resuspendié en 50 yl de agua estéril y se conservd a -20°C hasta el

momento de su utilizacion.

Alternativamente, para obtener ADN plasmidico de mejor calidad, se utilizé un
kit comercial Wizard PlusSV Minipreps DNA Purification Systems (Promega),

siguiendo las instrucciones del fabricante.

4.1.3 - Reaccion en cadena de la polimerasa

Para la amplificacion de fragmentos por PCR se siguié un protocolo basico
consistente en la desnaturalizacién inicial del ADN a 94°C durante 4 min, luego una
iteracion de 30 ciclos compuestos por desnaturalizacion del ADN a 94°C, anillado de
los cebadores entre 50 y 60°C (dependiendo de las caracteristicas de los
oligonucledtidos) y elongacién del ADN a 72°C para Taq Polimerasa o 68 °C para Pfx
ADN Polimerasa, para cada ciclo. Los tiempos de desnaturalizacion y anillado fueron
de 45 segundos cada uno, y los de elongacién dependieron de la longitud de los
productos a amplificar (1 min por cada 1 kpb). Finalmente, se incluyd una etapa de
extension a 72°C o 68 °C durante 10 min. Las reacciones se llevaron a cabo en un
termociclador Eppendorf Mastercycle Gradient. El volumen final de las reacciones fue
de 50 pl conteniendo: Soluciéon 1X de amplificacion comercial, suplementada con 2,5
mM MgCl,, 0,25 mM de cada uno de los desoxinucleodtidostrifosfatos, dATP; dGTP;
dCTP y dTTP (Invitrogen), 1 ug de ADN molde, 10 pmoles de oligonucleétidos directo
y reverso y 2,5 U de Taq polimerasa (Invitrogen) o de Pfx ADN Polimerasa
(Invitrogen). Los productos de PCR fueron analizados mediante electroforesis en geles

de agarosa, como se indica en la seccién 4.1.5.
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4.1.4. Reaccion en cadena de la polimerasa a partir de colonias (Colony-
PCR).

La reaccion de amplificacion de ADN se realizé a partir de una colonia
bacteriana disuelta en un volumen de 50 pl de H,O destilada estéril. La reaccion se
llevd a cabo en un volumen final de 25 pl conteniendo: solucién de amplificacion
comercial suplementada con 0,25 mM de cada uno de los desoxinucleétidostrifosfato,
dATP; dGTP; dCTP y dTTP (Invitrogen), 1 ul de la suspension de bacterias, 5 pmol de
cada uno de los oligonucleotidos (directo y reverso) y 1 U de Taq Polimerasa
(Invitrogen). Se utiliz6 un termociclador Eppendorf Mastercycler Gradient. Los
oligonucledtidos se describen en la Tabla 2. Esta técnica se utilizd para la biasqueda
de la presencia de distintos fragmentos de interés en las cepas transformadas. Los
productos de amplificacion fueron analizados mediante electroforesis en geles de

agarosa como se indica en la seccion 4.1.5.
4.1.5. Electroforesis de ADN en geles de agarosa

El ADN plasmidico, y los fragmentos de restriccion y de la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) fueron separados por electroforesis en geles de agarosa de
distinta concentracion. Se utilizé el sistema de tipo submarino (Sambrook). La solucién
reguladora TBE 0.5X (45 mM Tris base, 45 mM acido bdrico y 1mM EDTA) se utilizo
como solucién de electroforesis y para la preparacion de geles. A estos Ultimos se les
agrego el agente intercalante bromuro de etidio en una concentracién de 0,3 g/mi
antes de su gelificacion. Previo a la siembra, las muestras se mezclaron con solucién
de siembra compuesta por 0,025 % (p/v) azul de bromofenol, 0,025 % (p/v) xilencianol
y 30 % (v/v) glicerol, en una proporciéon 5:1 en volumen de muestra:solucién de
siembra. Como marcador de peso molecular se utilizd 1Kb DNA Ladder (Gibco, Life
Technologies). La corrida electroforética se realiz6 a una intensidad de corriente
constante de 50 mA vy, una vez finalizada, los fragmentos de ADN se detectaron
empleando un capturador de imagenes Molecular Imager ChemiDoc XRS System
(Bio-Rad) y el programa QuantityOne.

4.1.6. Purificacion de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa

Los fragmentos de ADN obtenidos por PCR o luego de la digestion con
enzimas de restriccion fueron purificados a partir de geles de agarosa mediante la
tecnologia de adsorcion provista por el kit comercial PureLink Quick Gel Extraction Kit

(Invitrogen), siguiendo las indicaciones del fabricante.
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4.1.7. Digestién de ADN con enzimas de restriccion

Las condiciones de digestion usadas en cada caso fueron las recomendadas
por los proveedores de las endonucleasas de restriccion. Los volumenes de reaccién
variaron entre 20 y 30 pl, utilizdndose aproximadamente 1U de enzima por ug de ADN
a digerir. El tiempo de incubacion a las temperaturas recomendadas fue de 2 horas en
la mayoria de los casos, pudiendo ser mayor segun la enzima utilizada. El tamafio de
los fragmentos de ADN digeridos con las enzimas de restriccion se verific6 mediante

electroforesis en geles de agarosa, como se describe en la seccion 4.1.5.

4.1.8. - Reacciones de ligacion de fragmentos de ADN

Las reacciones de ligacion se llevaron a cabo en un volumen final de 10ul,
conteniendo 1U de la enzima ADN ligasa del bacteriéfago T4 (Invitrogen), 1X solucién
de reaccién comercial y los fragmentos de ADN a ligar en proporcion 1:3 (v/v) de
vector:iinserto. Las reacciones se incubaron durante toda la noche a 16 °C.
Posteriormente, las mezclas fueron sometidas a dialisis en gota contra agua
esterilizada, utilizando discos de dialisis de nitrocelulosa (tamafio de poro 0,025 um,

Millipore) durante 40 min.

4.1.9 - Secuenciacion de fragmentos de ADN

Fragmentos de ADN amplificados o insertos de ADN clonados en plasmidos
fueron secuenciados a través del Servicio de Secuenciacion de la Universidad de
Maine, USA (http://www2.umaine.edu/dnaseq/services).

4.2 - Preparacion de células competentes

Para la preparacion de células competentes de E. coli, o S. marcescens, se
inocularon 300 ml de medio LB fresco con 3 ml de un cultivo saturado de la bacteria en
el mismo medio, y se incubd a 37°C con agitacion permanente hasta DOg39 de 0,5 a
0,8. Dicho cultivo se enfrid en hielo y se centrifugdé durante 5 min a 4°C y 6500 rpm. El
sedimento celular obtenido se lavo 2 veces con 1 volumen de agua destilada estéril
friay 1 vez con 10 ml de 10% (v/v) glicerol. Finalmente, el pellet se resuspendio6 en 0,6
ml de 10% (v/v) glicerol y se hicieron alicuotas en tubos estériles que fueron

almacenados a -80°C hasta el momento de su uso.
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4.3 - Transformacion de células competentes y seleccion de

transformantes

Se colocaron 40 pl de la suspension de células competentes preparadas como
se indica en la seccion anterior en una celda de electroporacion, se agregaron 1 a 10
pl del plasmido o mezcla de ligacion y se electroporé utilizando un voltaje de 2,5 kV
con un electroporador Bio-Rad. Luego se agregd 1 ml de medio LB y se incubd 1 hora
a 37°C con agitaciéon constante. Las bacterias se concentraron por centrifugacion, se
sembraron con espatula de Drigalsky en placas de Petri conteniendo LB-agar
suplementado con el antibiético adecuado para seleccionar las bacterias

transformantes, y se incubaron a 37°C durante una noche.
4.4 -Conjugacion tripartita

Se cultivaron la cepa dadora (E. coli transformada con el plasmido a conjugar),
la cepa aceptora (S. marcescens) y una cepa que contiene un plasmido auxiliar, E. coli
HB101/pRK2013 en placas de LB-agar suplementada con el antibidtico
correspondiente, durante toda la noche a 37°C. Con un palillo estéril, se tomaron
varias colonias de la cepa dadora y la cepa “Auxiliar” y se mezclaron con colonias de
la cepa aceptora en una placa de LB-agar sin antibiético. Dicha placa se incubo a 37°C
durante toda la noche. Finalmente, las transconjugantes se seleccionaron repicando
colonias de la placa anterior en placas de LB-agar suplementada con el antibidtico
correspondiente al pldsmido a conjugar y con un antibiético al cual la cepa aceptora

sea resistente. La placa se incub6 a 37°C durante toda la noche.
5 - Manipulacion genética
5.1 - Construccion de la mutante S. marcescens shiB::Sp

La construccion de la mutante S. marcescens shiB::Sp (Figura 8) se realizo a
través de una mutagénesis insercional dirigida; utilizando el vector suicida pKNOCK-
Gm que interrumpio dicho gen (Alexeyev, 1999). Utilizando los cebadores Fw mut shiB
(BamH1) y Rev mut ShiB (Xhol), se amplificd por PCR un fragmento interno del gen
shiB de S. marcescens y el producto amplificado se separd electroforéticamente y se
purific6 de gel de agarosa, segun se indica en las secciones 4.1.3 y 4.1.6.
Posteriormente, el ADN purificado fue digerido con las enzima BamHI (sitio
incorporado durante la amplificacion por el oligonucleétido Fw mut shiB) y Xhol (sitio
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incorporado durante la amplificacion por el oligonucleétido Rv mut shiB) y ligado en los

mismos sitios del vector pKNOCK-Gm.

Fw mut shiB Rv mut shiB
> < pKNOCK-Gm

ADN m “ SMC

cromosomal lPCR
Digestion (BamHI-Xhol)
A — y ligacion
Digestion (BamHI-Xhol) ‘L
BamHI  Xhol y ligacion
B pKNOCK-Gm:shi, < Bgl Il
c
pKRP13 | Digestion Bgl i
Digestion BamHI y ‘L y ligacién
: ligacion
BamHI
pKNOCK:Sp:shiB D
Conjugacién

y seleccion | ' E m

- S. marcescens
shiB

Figura 8. Estrategia utilizada para construir la mutante S. marcescens shiB. A) A partir del ADN cromosomal
de S. marcescens se amplificd por PCR el gen shiB, se lo purificé y digirid con BamHI y Xhol. B} Posteriormente,
dicho fragmento interno del gen shiB se clond en el vector pKNOCK-Gm. C) A partir del plasmido pKRP13 se
obtuvo por digestién con BamHI el gen de resistencia a espectinomicina y D) se ligé al plasmido pKNOCK-
Gm:shlB previamente digerido con Bgl Il. E) El gen sh/B cromosomal fue interrumpido por recombinacion, que
genera la insercion del vector pKNOCK en shiB. SMC: Sitio de multiple clonado.

Se electroporé la cepa E. coli SM10 (Apir) con la ligacion pKNOCK-Gm::shiB.
La construccion pKNOCK-Gm::shiB fue confirmada por PCR a partir de colonias
utilizando los cebadores pKNOCK-ori Fw y Rev mut ShiB (Xhol), que hibridan en el
origen de replicacion del vector pPKNOCK-Gm y en el extremo 3’ del fragmento interno
de shiB (seccion 4.1.4) y por digestion utilizando las endonucleasas BamHI y Xhol
(seccion 4.1.6). Posteriormente, y dada la incompatibilidad de la resistencia del vector
con los ensayos de protecciéon de gentamicina, el plasmido pKNOCK-Gm::shiB fue
purificado y digerido con la enzima Bgl Il, cuyo sitio de corte se encuentra dentro del
casete de resistencia a gentamicina. El casete de resistencia a espectinomicina se
obtuvo del plasmido pKRP13 (Reece & Phillips, 1995), mediante digestion con la
enzima BamHI y posterior purificacion en gel de agarosa (seccion 4.1.6 y 4.1.7) y se

ligé con el vector digerido. Finalmente, se transformé mediante electroporacion la cepa
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E. coli SM10 (Apir) con la ligacion pKNOCKSp::shiB y la construccién se confirmé
mediante la adquisicidén de resistencia a espectinomicina y la pérdida de la resistencia

a gentamcina.

Mediante conjugacion bipartita en S. marcescens, dicho plasmido recombind en
el cromosoma de la bacteria interrumpiendo el gen shiB por insercion del vector
completo. La cepa mutante fue seleccionada a partir de colonias resistentes a
espectinomicina y la mutacién cromosomal shiB::Sp fue confirmada por PCR,
empleando los oligonucleétidos pKNOCK-ori-fw y Rev mut ShiB, segun se indica en la
seccion 4.1.3.

5.2 - Construccioén del plasmido psh/BA

Se realiz6 la extraccion de ADN plasmidico de la cepa E. coli W3110/pES14 y
de la cepa E. coli DH50/pBBR1MCS (seccion 4.1.2). Ambos plasmidos fueron
digeridos con las enzimas BamHI y Hindlll (seccion 4.1.6). Se purifico la banda
correspondiente al inserto (tamafio aproximado 7500 pb) del corte de pES14 siguiendo
los protocolos indicados en las secciones 4.1.4 y 4.1.5 y se precipitd el vector
pBBR1MCS digerido. Luego se procedio a realizar la ligacién de ambos fragmentos,
segun el protocolo detallado en la seccion 4.1.7. Dicha ligacién fue utilizada para
transformar por electroporacion células competentes E. coli XL-1 Blue (secciones 4.2 y
4.3). Las transformantes fueron seleccionadas mediante su resistencia a cloranfenicol.
La construccion pshiBA fue confirmada por digestion utilizando las endonucleasas
BamHI y HindlIl (seccién 4.1.6).

La cepa XL-1 Blue/pshIBA se utilizd como cepa dadora en la conjugacion
tripartita, donde la cepa S. marcescens/shiB se utiliz6 como cepa aceptora (seccion
4.4). Las transconjugantes se analizaron mediante la adquisicién de la resistencia a
cloranfenicol y la recuperacion de actividad hemolitica ante glébulos rojos frescos
(seccion 7).

6 - Analisis de proteinas de S. marcescens

6.1 - Precipitacion de proteinas secretadas

Tres mililitros de cultivo saturado de las cepas de S. marcescens o E. coli,
crecidas en medio LB a 30°C, fueron centrifugados durante 10 min a 5000 rpm. Los

sobrenadantes fueron filtrados con filtros de acetato de celulosa (tamafo de poro 0,2



Materiales y Métodos

pm Minisart, Sartorius Stedim Biotech) y precipitados con 12% acido tricloroacético,
durante 2 horas a 4°C. La mezcla fue centrifugada 20 min a 15000 rpm y luego se
realiz6 un lavado con 1 mL de acetona fria. Las proteinas precipitadas fueron
resuspendidas en 60 ul de solucion de siembra de proteinas (120 mM Tris pH 6,8; 0.5
% (v/v) B-mercaptoetanol, 2% (v/v) glicerol; 2% (p/v) SDS y 0,002% (p/v) azul de
bromofenol).

6.2 — Preparacion de fracciones proteicas de S. marcescens

Cultivos saturados de las cepas de S. marcescens crecidas en medio LB a
30°C, fueron centrifugados durante 10 min a 5000 rpm. El sedimento fue resuspendido
en un volumen igual a una DOg30/10 en solucion de siembra de proteinas (120 mM Tris
pH 6,8; 2% (v/v) glicerol; 2% (p/v) SDS y 0,002% (p/v) azul de bromofenol) y constituye
el extracto total de proteinas bacterianas.

Con el fin de obtener fracciones proteicas solubles e insolubles, el sedimento
de cultivos saturados de las cepas de S. marcescens crecidas en medio LB a 30°C se
resuspendid en 0,3 mL de 10 mM Tris pH 8, manteniéndolo en hielo. Luego, se
procedié a una etapa de sonicacion de 3 min, con intervalos de 9 s de ultrasonido y de
3 s de reposo. Se centrifugd por 5 min a 6000 rpm, recuperando el sobrenadante y
descartando el sedimento celular. Dicho sobrenadante fue ulteriormente centrifugado
por 40 min a 13000 rpm, obteniéndose un sobrenadante que se corresponde con la
fraccion de proteinas solubles. El sedimento se resuspendio en 1 mL de 10 mM Tris
pH 8, y se volvio a centrifugar durante 15 min a 13000 rpm. El sedimento obtenido fue
resuspendido en 0,3 mL de 10 mM Tris pH 8, constituyendo la fraccion de proteinas

insolubles. Todas las fracciones proteicas fueron almacenadas a -20°C.

6.3 - Electroforesis de proteinas en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE)

Los extractos proteicos se analizaron mediante electroforesis en geles
desnaturalizantes de poliacrilamida. Antes de la siembra las muestras se calentaron 5
minutos a 100 °C en soluciéon de muestra conteniendo 120 mM Tris-HCI (pH 6.8), 0.5
% (v/v) B-mercaptoetanol, 2 % (v/v) glicerol, 2 % (p/v) SDS y 0.002% (p/v) azul de
bromofenol. Las corridas electroforéticas se realizaron en una solucion reguladora 25
mM Tris base, 192 mM glicina (pH 8.3) y 0.1 % (p/v) SDS, a una intensidad de
corriente constante de 25 mA. La concentracion de poliacrilamida utilizada en los geles

de separacion fue de 10 % (p/v).
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6.4 — Tincién de gel con azul de Coomassie

Luego de la separacion proteica por electroforesis como es indicado en la
seccion 6.3, se incubaron los geles durante al menos 1 hora con agitacion constante
en una solucién de 0.25 % (p/v) azul brillante de Coomassie R 250, 30 % (v/v)
isopropanol y 10 % (v/v) acido acético, previamente filtrada a través de un papel de
filtro Whatman No. 1. Se incubaron y se hicieron lavados sucesivos de los geles con
agua caliente, hasta lograr que el fondo fuera claro.

6.5 - Transferencia e inmunodeteccion (Western blot)

Las muestras proteicas fueron sometidas a SDS-PAGE (seccion 6.3) y luego
fueron electrotransferidas a membranas de nitrocelulosa Hybond-ECL (General
Electric Healthcare) en una cuba de transferencia semi seca Trans-blot SD (Bio-Rad).
La transferencia se llevd a cabo en solucion 25 mM Tris, 192 mM glicina pH 8,3 y 10%
(v/v) metanol, durante 30 min con una intensidad de corriente constante de 300 mA.
Una vez finalizada la transferencia, la membrana fue lavada durante 1 hora con
solucion TBS (20 mM Tris pH 7,6, 137 mM NacCl) conteniendo 5% leche en polvo
descremada. Posteriormente, se incub6 la membrana por 1 hora con el anticuerpo
primario en una dilucién adecuada en solucién TBS y, al cabo de esta incubacion, se
realizaron tres lavados de 10 min con TBS. Posteriormente, la membrana se incubé
durante 1 hora con anticuerpo secundario policlonal anti-conejo conjugado a la enzima
fosfatasa alcalina (Sigma) o a peroxidasa de rabanito (Sigma) en una dilucién 1/3500
en TBS. A continuacién, se realizaron 3 lavados de 10 min con TBS. El revelado se
llevé a cabo incubando la membrana con 3 ml de la solucion 100 mM Tris pH 9,0; 100
mM NaCl y 5 mM MgCl, conteniendo 0,15 mg/ml BCIP y 0,3 mg/ml NBT disueltos en
70% de N-N-dimetiformamida, hasta desarrollo de color. Los componentes NBT y
BCIP reaccionan con la fosfatasa alcalina produciendo un precipitado insoluble color
purpura. En el caso de incubacion con anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa
de rabanito, las membranas fueron reveladas mediante una reaccion de
quimioluminiscencia con ECL Plus (GE HealthCare), segun las indicaciones del
fabricante y las imagenes fueron tomadas con un capturador de imagenes Molecular
Imager ChemiDoc XRS System (Bio-Rad) y el programa QuantityOne.

7 - Ensayos de hemolisis en medio liquido

Muestras de sangre fueron lavadas repetidas veces con PBS (del inglés
Phosphate Buffered Saline; 8,5 g/L de NaCl, 1,4 g/L de NaH,PO4-H.O y 2,7 g/L de
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Na,HPO,-7 H,0O), hasta obtener eritrocitos limpios. 200 pL de eritrocitos se incubaron
durante 1 hora a 30°C sin agitacion con 200 pL de cultivos de S. marcescens crecidos
durante 16 horas a 30°C sin agitacion en medio LB suplementado con el antibiotico
correspondiente. Se incubaron los eritrocitos con agua destilada o con LB como
controles de hemodlisis completa y blanco de muestra, respectivamente. Luego de
dicha incubacion, se centrifugaron los cultivos durante 5 minutos a 6500 rpm y se tomé
una muestra de 200 pL del sobrenadante de la reaccion, al cual se le midi6d la
absorbancia a 562 nm (DOsg,). Ademas se midio la densidad 6ptica a 630 nm (DOgz0)
a 200 pL de cada cultivo. Las medidas de absorbancia se realizaron usando un lector
de microplacas Biotek ELX-808.

A partir de los valores de absorbancia obtenidos, se calculé el porcentaje de
hemodlisis, considerando que el agua produce una hemolisis del 100%. Luego, los
valores obtenidos fueron relativizados a la DOgsy de cada cultivo. El indice de cambio
para cada cepa fue calculado como la relacién entre el porcentaje de hemdlisis relativo
a la densidad optica del cultivo de la cepa en cuestion y el de S. marcescens silvestre.

e DOsg;, Cepa
% Hembdlisis = m x 100
562
%Hemdlisis
) D0 Cepa
Indice de cambio = VoHemolisis 630

Cepa de referencia
DOgyo  CoP@deref

8 - Curvas de crecimiento bacteriano

Las curvas de crecimiento bacteriano se realizaron en medio LB y se
monitorearon en un lector de microplacas de 96 pocillos Synergy2, durante un periodo
de 18 hs con control de temperatura (37°C). Cultivos bacterianos crecidos hasta
saturacion fueron diluidos 1:100 en medio LB sdélo o suplementado con 100 nM
wortmanina, 100 nM Bafilomicina A1 o 10 mM NH,CI, segun se indica en los ensayos
respectivos. Un volumen de 100 ul de cada dilucion se colocd en una microplaca de 96
pocillos, se incubé a 37°C en el lector de microplacas, y se determind la absorbancia a

630nm cada 60 min.
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9 - Técnicas de cultivos celulares

9.1 - Ensayos de invasion o proteccion a la gentamicina

Los ensayos de proteccion con gentamicina fueron realizados segun describe
en Fedrigo y colaboradores (Fedrigo et al., 2011). Células CHO, HelLA, T24 o MEF
fueron cultivadas en placas de 24 pocillos, a 37°C en atmosfera de CO, al 5% hasta
alcanzar la confluencia. EI medio de cultivo utilizado fue a-MEM suplementado con

10% de suero fetal bovino.

Cultivos de S. marcescens saturados, crecidos a 30°C sin agitacion, se
centrifugaron 5 min a 6500 rpm y el sedimento celular se lavé y resuspendié con PBS.
Las células se infectaron con los cultivos bacterianos, utilizando MOls (MOI, del inglés
Multiplicity of infection) entre 2 y 10. La placa se centrifugd 10 min a 1000 rpm y se
incub6é 1 hora a 37°C en atmdsfera de CO, al 5%. Posteriormente, las células se
lavaron 3 veces con PBS y se agregd medio de cultivo suplementado con 30 ug/ml de
gentamicina para eliminar las bacterias extracelulares. La placa se incub6 a 37°C y, a
los tiempos indicados, las células se lavaron con PBS y se lisaron con 0,05% Tritén X-
100. Las UFC (Unidades formadoras de colonia) se determinaron mediante diluciones
seriadas en medio LB-agar. Los porcentajes de invasion se calcularon en relacion al

indculo bacteriano inicial utilizado para la infeccion de las células.

9.2 - Ensayos de autofagia

Para evaluar la capacidad de inducir autofagia de diferentes cepas bacterianas,
células CHO-GFP-LC3 fueron cultivadas en placas de 24 pocillos a 37°C en atmdsfera
de CO, al 5% hasta alcanzar 70% de confluencia. Cultivos de S. marcescens
saturados, crecidos sin agitacion a 30°C, se centrifugaron 5 min a 6500 rpm y el pellet
celular se lavé y resuspendiéo con PBS. Las células se infectaron con los cultivos
bacterianos, utilizando MOI 20; y la placa se centrifugd 10 min a 1000 rpm. Luego, en
una serie de experimentos las células se mantuvieron con bacterias en el medio
extracelular durante 180 min o, a los 60 min p.i., las bacterias extracelulares se
eliminaron con 30 pyg/mL gentamicina. Finalmente a los tiempos indicados, las células
se fijaron con 3% paraformaldehido durante 15 min y las bacterias se detectaron por
inmunofluorescencia indirecta, como se indica en la seccion 9.6. Las muestras se
observaron al microscopio de fluorescencia confocal y los porcentajes de invasion y
colocalizacion de la bacteria con GFP-LC3 se calcularon en relacion a las células
totales cuantificadas o a las células invadidas segun se indique en cada caso.
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9.3 - Transfeccion de células epiteliales

Células Hela, T24, MEF Atg5™ y MEF Atg5™” crecidas a 50% de confluencia
en monocapa fueron transfectadas con el plasmido pRFP:LC3 utilizando Lipofectamina
2000 (Invitrogen), segun las especificaciones del fabricante. Posteriormente para
permitir la expresion de estas construcciones, las células se incubaron durante toda la
noche a 37°C en atmédsfera de CO, al 5%. Luego las células se dejaron sin infectar o
fueron infectadas con S. marcescens salvaje/pGFP (MOI 20) en atmésfera de CO, al
5%. A los 180 min p.i. las células se lavaron 3 veces con PBS y se fijaron con 3%
paraformaldehido por 15 min y las bacterias se detectaron por inmunofluorescencia
indirecta. Las muestras fueron observadas al microscopio de fluorescencia confocal

(seccion 9.5).

9.4 - Marcacion de compartimentos degradativos durante la infeccion con

S. marcescens

Células CHO-EGFP-LC3 fueron cultivadas en placas de 24 pocillos, a 37°C en
atmosfera de CO, al 5% hasta alcanzar 70% de confluencia. Posteriormente, las
células fueron incubadas durante 4 h con 10 ug/ml DQ-BSA. Este compuesto ingresa a
la célula por endocitosis mediada por receptor y fluoresce en compartimentos
degradativos, como ser autolisosomas y lisosomas. Luego, las células fueron
infectadas con S. marcescens salvaje (MOl 20) durante 1 h a 37°C en atmdsfera de
CO, al 5%. Las células se lavaron 3 veces con PBS y se incubaron con medio de
cultivo suplementado con 30 ug/ml gentamicina. A los 240 y 360 min. p.i., las células
se fijaron con 3% paraformaldehido por 15 min y las bacterias se detectaron por
inmunofluorescencia indirecta. Las muestras fueron observadas al microscopio de
fluorescencia confocal (seccion 9.7). Los porcentajes de colocalizacion se calcularon

en relacion al nimero de vacuolas total infectadas recontadas.

9.5 - Marcacion de compartimentos acidicos durante la infecciéon con S.

marcescens

Células CHO-GFP-LC3 fueron cultivadas en placas de 24 pocillos, a 37°C en
atmosfera de CO, al 5% hasta alcanzar 70% de confluencia. Posteriormente, las
células fueron infectadas con S. marcescens salvaje (MOI 20) durante 1 h a 37°C. A
continuacion, las células se lavaron 3 veces con PBS y se incubaron con medio de
cultivo suplementado con 30 ug/ml gentamicina y 3 uM de Lysotracker. Lysotracker es

un compuesto acidotropico fluorescente que permea libremente a la célula eucariota y

64



Materiales y Métodos

fluoresce en compartimentos acidicos. Finalmente a los 240 y 360 min p.i., las células
se fijaron con 3% paraformaldehido por 15 min y las bacterias se detectaron por
inmunofluorescencia indirecta (seccion 9.6). Los porcentajes de colocalizacién se

calcularon en relacion al nUmero de vacuolas total infectadas recontadas.
9.6 - Inmunofluorescencia indirecta y microscopia confocal

Células epiteliales invadidas con S. marcescens fueron fijadas con 500 pl de
3% paraformaldehido durante 15 min y permeabilizadas con 0,1% de Triton X-100.
Subsecuentemente, las células fueron lavadas con PBS e incubadas 1 h con el
anticuerpo primario policlonal anti-Serratia (dilucion 1/500) a temperatura ambiente.
Luego, se realizaron 3 lavados de 10 min cada uno con PBS y las células fueron
incubadas durante 1 hora con anticuerpos secundarios anti-conejo diluidos, 1/150 para
anticuerpo conjugado a Cy3 o 1/300 para anticuerpo conjugado a Alexa Fluor 647. Las
células fueron sometidas a 3 lavados de 10 min cada uno con PBS y montadas con el
reactivo Slow Fade Antifade en glicerol/PBS (Molecular Probes, Invitrogen).
Finalmente, las muestras fueron analizadas en el microscopio confocal Nikon Eclipse
TE-2000-E2 (Nikon, Japén) o en el microscopio confocal Olympus FluoView TM
FV1000 (Olympus, Argentina), utilizando los programas EZ-C1 o FV10-ASW,

respectivamente.

9.7 - Marcaciéon de bacterias citoplasmaticas e intravacuolares mediante

permeabilizacion diferencial de la célula epitelial

Células CHO-GFP-LC3 fueron cultivadas en placas de 24 pocillos, a 37°C en
atmésfera de CO, al 5% hasta alcanzar 70% de confluencia. Posteriormente, las
células fueron infectadas con S. marcescens salvaje (MOl 20) durante 1 h a 37°C. A
continuacion, las células se lavaron 3 veces con PBS y se incubaron con medio de
cultivo suplementado con 30 pg/ml gentamicina. A los 120 y 360 min p.i. la membrana
plasmatica de las células se permeabiliza con 500 pL de digitonina 25 pg/ml durante
60 segundos. Digitonina es un detergente glicésido no-idnico que permeabiliza
selectivamente la membrana plasmatica debido a que la misma posee una mayor
concentracion de colesterol comparada con las membranas intracelulares. Luego, las
células son incubadas durante 30 minutos con anticuerpo anti-Serratia en una dilucion
1/250 en medio a-MEM a 37°C en atmoésfera de CO, al 5%. Posteriormente, las
células se lavan 3 veces con PBS y se fijan con 3% paraformaldehido durante 15

minutos. Para lograr una permeabilizacion total de las membranas de las células
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eucariotas, se utilizé saponina 0,01% durante 10 minutos. Saponina es capaz de
permeabilizar tanto la membrana plasmatica como las membranas intracelulares
(Eckhardt, Gotza, & Gerardy-schahn, 1999, Knodler et al., 2010). Luego, se incuban
las células con anticuerpo secundario conjugado a Alexa 647 durante 1 hora, se
realizan 3 lavados con PBS y se realiza una segunda incubacién con anti-Serratia. Se
realizan lavados con PBS y finalmente, las células se incuban con anticuerpo
secundario conjugado a Cy3. De esta manera, las bacterias presentes en citoplasma
presentan la marca de los 2 fluoréforos, mientras que las bacterias intravacuolares
solo poseen fluorescencia roja. Las células fueron analizadas mediante microscopia

confocal de fluorescencia.
9.8 — Medicién de actividad Lactato Deshidrogenasa (LDH)

Células CHO en cultivo fueron invadidas con S. marcescens silvestre y la cepa
mutante shiB como fue descripto en la seccion 9.1. A los 240 min p.i. se elimind la
gentamicina de la mitad de los pocillos invadidos. A los 360 min p.i se retiraron
alicuotas del sobrenadante de cada uno de los pocillos, y luego las células epiteliales
se lisaron con 500 yl de PBS-Tritdon 0,1%. Se conservaron también alicuotas de este
lisado.

Para determinar el dafo celular, se midi6 la actividad LDH del sobrenadante y
del lisado. Se utilizé un kit comercial (Laboratorios Wiener S.A.) basado en una
reaccion colorimétrica, siguiendo las especificaciones del fabricante. El porcentaje de
citotoxicidad se calculé como:

Citotoxicidad [%] = [LDHsobrenadante / (LDHsobrenadante + LDHlisado)] * 100

Se utilizd como control negativo del ensayo una monocapa de células sin
invadir y como control positivo células invadidas con S. marcescens silvestre, donde

las bacterias extracelulares no fueron eliminadas mediante la accion de gentamicina.
10 — Drosophila melanogaster
10.1 — Cepas de insectos

Las moscas se crecen en el medio convencional corneal-agar a 25 °C. Las
moscas silvestres se denominan A5001, y sobre su entorno génico se realizaron las

mutantes utilizadas en estas series de experimentos. Las mutantes kenny son
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deficientes en la via IMD y por lo tanto son incapaces de disparar esta via del sistema
inmune (Nehme et al., 2007).

10.2 - Infeccion mediante Herida Séptica

Grupos de 20 moscas hembras silvestres son infectadas a través de la puncion
con una aguja previamente embebida en una solucién adecuada de bacterias. Los
cultivos de S. marcescens silvestre o cepas mutantes crecidos durante 16 horas a 37
°C con agitacion constante son diluidos en LB hasta una DOg3, de 0.1. Esto lleva a la
inoculacion de 50-100 bacterias por mosca. Los viales conteniendo las moscas
invadidas se colocan en un incubador a 25 °C y las moscas sobrevivientes se cuentan
cada pocas horas. Cada experimento mostrado es representativo de al menos tres
experimentos independientes realizados por duplicado.

10.3 - Infeccion mediante via oral

Grupos de 20 insectos hembras adultos silvestres o mutantes se utilizaron para
estos experimentos. La solucion de infeccién se prepard a partir de bacterias crecidas
en LB a 37 °C durante la noche. El cultivo es diluido o concentrado, segun sea
necesario, en LB fresco, antes de finalmente diluirlo 10 veces en una solucion de
sacarosa 50 mM para obtener una DOg3, de 1. La solucion de infecciéon (2,5 ml) se
utiliza para embeber los filtros colocados en el fondo de los viales de cultivos antes de
agregar 20 ejemplares. Todos los ensayos de sobrevida fueron realizados a 25 °C y
los insectos fueron alimentados diariamente con 200 pl de una solucion estéril de
sacarosa 100 mM. La sobrevida se monitoredé una vez al dia y los ensayos se
realizaron por duplicado o triplicado segun se indique en cada caso. Las pruebas

estadisticas se realizaron utilizando la prueba de Log Rank dentro del software Prism.
10.4 — Inyeccidén de particulas de latex

69 nL de particulas de latex CML rojas libres de surfactantes (particulas de
poliestireno de 0,30 um de diametro) se inyectan en los insectos receptores para

bloquear la fagocitosis, como se describio previamente (Rutschmann et al., 2002).
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Capitulo I: Caracterizacion de los procesos de invasion y replicacion

de S. marcescens en células epiteliales

INTRODUCCION

Serratia marcescens es patdogeno oportunista responsable de multiples
infecciones. Esta enterobacteria es frecuentemente identificada como agente
responsable de brotes nosocomiales y la incidencia de infecciones de S. marcescens
se ha visto incrementada en los ultimos afios. Sin embargo, el analisis de mecanismos
y factores de virulencia involucrados en la colonizacion, invasion y diseminacion, que
son fundamento de la interaccion bacteria-hospedador a largo plazo, y la identificacién
de nuevos blancos para generar terapéuticas alternativas, han permanecido

relegados.

Actualmente, existen escasos reportes que ahondan los mecanismos de
patogénesis de S. marcescens. Hertle y Schwartz demostraron que S. marcescens es
capaz de invadir diferentes células epiteliales y causar vacuolizacion vy lisis celular en
las mismas (Hertle & Schwarz, 2004). Nehme y colaboradores encontraron que S.
marcescens invade las células epiteliales del intestino medio de Drosophila
malanogaster, al atravesar el intestino para llegar al interior del insecto (Nehme et al.,
2007). En otro trabajo, se ha demostrado que S. marcescens invade Caenorhabditis
elegans y luego de colonizar el intestino del nematodo, la bacteria causa la muerte del
mismo. Ademas un andlisis realizado en C. elegans, D. melanogaster y células
epiteliales en cultivo demostrd la capacidad patogénica de esta bacteria en un amplio

rango de hospedadores (Kurz et al., 2003).

Durante el desarrollo de su tesis doctoral, la Dra. Fedrigo determind que el
aislamiento clinico de Serratia marcescens RM66262 es capaz de sobrevivir y
replicarse de forma exponencial en células CHO. S. marcescens ingresa a la célula
mediante endocitosis, colocaliza con los marcadores Rab7 y LC3, caracteristicos de
autofagosomas y la vacuola que la contiene (“vacuola que contienen a Serratia” o

SeCV) no adquiere caracteristicas degradativas (Fedrigo et al., 2011).

Conociendo estos antecedentes, en este capitulo de la tesis se propone
profundizar la caracterizacion del trafico intracelular que realiza este patdgeno en la
célula hospedadora, como asi también, dilucidar cuales son las estrategias que

despliega para sobrevivir en la célula infectada.
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RESULTADOS

1 - Mecanismo de Invasion y Replicacion de S. marcescens en distintas

lineas celulares

Con el fin de determinar si los mecanismos de invasion y replicacion de S.
marcescens en las células CHO puede reproducirse en otras lineas celulares se
realizaron ensayos de proteccion de gentamicina utilizando las lineas celulares
epiteliales inmortalizadas HelLa (derivadas de cancer cervical humano, (Mestre et al.,
2010)y T24 (linea celular epiteliales de vejiga humana,(Eijan et al., 2003)) y la linea de
fibroblastos MEF (fibroblastos embrionarios murinos, (Mizushima et al., 2001)). Se
infectaron las distintas lineas celulares y luego de 60 min p.i. se suplementd el medio
con gentamicina para eliminar las bacterias extracelulares. Durante estos ensayos se
utilizé una MOI de 2 ya que algunas de las lineas celulares empleadas presentaron
una mayor susceptibilidad a los efectos citotdxicos de S. marcescens cuando se las
exponia a un numero mayor de bacterias. Finalmente, se contaron las UFC a distintos
tiempos (seccion 9.1 de Materiales y Métodos). Como se muestra en los resultados
graficados en la figura 9 A, S. marcescens es capaz de ingresar y replicar dentro de
todas las lineas celulares utilizadas hasta los 240 min p.i., manteniendo un numero
constante de UFC intracelulares hasta los 360 min p.i. Este resultado demuestra que
los fenotipos de invasion hallados con las células CHO no estan restringidos a la

interaccion de S. marcescens con un tipo celular determinado.

Con el objeto de determinar si el disparo de autofagia estaba involucrado en el
mecanismo de invasion de S. marcescens a estas lineas celulares, se realizd una
transfeccion con un plasmido que codifica para la expresion transiente de la proteina
de fusion ERFP-LC3 (seccion 9.3 Materiales y Métodos). Como se describié en la
Introduccién general, LC3 es una proteina asociada a microtubulos considerada el
principal marcador especifico de autofagosomas, dado que durante la maduracién de
estos compartimentos la forma citosdlica de esta proteina (LC3-lI) sufre un
procesamiento proteolitico C-terminal y se conjuga con fosfoetanolamina (LC3-Il)
quedando retenida en las membranas de los autofagosomas nacientes (Kabeya et al.,
2000; Minz, 2009). Por ello, la induccion de un proceso autofagico en células en
cultivo expresando un reportero fluorescente de la proteina LC3 se puede monitorear
mediante una distribuciéon citoplasmica no homogénea, correspondiente a la
interaccion LC3-membranas de los autofagosomas como contrapartida de Ia

presentacion homogénea de reposo celular. Mediante la observacion microscopica del
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patron punteado de LC3 se pudo demostrar que la induccion de la autofagia en
respuesta a S.marcescens no se limita a las células CHO (Figura 9 B).
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Figura 9. S. marcescens es capaz de invadir e inducir autofagia en distintos tipo celulares. A) Se infectaron células CHO,
Hela, MEF Afg5+/+ y T24 con S. marcescens silvestre durante 80 min y las bacterias extracelulares se eliminaron con
gentamicina. A los tiempos indicados, se lavaron las células cen PBS y se lisaron con Tritén X-100 0,05%. Las UFC se
determinaron en placas de LB, los cambios en las UFC se calcularon en relacion a los valores obtenidos a los 120 min p.i. B) Se
transfectaron de manera transiente células HelLa, MEF Atg5**, y T24 con RFP-LC3 (fluorescencia roja) y se invadieron con S.
marcescens/pGFP silvestre (fluorescencia verde) o se dejaron sin invadir (Control). Las células se fijaron a los 180 min p.i. y se
visualizaron mediante microscopia confocal. Barra: 10 ym.
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2 - Caracterizacion del compartimento intracelular que contiene a S.

marcescens

Anteriormente se demostrdé que luego de su ingreso a la célula epitelial una
poblacién mayoritaria de S. marcescens se aloja en un compartimiento intracelular,
SeCV que, tempranamente, recluta marcadores prototipicos del proceso autofagico
(Rab7 y LC3) (Fedrigo et al., 2011). Como se describié en la introduccion general,
durante el proceso de maduracion, las vacuolas autofagicas se fusionan con
compartimentos de la via endo/lisosomal, lo que conlleva a una acidificacion de la
vacuola y a la adquisicién de enzimas hidroliticas con capacidad degradativa (Xie &
Klionsky, 2007). Con el fin de determinar si este es el destino de las SeCV, se
realizaron ensayos de colocalizacion de células CHO-EGFP-LC3 invadidas con S.
marcescens con el marcador acidotropico Lysotracker y con el marcador de
compartimentos degradativos DQ-BSA. Lysotracker es un marcador fluorescente
acidotropico que ingresa por permeabilizacién a la célula eucariota y fluoresce en
lisosomas y autolisosomas (Invitrogen and Molecular Probes., 2007). DQ-BSA es un
compuesto fluorescente constituido por albumina sérica bovina conjugado a un
fluoréforo apagado. Cuando la albumina sérica bovina es degradada por protedlisis, el
fluoréforo se libera de la molécula proteica y fluoresce. Este compuesto ingresa a la
célula por endocitosis mediada por receptor y es resistente a pH acidos y basicos

(Molecular Probes and Invitrogen., 2001).

Con el objeto de evaluar el caracter acidico de los autofagosomas que
contienen a S. marcescens se infectaron células CHO-GFP-LC3 con S. marcescens'y,
luego de 60 min p.i., se incubaron las células con Lysotracker (seccion 9.6 de
Materiales y métodos). Para evaluar el caracter degradativo de estas vacuolas, se
precargaron células CHO-GFP-LC3 con DQ-BSA durante 4 h y luego se infectaron con

S. marcescens (seccion 9.5 de Materiales y métodos).

En la figura 10 se muestran imagenes de células infectadas con S. marcescens
a los 360 min p.i. y en ella se detectan grandes compartimentos decorados con EGFP-
LC3 que contienen a las bacterias intracelulares y no estan marcados con Lysotracker
(Figura 10 C) o con DQ-BSA (Figura 10 D), como asi también, compartimentos
conteniendo a las bacterias que no presentan decoracion con EGFP-LC3 y estan
marcados con Lysotracker (Figura 10 C, flecha) o con DQ-BSA (Figura 10 D, flecha).
No se observan vacuolas que colocalicen con LC3 y Lysotracker (o DQ-BSA)

simultaneamente.
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Figura 10. Las SeCV son mayoritariamente compartimentos no-acidicos y no degradativos. A) Células
CHO-EGFP-LC3 fueron infectadas con S. marcescens silvestre. Luego de 60 min p.i. se incub¢ a las células con
Lysotracker 3 uM para marcar les compartimentos acidicos. Las células se fijaron a los 240 o 360 min p.i. y las
bacterias intracelulares se marcaron con anticuerpos anti-Serratia y anticuerpos secundarios conjugados a Alexa
Fluor 647. El porcentaje de colocalizacion con EGFP-LC3 y/o con Lysotracker se determiné por microscopia de
fluorescencia. Se contaron al menos 300 células infectadas para cada condicién. Se muestra el promedio y desvio
estandar de 2 experimentos independientes, * y ** p<0,001. B) Células CHO-EGFP-LC3 se incubaron durante 4
horas con 10 mg/ml DQ-BSA, vy se invadieron con S. marcescens silvestre. Las células se fijaron a los 240 o 360
min p.i. y las bacterias intracelulares se marcaron con anticuerpos anti-Serratia y anticuerpo secundario
conjugados a Alexa Fluor 647. El porcentaje de colocalizacion con EGFP-LC3 y/o con Lysotracker se determiné
por micrescopia de fluorescencia. Se contaron al menos 300 células infectadas para cada condicion. Se muestra
el promedio y desvio estandar de 2 experimentos independientes, * y ** p<0,001. C) Imagenes representativas de
células CHO-EGFP-LC3 (fluorescencia verde, d) infectadas con S. marcescens (fluorescencia azul, b) incubadas
con Lysotracker (fluorescencia roja, ¢} durante 360 min. La imagen del recuadro (f) muestra una mayor
magnificacion de la imagen remarcada en la imagen fusionada, y muestra una SeCV autofagica no acidica. Las
flechas muestran vesiculas acidicas. Barra: 10 um. D) Imagenes representativas de células CHO-EGFP-LC3
(fluorescencia verde, d), pre-incubadas con DQ-BSA (flurescencia roja, c) e infectadas con S. marcescens
{fluorescencia azul, b) durante 360 min. La imagen del recuadro (f) muestra una mayor magnificacién de la imagen
remarcada en la imagen fusionada, y muestra una SeCV autofégica no degradativa. Las flechas muestran
vesiculas degradativas. Barra: 10 um.
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Cuando se cuantificaron los compartimentos conteniendo S. marcescens
marcados o no marcados con Lysotracker a los 240 min p.i. (Figura 10 A) se pudo
estimar la colocalizaciéon de SeCV con LC3 en un 66.2%. El 60% de las vacuolas
colocaliza con LC3 pero no lo hace con Lysotracker, indicando que son
compartimentos autofagicos no acidicos. Alrededor del 10% de las SeCV se
encuentran marcadas con Lysotracker pero no presentan localizacion con LC3. La
cuantificacion de los compartimentos conteniendo S. marcescens marcados o0 no
marcados con DQ-BSA (Figura 10 B), presenté un estimado de 66,6% de SeCV que
colocalizan con LC3 a los 240 min p.i. El 53,9% de las SeCV estan marcadas con LC3
pero no muestran colocalizacion con DQ-BSA, mientras que el 18,1% de las SeCV

estan marcadas con éste marcador de compartimientos degradativos pero no con LC3.

Una distribucion similar de vesiculas se determiné a los 360 min p.i. (Figura 10
A y 9 B). Estas observaciones permiten inferir que una poblacién mayoritaria de las
bacterias intracelulares estd escapando al sistema acidico y degradativo celular;
mientras que otra poblacién minoritaria es eficazmente degradada por el sistema de
defensa de la célula. Esto indica que S. marcescens es capaz de bloquear o retrasar la
fusion con compartimientos lisosomales que, fisioldgicamente, resultan en la formacion

del autofagosoma destinado a la eliminacion del agente invasor.

Teniendo en cuenta los resultados anteriores, se efectuaron ensayos de
invasion en presencia de Bafilomicina A1 100 nM o NH,Cl 10 mM desde el momento
de la infeccion para bloquear la accion de la H'-ATPasa vacuolar o neutralizar la
acidificacion vacuolar respectivamente (seccion 9.1 de Materiales y Métodos). A
diferencia del resultado esperado, que predeciria un aumento en las UFC
intracelulares debido al bloqueo de la acidificacion de la SeCV, las UFC (Figura11) se
vieron drasticamente disminuidas desde los 120 min p.i. (0,91% y 2,71% para células
tratadas con bafilomicina A1 y NH,Cl versus 8,26% para las células control) y no
tuvieron cambios significativos durante el resto del ensayo al ser comparadas con las

células no tratadas.
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Figura 11. Efecto de la inhibicion o neutralizacion de la acidificacion en la invasion de S. marcescens.
Células CHO-EGFP-LC3 se mantuvieron en a-MEM, fueron tratadas con DMSO 1%, bafilomicina A1 100 nM o
NH4CI 10 mM. Luego fueron invadidas con S. marcescens silvestre y se realizé un ensayo de proteccién de
gentamicina. A los 120, 240 y 360 min p.i. se lisaron las células con Tritén X-100 0,05% y se determinaron las UFC
en placas de LB. El porcentaje de UFC intracelulares se calculé con respecto al indculo inicial.

Posteriormente, se examind la induccion de la autofagia mediante el analisis de
la conversion de la isoforma de LC3-I a la isoforma LC3-Il lipidada y procesada. De
esta manera se comparara el valor del indice LC3-II/LC3-I para las células control,
0,06, con el valor de las células invadidas, 0,44, que es similar al de las células
sometidas a hambreado, 0,44 (Figura 12). Al determinar la conversiéon LC3-l a LC3-lI,
en presencia de los inhibidores en células control se detecté la acumulaciéon de LC3-II
en concordancia con la accion esperada de ambos inhibidores, de bloquear la fusién
del autofagosoma con el lisosoma y prevenir el reciclado de LC3-Il (Figura 12, indice
LC3-II/LC3-l =0,71 para NH,Cl y =0,52 para Bafilomicina comparado con el valor de
0,06 en las células control no tratadas). Sin embargo, cuando se realizé el ensayo de
invasion en presencia de Bafilomicina A1 o NH,CI, los indices LC3-Il/LC3-I fueron

similares a los obtenidos en las células no invadidas.

control invasion
o-MEM  Starv StarvtWn NH,CI  Baf a-MEM o-MEM+Wn Starv  Starv+Wn Baf NH,CI
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Figura 12. Analisis de la conversion LC3-I/LC3-Il. Monocapas de células CHO-GFP-LC3 sujetas al ensayo de
invasién descripto en la figura 3 0 a un pre-tratamiento de 2 hs con medio de hambreado (starv) o con wortmanina
(Wn) fueron resuspendidas en solucién de siembra. Las muestras se separaron mediante SDS-PAGE, se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se revelaron con anticuerpos policlonales anti-GFP (Invasidn,
paneles a la derecha). Las células control no invadidas sujetas a los mismos tratamientos también fueron
analizadas (Control, paneles a la izquierda). Se indica la posicién de las bandas correspondientes a LC3-| y LC3-11.
La carga de preteinas se chequed con respecto al contenido de a-tubulina. La imagen es representativa de tres
experimentos independientes. El indice LC3-1I/LC3-l se calcul6 para el experimento mostrado (II/1).
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En la figura 13 se muestran imagenes de células invadidas o no invadidas con
S. marcescens tratadas con Bafilomicina A1 o NH,CI. El patron punteado de LC3 que
se puede observar en las células no invadidas y tratadas con los inhibidores
demuestra el bloqueo efectivo del reciclado de LC3. Se pueden encontrar unas pocas
SeCV con un bajo nimero de bacterias en las células tratadas e invadidas, lo que se
correlaciona con los reducidos niveles de UFC recuperados. Estos resultados permiten
interpretar los valores similares obtenidos en el indice de conversién de LC3 entre
células invadidas y no invadidas tratadas con los inhibidores. Dado que ambos
compuestos inhiben eventos tempranos en la interaccion de S. marcescens con la
célula hospedadora y la accion de la gentamicina elimina rapidamente las bacterias
extracelulares, se impide el desarrollo de la induccion extracelular de autofagia.

a-MEM Bafilomicina NH,CI

Figura 13. Analisis de la alteracion de la acidificacion vacuolar en la invasién de S. marcescens mediante
microscopia confocal. Células CHO-EGFP-LC3 sometidas a un ensayo de invasién como el descripto en la
figura 9 se visualizaron mediante microscopia confocal. Las imagenes control e invasién muestran células no
invadidas o invadidas con S. marcescens respectivamente, incubadas con a-MEM, a-MEM + Bafilomicina A1 100
nM o a-MEM + NH,CI 10 mM. Las células se fijaron a los 360 min p.i. y las bacterias se detectaron con anticuerpos
anti-Serratia y anticuerpos secundarios conjugados a Cy3. Se muestran imagenes representativas de dos
experimentos independientes, dende se analizaron al menos 300 células por condicion. Barra: 10 ym.

control

invasion

Los resultados anteriores podrian deberse a algun tipo de efecto toxico sobre
las bacterias, que de alguna manera inhibieran su capacidad invasiva y replicativa o
fuera deleterio para las mismas. Sin embargo, no se observaron efectos toxicos sobre
el crecimiento de la bacteria cuando los inhibidores se adicionaron al medio de cultivo
(Figura 14). Dado que los dos procedimientos que se utilizaron para evitar la
acidificacion intravacuolar provocaron una severa disminucién en las UFC recuperadas
desde los tiempos tempranos del proceso de invasion, se podria especular que se
requiere un ambiente con bajo pH para la accion de uno o mas factores bacterianos

involucrados en el mecanismo de internalizacién de Serratia.
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Figura 14. Efecto de los inhibidores de la acidificacién vacuolar sobre el crecimiento de S. marcescens. Un
cultivo de S. marcescens de 16 hs a 37 °C con agitacion se diluyé 1/100 en LB (Control), LB + Wortmaina 100 nM
(Wn 100nM), LB + Bafilomicina A1 (Baf 100 nM) y LB + NH,CI 10 mM (NH,CI 10 mM). Se midi6 la DO600 cada 1
hora durante 15 horas para monitorear el crecimiento. Se muestra el promedio y las desviacion estandar de 3
experimentos independientes.

3 - Caracterizacién del proceso autofagico disparado por S. marcescens

A la luz de los resultados previos y para analizar si la inducciéon del proceso
autofagico es requerido y/o aumenta la eficiencia del proceso infectivo, se realizé el
ensayo de invasion celular habiendo inducido previamente autofagia por hambreado
aminoacidico celular, mediante la incubacion de 2 horas previas a la infecciéon en
medio EBSS, o bien efectuando la invasion en presencia del inhibidor wortmanina
(Wn), mediante una pre-incubacién de 2 horas y el mantenimiento de la accion
inhibidora durante todo el ensayo. Cuando se indujo autofagia por hambreado de las
células no se observé un aumento en las UFC intracelulares comparado con las
células no tratadas a ninguno de los tiempos analizados (Figura 15). Por el otro lado,
cuando se utilizé Wn para bloquear la autofagia, las UFC intracelulares disminuyeron
drasticamente al compararlas con las células no tratadas. La inspeccién microscépica
de las células reveld que cuando se utilizé Wn, los escasos compartimentos
intracelulares que contenian a S. marcescens estaban decorados con LC3 y exhibian
un fenotipo muy similar a las SeCV de las células no tratadas (Figura 16). Estos
resultados indican que el tratamiento con el inhibidor disminuy6 el proceso de invasion
aunque no fue capaz de evitar la induccion del proceso de autofagia disparado por
Serratia ni, en las pocas células invadidas, la formacién de grandes SeCV decoradas
con LC3 v, por lo tanto, no alteraria la replicacion bacteriana intracelular.
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Figura 15. Modulacion del proceso de autofagia durante la invasion de S. marcescens. Células CHO-EGFP-
LC3 se mantuvieron en a-MEM, o se pre-trataron en medio de hambreado (Starv). Se adicioné wortmanina 100 nM
(Wn) 2 hs previo al ensayo de invasion (a-MEM + Wn; o Starv + Wn) 0 60 min p.i. (a-MEM + Whn p.i). Las células
se infectaran con Seratia silvestre siguiendo el precedimiento del ensayo de proteccién con gentamicina. A los
120 o 360 min p.i. las células se lisaron con Tritdn X-100 0,05% vy se determinaron las UFC en placas de LB. Se
muestra el promedio y la desviacién estandar de tres experimentos independientes (nd: no determinado).

a-MEM a-MEM + Wn

69,23+0,2% 17,07 £ 0,03 % 82,93 20,05 %
Starv Starv+ Wn

66,67 0,1 % 21,4320,6 % 78,57 10,6 %

Control a-MEM Control Starv. Control Starv. + Wn

Figura 16. Analisis de la induccion o inhibicién de la autofagia en la invasion de S. marcescens en células
CHO mediante microscopia confocal. Células CHO-EGFP-LC3 sometidas al ensayo de invasién descripto en la
figura 13 fueron visualizadas mediante microscopia confocal. Las bacterias se detectaron con anticuerpos anti-
Serratia y anticuerpos secundarios conjugados a Cy3. En los ensayos donde se utilizé wortmanina, se muestran
imagenes de las SeCV observadas (paneles c y f) y de los campos escasamente invadidos (paneles b y €). Los
paneles inferiores muestran imagenes de células control no invadidas incubadas con a-MEM (panel g), con medio
de hambreado (Control Starv, panel h) y con medio de hambreado + wortmanina (panel i). Barra; 10 um. El
porcentaje de células invadidas con el fenotipo mostrado se indica debajo de cada panel. Se analizaron por lo
menos 200 células para cada condicidn; se muestra el promedio y las desviacidn estandar de dos experimentos

independientes.

77



Resultados — Capitulo |

La Wn suprime la autofagia candnica debido a su actividad inhibitoria sobre la
3-fosfatidilinositol quinasa (PI3K), la cual también esta implicada en otros procesos de
trafico de membrana. Para discriminar si el inhibidor estda de alguna manera
comprometiendo la entrada de S. marcescens a las células CHO, se adiciond Wn
luego de permitir la internalizacién de Serratia (60 min p.i.). En este caso, no se
observaron diferencias en el porcentaje de invasiéon al comparar con las células no

tratadas (Figura 15).

En concordancia con estos resultados, se detectd la banda de LC3-Il en todas
las células invadidas con Serratia sin importar el tratamiento aplicado (Figura 12). Un
menor indice LC3-II/LC3-I se detectd en las calles correspondientes a los tratamientos
con Wn, lo que refleja el menor niumero de SeCV decoradas con LC3 que se
encontraron en estas condiciones. Estos resultados implican que: a) Serratia dispara
un proceso autofagico no canénico que no incluye la participacion de PI3K, y b) la
actividad PI3K es requerida en etapas tempranas de la interacciéon bacteriana con la

célula epitelial, posiblemente en el proceso de internalizacion.

Con el objeto de corroborar estos resultados, se realizaron ensayos de
proteccion de gentamicina en la presencia de 3-metiladenina (3-MA), otro inhibidor del
proceso de autofagia cuyo blanco es PI3K (Gutierrez et al., 2004). Como se puede
observar en la figura 17 A, el nimero de UFC recuperadas, tanto a los 120 como a los
360 min p.i.,, se ve severamente reducido en las células tratadas con el inhibidor al
comparar con las células que no poseen tratamiento. Ademas, al igual que en el caso
de Wn, la inspeccién microscoépica de las células permite observar que el inhibidor 3-
MA no es capaz de inhibir el proceso autofagico disparado por S. marcescens (Figura
17 B).
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Figura 17. Inhibicién del proceso de autofagia durante la invasiéon de S. marcescens. A) Células CHO-EGFP-
LC3 se mantuvieron en a-MEM, o se adicioné 3-metiladenina 10 mM (3-MA) 2 hs previc al ensayo de invasion. Las
células se infectaron con Serratia silvestre siguiendo el procedimiento del ensayo de proteccién con gentamicina.
A los 120 o 360 min p.i. las células se lisaron con Triton X-100 0,05% y se determinaron las UFC en placas de LB.
El porcentaje de UFC intracelulares se calculd con respecto al inéculo inicial. Se muestra el promedio y la
desviacion estandar de dos experimentos independientes. B) Imagenes representativas de células CHO-EGFP-
LC3 sometidas al anterior visualizadas mediante microscopia confocal. Las bacterias se detectaron con
anticuerpos anti-Serratia y anticuerpos secundarios conjugados a Cy3. En los ensayos donde se utilizo 3-
matiladenina, se muestran imagenes de las SeCV observadas (panel c) y de los campos escasamente invadidos
(panel b). Barra: 10 um.

Como se menciond en la introduccién general, Atg5 (del inglés autophagy
related factor 5) es esencial para las etapas tempranas del proceso candnico de
formacion del autofagosoma, anterior al reclutamiento de LC3 (Xie &Klionsky, 2007).
Con el objeto de seguir explorando la cascada autofagica activada por S. marcescens,
se realizaron ensayos de invasion en dos lineas de células fibroblasticas de tejido
embrionario de raton. En estos ensayos se determind la proliferacion intracelular de la
bacteria en células MEF salvajes (Atg5™") y MEF Atg5‘- (seccién 9.1 de Materiales y
Métodos). En la figura 18 A se observa el disparo de autofagia en las células MEF
Atg5 ** invadidas con Serratia, mientras que no se observa el fenotipo punteado en las
células MEF Atg5 . Ademas, como se muestra en la figura 18 B, mientras que en las

+/+

células Atg5 ™" la poblacion intracelular de bacterias aumenta significativamente entre
los 120 y 360 min p.i., no se observan cambios en las UFC recuperadas de las células
MEF Atg5‘- en el mismo lapso de tiempo, lo que podria indicar que Serratia no es
capaz de encontrar un nicho adecuado para su replicacién dentro de las células MEF
Atg5”. Ademas, dado que a los 120 min p.i., el nimero de UFC recuperadas de la
linea celular salvaje es 4 veces mayor en comparacién con las células MEF Atg5”,

Atg5 estaria involucrado en la eficiente internalizacion de Serratia. Estos resultados
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indicarian que Atg5, pero no PI3K estaria involucrado en la ruta autofagica disparada
por S. marcescens y sugieren la necesidad de la induccion de una via autofagica no-

candnica para el desarrollo del proceso de invasion en células epiteliales.

A Control S. marcescens
DIC RFP-LC3 DIC RFP-LC3

MEF Atg5**

MEF Atg5"-

m MEF wt

u MEF Atg5

Indice de cambio de UFC
(9% )
o

180 240 360
Tiempo p.i. (min)

Figura 18. El proceso autofagico disparado por S. marcescens requiere Atg5s. A) Células MEF Atg5** y MEF
Atg5” se transfectaron de manera transiente con RFP-LC3 (fluorescencia roja) y se invadieron con S.
marcescens/pGFP silvestre (fluorescencia verde) o se dejaron sin invadir (Control). Las células se fijaron a los 180
min p.i. y se visualizaron mediante microscopia confocal. Barra: 10 ym. B) Células MEF Atg5** y MEF Atg5* se
infectaron con S. marcescens silvestre durante 60 min. Luego, se eliminaron las bacterias extracelulares con
gentamicina. A los tiempos indicados, las células se lavaron con PBS y se lisaron con Triton X-100 0,05%. Se
determinaron las UFC en placas de LB agar. El indice de cambio se calculd en relacion a las UFC recuperadas de
las células MEF Atg5** a los 120 min p.i. Se muestra el promedio y la desviacion estandar de tres experimentos
independientes.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el primer Capitulo de esta Tesis permiten formular

las siguientes conclusiones:

. S. marcescens es capaz de invadir y multiplicarse en células epiteliales
(células HelLa y T24) y fibroblastos (células MEF), y es capaz de disparar el proceso
autofagico en estos tipos celulares sugiriendo, que es un proceso comun inducido por
S. marcescens en las distintas células hospedadoras.

. S. marcescens dispara un proceso autofagico no canoénico que incluye
la participacion de Atg5 pero no de PI3K. La actividad PI3K y de Atg5 son requeridos
en etapas tempranas de la interaccion bacteriana con la célula epitelial, posiblemente
en el proceso de internalizacién.

. S. marcescens es capaz de evitar o retrasar la fusion de las SeCV con
los lisosomas, manipulando el trafico vesicular normal de la célula y evitando de esta
manera su eliminacion de la célula invadida.

. Dado que el uso de inhibidores especificos de la acidificacion
intravacuolar provocaron una severa disminucion en las UFC recuperadas desde los
tiempos tempranos de la invasidon se puede especular que se requiere un ambiente
con bajo pH para la accion de uno o mas factores bacterianos involucrado en el
mecanismo de internalizacion o los procesos tempranos de la invasion de S.

marcescens.
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Capitulo Il: Caracterizaciéon de la hemolisina ShiA

INTRODUCCION

Como se describiod en la introduccion general, uno de los factores de virulencia
mejor estudiado de Serratia marcescens es la hemolisina ShlA. ShlA es sintetizada
como un precursor inactivo de 165 kDa que contiene un péptido sefal tipico en el
extremo N-terminal. Luego de ser translocada a través de la membrana citoplasmatica
en un proceso Sec-dependiente, ShIA no hemolitica se encuentra en el perisplama sin
péptido sefial. La proteina ShiB (65 kDa), localizada en la membrana externa, es la
responsable del transporte desde el periplasma al medio externo y la conversién a la
forma hemolitica activa (Hertle, 2000). ShlA causa hemdlisis de eritrocitos animales y
humanos y la liberacién de mediadores inflamatorios como histamina y leucotrienos de
leucocitos (Hertle, 2000). Estudios previos demostraron el aumento en Ia
patogenicidad de la cepa de Escherichia coli 536/21 que expresa los genes de la
hemolisina. En un modelo de raton, esta cepa mostré6 5 veces mayor colonizacion
renal que la cepa control que no expresa estos genes (Marre et al., 1989). Hertle y
Schwarz demostraron que la invasion de células epiteliales pero no el proceso de
adherencia se veia dramaticamente reducido en una cepa mutante de S. marcescens
incapaz de expresar la hemolisina ShlA (Hertle & Schwarz, 2004). Ademas, la
hemolisina demostrd ser citotdxica para células epiteliales en cultivo y una cepa
mutante insercional en shiBA perdié su capacidad patogénica en un modelo de
Caenorhabditis elegans (Hertle et al., 1999).

Durante su tesis doctoral, la Dra. Griselda Fedrigo determind que la hemolisina
ShlA de S. marcescens, expresada heterélogamente en E. coli W3110, es un factor
capaz de inducir el proceso de autofagia en las células CHO desde el espacio
extracelular (Fedrigo, 2010).

RESULTADOS
1 - Rol de la hemolisina en la Autofagia

Con el fin de confirmar el rol de la hemolisina ShIA en el disparo de autofagia y
determinar si es el factor determinante de este proceso, se construyd una cepa
mutante de S. marcescens en la cual se interrumpid el gen shiB, impidiendo la
activacion y secrecion de la hemolisina ShlA (seccion 5.1 de Materiales y Métodos). En

la figura 19 se pueden observar imagenes representativas de un ensayo de invasion
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realizado en las células CHO-EGFP-LC3 con la cepa mutante shiB. En este ensayo, a
los 60 min p.i., la mitad de los pocillos se trata con gentamicina (Figura 19 B) para
eliminar las bacterias extracelulares y observar el efecto causado desde el espacio
intracelular, mientras que la otra mitad se deja sin tratamiento (Figura 19 A). En la
figura 19 A, en el caso de la cepa mutante shiB (panel f, células no tratadas), no se
detecta el puntillado de LC3 caracteristico que se observa en el desafio efectuado con
la cepa silvestre de S. marcescens (panel b, células no tratadas). El puntillado de LC3
se encuentra solamente en un area restringida rodeando a la bacteria, mientas que se
observé una distribuciéon homogénea de LC3 en el resto del citoplasma. El fenotipo
autofagico inducido por la cepa silvestre se recuperd en la cepa mutante cuando ésta
se complementa en trans con el operon shIBA. En la figura 19 B puede observarse que
el proceso autofagico disparado extracelularmente por S. marcescens salvaje se
pierde al eliminar las bacterias metabdlicamente activas mediante la accién de
gentamicina. En estas células, sin embargo, se puede observar el reclutamiento de

LC3 ala SeCV en las células invadidas.

Para cuantificar el proceso autofagico disparado por la cepa mutante shiB se
realizaron ensayos de colocalizacion en la linea de células CHO que expresa de
manera estable la proteina LC3 fusionada a GFP. En uno de los experimentos, cuyos
resultados se grafican en la figura 20 A, la mitad de las células invadidas se lavan con
PBS y se incuban con medio suplementado con gentamicina 30 yg/ml, mientras que el
resto de las células se mantiene sin tratamiento. A los 180 min p.i. las muestras se
fijan con paraformaldehido. En otro de los experimentos de colocalizacion, (cuyos
resultados se grafican en la figura 20 B) todos los pocillos se lavan con PBS a los 60
min p.i. y se incuban con medio completo suplementado con gentamicina. A los
tiempos indicados, las células se lavan con PBS y se fijan. En todos los experimentos,
las bacterias son marcadas con un anticuerpo primario anti-Serratia y un anticuerpo

secundario conjugado al fluoréforo rojo Cy3.
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Figura 19. Analisis del proceso autofagico disparado por la cepa mutante sh/B. Se infectaron células CHO-
EGFP-LC3 con S. marcescens silvestre (paneles ¢ y d), S. marcescens shiB (paneles e y f) o S. marcescens
ShiB/HpBBshIBA (paneles g y h) y se fijaron A) a los 180 min p.i. ¢ B) fueron tratadas con gentamicina a 1os 60 min
p.i. y fijadas a los 180 min p.i. Se muestra como control células no infectadas (paneles a y b). Las células fueron
visualizadas mediante microscopia confocal. Barras: 10 pm.

La cuantificacién del proceso autofagico corrobord la incapacidad de la cepa
shiB de disparar el proceso autofagico desde el medio extracelular (Figura 20 A:
comparar 85% de células autofagicas con la cepa salvaje vs 11% con la cepa mutante,
en el ensayo de invasion sin antibiético). Sin embargo, cuando se efectud la
cuantificacion en el tiempo de la presencia de vacuolas autofagicas, se observé que la
cepa mutante en la hemolisina posee una vacuola con un patron de adquisicion del
marcador LC3 muy similar al de la cepa salvaje, aunque el reclutamiento de dicho
marcador se ve retrasado (Figura 20 B comparar las barras silvestre versus shiB, 120
min). Esto podria deberse a la incapacidad que posee esta cepa de gatillar el proceso
autofagico desde el espacio extracelular. Estos resultados, en conjunto con las
observaciones realizadas con anterioridad por la Dra. Fedrigo, demuestran que la
expresion de ShlA es responsable del fenotipo autofagico inducido por S. marcescens
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desde el espacio extracelular, y no estaria involucrada en el reclutamiento de LC3 a la
SeCV.
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Figura 20. Cuantificacion de la distribucion de vacuolas que contienen a S. marcescens (SeCV) que
colocalizan con el marcador autofagico LC3. Se infectaron células CHO-EGFP-LC3 con S. marcescens
silvestre o S. marcescens shiB, A) la mitad de las células se trataron con gentamicina (Gm) y la otra mitad se dejo
sin tratamiento (-). Las células se fijaron a les 180 min p.i. B) Todas las células fueron tratadas con gentamicina
alos 60 min p.i. y las muestras fueron fijadas a los 120, 240 y 360 min p.i. Se analizaraon al menos 300 células para
cada condicion. Se muestra el promedio y desvio estandar de dos experimentos independientes, realizados por
triplicado.

2 - ShlA estaria involucrada en procesos tardios de la invasion

Con el fin de caracterizar el proceso de invasion y replicacion de la cepa shiB,
se realizaron ensayos de proteccion a la gentamicina en la linea epitelial CHO y en la
linea celular derivada de vejiga T24. Las UFC intracelulares recontadas hasta los 240
min p.i. no presentan diferencias entre ambas cepas de S. marcescens en las dos
lineas celulares estudiadas (Figura 21), lo que podria estar indicando que no existen
diferencias en el proceso de internalizacion de S. marcescens salvaje y shiB. Sin
embargo, a los 360 min p.i. la cepa mutante presenta un valor de UFC intracelulares
por lo menos 2 veces mayor que la cepa salvaje en ambas lineas celulares, diferencia

que se hace mas notable a los 480 min p.i. en la linea epitelial CHO (Figura 21 B).
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Este resultado difiere del reportado por Hertle y Schwarz, quienes mostraron que la
invasion de células epiteliales se veia dramaticamente reducida en una cepa mutante

de S. marcescens incapaz de expresar ShlA (Hertle & Schwarz, 2004).
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Figura 21. Curvas de invasion y replicacién de la cepa mutante shiB. Se infectaron células A) CHO y B) T24
con S. marcescens salvaje y S. marcescens shiB durante 60 min y las bacterias extracelulares se eliminaron con
gentamicina. A los tiempos indicados, se lavaron las células con PBS y se lisaron con Triton X-100 0,05%. Las

UFC se determinaron en placas de LB. Se muestran los valores de UFC relativos a los valores obtenidos a los 120
min p.i para la cepa silvestre, de tres experimentos independientes.

Debido a que la hemolisina es una toxina formadora de poros, y en otras
bacterias como Shigella flexneri y Listeria monocytogenes (Kayal & Charbit, 2006;
Picking et al., 2005) se ha descrito que toxinas citoliticas son cruciales para lisar o
danar la vacuola que contiene a las bacterias y escapar de la misma, se decidié
comprobar si el aumento observado en las UFC intracelulares a los 360 min p.i. de la
cepa mutante (Figura 21), podria deberse a la incapacidad de esta cepa de
danar/afectar la vacuola que la contiene y de diseminarse al medio extracelular. Para
esto, se realizd un ensayo de invasion en el cual la gentamicina fue eliminada del
medio a los 180 min p.i., y a los 240 y 360 min p.i. se recontaron las UFC del
sobrenadante de cada pocillo invadido, asi como de las bacterias intracelulares de

cada condicion.

86



Resultados — Capitulo 11

En la figura 22 se muestra la cuantificacion de las bacterias intracelulares (A) y
de las presentes en el sobrenadante a los 240 min p.i (B) y a los 360 min p.i. (C) para
cada una de las cepas estudiadas, en presencia o ausencia de gentamicina. El
numero de UFC intracelulares no presentd diferencias al eliminar la gentamicina del
medio extracelular (comparar en la figura 22 A las barras en presencia y ausencia de
Gm, barras oscuras para la cepa silvestre y claras para la cepa mutante). La
cuantificacion de bacterias extracelulares mostré un valor 2,5 y 15 veces mayor para la
cepa salvaje en ausencia de gentamicina (figura 22 B y C, barras oscuras con y sin
gentamicina) a los 240 y 360 min p.i respectivamente, en relacién a los valores
obtenidos en presencia del antibidtico. Por el contrario, el nimero de bacterias
extracelulares se mantuvo sin modificaciones para la cepa mutante, en presencia o
ausencia de gentamicina a todos los tiempos estudiados. Este resultado muestra que,
a diferencia de la cepa mutante shiB, la cepa salvaje posee capacidad de egresar de
la célula invadida, lo que concuerda con la hipotesis de que ShiA estaria involucrada
en la salida de las bacterias de la célula eucariota y en la diseminacion de S.

marcescens al medio extracelular.
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Figura 22. Determinacion de la salida de S. marcescens de la célula eucariota. Se infectaron células CHO con
S. marcescens silvestre © 8. marcescens shiB durante 60 min y las bacterias extracelulares se eliminaron con
gentamicina. A los 180 min p.i. se elimin la gentamicina del medio de cultivo y a los 240 y 360 min p.i. se
recuperé el sobrenadante y las células se lisaron con Tritén X-100 0,05%. Las UFC de las bacterias intracelulares
{A) y de las bacterias presentes en el sobrenadante a los 240 min p.i (B) y a los 360 min p.i. (C) se determinaron
en placas de LB. El indice de cambio de UFC se determiné en relacién al valor obtenido para las bacterias de la

cepa salvaje en presencia de gentamicina. Se muestra el promedio y desvio estandar de tres experimentos
independientes

3 - Caracterizacion del proceso de salida de la célula eucariota

Para determinar si el proceso de escape de las bacterias desde la SeCV en la
célula eucariota y hacia el medio extracelular requiere el pasaje de las bacterias por el
citoplasma de las células que las contienen, se realizé un ensayo de invasion seguido

de la permeabilizacion diferencial de la célula eucariota. En este ensayo se aprovecha
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la capacidad selectiva de dos detergentes para permeabilizar las membranas
celulares: digitonina y saponina. Digitonina es un detergente glicésido no-i6nico que
permeabiliza selectivamente la membrana plasmatica debido a que la misma posee
una mayor concentracién de colesterol comparada con las membranas intracelulares.
Digitonina permeabiliza de manera reversible la membrana plasmatica al formar
complejos con el colesterol. Saponina es capaz de permeabilizar tanto la membrana
plasmatica como las membranas intracelulares (Eckhardt et al., 1999; Knodler et al.,
2010).

En la figura 23 se puede observar que, del total de bacterias que estan
invadiendo las células CHO, el porcentaje de bacterias que se encuentran en el
citoplasma de las mismas es menor al 30% a todos los tiempos estudiados, e incluso
mucho menor a tiempos tardios en la invasion, tiempo al cual se evidencio la salida de
las bacterias al medio extracelular. Ademas, no se pudo observar una diferencia entre
la cepa salvaje y la cepa mutante en hemolisina a ninguno de los tiempos estudiados.
Esto sugiere que el proceso de escape desde las SeCV no involucraria un pasaje a

través del citoplasma de la célula invadida.
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Figura 23. Cuantificacion de la distribucion porcentual de S. marcescens silvestre y mutante sh/B que se
encuentran en el citoplasma de células CHO. Células CHO fueron invadidas con S.marcescens silvestre y S.
marcescens shiB durante 60 min y luege, las bacterias extracelulares se eliminaron con gentamicina. A los
tiempos indicados las células se trataron con digitonina y anticuerpo anti-Serratia. Las células se fijaron, se
trataron con anticuerpo secundario conjugado a Alexa Fluor 647 y se permeabilizaron con Saponina. Las
bacterias intravacuolares se marcaron con anticuerpo anti-Serratia y anticuerpo secundario conjugado a Cy3. Se
analizaron al menos 300 células de cada condicién mediante microscopia confocal. Se muestra el promedio y
desvio estandar de tres experimentos independientes realizados por duplicado.

Las galectinas son pequefias proteinas solubles que son sintetizadas sin un
péptido sefal por la célula eucariota. Sin embargo, pueden estar dirigidas al nucleo,
ser parte de vesiculas intracelulares o ser secretadas mediante una via no-candnica
(no-RE-Golgi). Se ha reportado un sorprendente nimero de posibles funciones para
esta familia de proteinas, las que incluyen actividades nucleares, citosdlicas,
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intravesiculares y extracelulares. Los miembros de la familia de las galectinas se
caracterizan por poseer un dominio de reconocimiento de carbohidratos altamente
conservado y una gran afinidad por los B-galactdsidos (Rabinovich & Gruppi, 2005).
Dado que los glicoconjugados que contienen B-galactésidos no se encuentran en el
citosol o el nucleo, sino que lo hacen en la cara luminal de la membrana vesicular, en
la superficie celular y en el medio extracelular, las galectinas necesitan cruzar una
membrana (secrecion no-candnica) para llegar a ellos. Se ha sugerido que la
subsiguiente interaccion y unién de las galectinas a los glicoconjugados que contienen
B-galactésidos puede determinar: a) su localizacion a sitios especificos de la
membrana plasmatica, b) el tiempo de residencia de un receptor especifico en la
superficie celular, o c¢) la activacion de vias de sefalizacion extracelular
transmembrana que modulan la activacion celular, la diferenciacion y la sobrevida (Paz
et al., 2010).

Se ha sugerido también, que las galectinas son moléculas del tipo
citoquinas/quimoquinas y poseen un importante rol en la respuesta inflamatoria (Paz et
al., 2010).

Las funciones mejor caracterizadas de las galectinas tienen lugar fuera de la
célula, donde se unen a glicanos, y esta union es una sefal que modula el
comportamiento celular. Sin embargo, el hecho de que haya galectinas en el citosol,
que en condiciones fisiolégicas no posee carbohidratos complejos, y que los glicanos
se encuentran localizados en la cara luminal de las vacuolas celulares, hace de las
galectinas moléculas utiles para monitorear la integridad vacuolar, ya que solo pueden
acceder a los B-galactosidos cuando las vacuolas estan dafiadas. Galectina 3 (también
conocida como LGALS3) es reclutada en vesiculas dafiadas que contienen bacterias,
sin embargo, se desconocen las consecuencias funcionales de este reclutamiento.
Galectina 8 monitorea la integridad endosomal y lisosomal y detecta la invasion
bacteriana al unirse a glicanos que son expuestos en las vesiculas dafiadas que
contienen a Salmonella en las células del organismo hospedador. Debido que,
galectina 8 también detecta el dafo estéril realizado a endosomas y lisosomas, al igual
que la invasion de Listeria o Shigella, se ha sugerido que galectina 8 puede ser un
detector versatil para aquellos patégenos que dafnan vesiculas (Thurston & Wandel,
2012).

Dado que la bibliografia reciente ha demostrado que galectina 8 es un eficaz

marcador del dafio vacuolar tanto estérii como ocasionado por patégenos
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intracelulares y que a tiempos tardios de infeccion se detectd el egreso de S.
marcescens de las células invadidas, se realizaron ensayos de localizacién de
galectina 8 en células CHO invadidas con S. marcescens salvaje y shiB. Para esto, se
transfectd de manera transiente a las células CHO con un plasmido que codifica para
galectina 8 fusionada a la proteina fluorescente YFP (del inglés yellow fluorescent
protein). 24 horas después de la transfeccion se procedié a invadir las células y a los
120 y 360 min p.i. se realizé la fijacion de las mismas. Las bacterias fueron marcadas
con un anticuerpo anti-Serratia y un anticuerpo secundario conjugado al fluoréforo
Cy3.

En la figura 24 se muestran imagenes representativas de la localizacion de
galectina 8 realizadas en células invadidas con la cepa silvestre (Figura 24 B, A), con
la cepa mutante shiB (Figura 24 B, B) y células sin invadir (Figura 24 B, C). Se puede
observar el reclutamiento de galectina 8 en la vacuola que contiene a la cepa silvestre,
y la ausencia de la misma en la vacuola que contiene a la cepa mutante en la
hemolisina. La cuantificacion de este experimento (Figura 24 A) demuestra que a los
360 min p.i. mas del 60 % de las SeCV reclutan galectina 8 y que este proceso es
dependiente de la presencia de la hemolisina. Esto estaria sugiriendo que S.
marcescens utiliza la hemolisina ShlA para dafar su vacuola, y esto favoreceria un

proceso de escape de la misma hacia el espacio extracelular.

De una manera similar al ensayo descripto anteriormente, se estudio la
colocalizacion de galectina 3 con las vacuolas de S. marcescens silvestre y shiB. Sin
embargo, no se detectd reclutamiento de galectina 3 a la SeCV de ninguna de las
cepas estudiadas a ninguno de los tiempos analizados. Esto implicaria que galectina 3

no estaria siendo reclutada a la vacuola dafiada de Serratia.
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Figura 24. Colocalizacién con el marcador de dafic vacuolar Galectina 8. A) Células CHO se transfectaron de
manera transiente con galectina 8-YFP y se invadieron con S. marcescens silvestre o con S. marcescens shiB.
Las celulas se fijaron a los tiempos indicados y las bacterias se marcaron con anticuerpos anti-Serratia y
anticuerpo secundario conjugado a Cy3. Se analizaron al menos 300 células para cada condicién y se muestra el
promedio y desvio estandar de dos experimentos independientes realizados por triplicado. B) Imagenes
representativas de microscopia confocal de células CHC transfectadas con galectina 8- YFP (fluorescencia verde
invadidas durante 360 min con A) S. marcescens silvestre (fluorescencia roja), B) S. marcescens shiB
(fluorescencia roja) o C) sin invadir. Barra: 10 um.

Se ha descripto que S. marcescens y la hemolisina ShIA producen citotoxicidad
desde el medio externo en distintas lineas celulares (Hertle & Schwarz, 2004). Durante
el proceso de salida y diseminacion, S. marcescens podria estar ejerciendo un efecto
citotoxico desde el interior celular provocando dafios o la lisis de la célula eucariota.
Alternativamente, las bacterias podrian estar saliendo por un proceso controlado que

no produciria dafio en la célula o su membrana. La medida de la actividad de Lactato
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Deshidrogenasa (LDH) es un ensayo de citotoxicidad de amplio espectro. Esta enzima
esta presente normalmente en el citoplasma de las células eucariotas vivas y la
muerte celular o los agentes exdégenos o endégenos que dafan la membrana celular
provocan la liberacion de la misma, que por lo tanto se convierte en un reportero util
para monitorear el dafio celular (Galluzzi et al., 2009). El incremento en la actividad
LDH en el sobrenadante del cultivo es proporcional al nimero de células dafadas o
permeabilizadas. Teniendo esto en cuenta, se midid6 la actividad LDH en los
sobrenadantes y lisados totales de células CHO sometidas al ensayo de invasion

descripto en la figura 22 (seccién 9.9 de Materiales y Métodos).

En la figura 25 se muestra que no hay diferencias en el porcentaje de
citotoxicidad que presentan las células invadidas o no invadidas (control -), ni en la
invasion con las dos cepas estudias en presencia o ausencia de gentamicina. Estos
resultados implicarian que ni la invasién ni el proceso de salida de S. marcescens
producen la permeabilizacion de la membrana plasmética de la célula eucariota ni un

efecto citotdxico sobre la misma.
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Figura 25. Citotoxicidad mediada por S. marcescens en células CHO. Se midié la actividad de LDH en los
lisados totales y sobrenadantes de células CHO sometidas a un ensayo de invasiéon como el descripto en |a figura
22, a los 360 min p.i. El % de citotoxicidad se calculd como la actividad enzimatica del sobrenadante sobre la
actividad total. Se muestra el promedio y desvio estandar de dos experimentos independientes realizados por
duplicado.

4 - Caracterizacion del modelo de invasion de la mutante

Como se mostréd en el capitulo I, la presencia de Bafilomicina A1 o NH4CI
provoca una severa disminucion en las UFC recuperadas de la cepa salvaje desde los
tiempos tempranos de la invasion (Fedrigo et al., 2011). Esto permitiria especular que
se requiere un ambiente con bajo pH para la accién de un factor bacteriano

involucrado en los procesos tempranos de interaccion bacteria-hospedador,
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probablemente ligado a la internalizacion de S. marcescens. Para determinar si este
efecto también se observa en la cepa mutante shiB, se realizaron ensayos de

proteccion de gentamicina en presencia de Bafilomicina A1 y NH,CI.

Como puede observarse en la figura 26, también se cuantific6 una fuerte
disminucién en las UFC recuperadas de la cepa mutante en todos los tiempos
ensayados, en presencia de Bafilomicina A1 o de NH,ClI. Esto permitiria especular que
el factor bacteriano que requeriria de un ambiente acidico para mediar los procesos
tempranos en la interaccién de S. marcescens con la célula hospedadora, no seria la
hemolisina. Este resultado, junto al hecho que a tiempos tempranos de la infeccion las
UFC recuperadas para la cepa salvaje y mutante son similares (Figura 21), indicaria
que ambas cepas ingresan por un mecanismo comun, lo que sugeriria que ShIA no
seria esencial para este proceso. Sin embargo es necesario caracterizar los procesos
tempranos de invasion de ambas cepas y la vacuola que contiene a shiB para poder

confirmar esta conclusion.
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Figura 26. Efecto de la inhibicidn o neutralizacion de la acidificacion en la invasion de S. marcescens shiB.
Células CHO que se mantuvieron en a-MEM, fueron tratadas con Bafilomicina A1 100 nM o NH,CI 10 mM, se
invadieron con S. marcescens silvestre o S. marcescens shiB. A los 60 min p.i. se eliminaron las bacterias
extracelulares con gentamicina, y a los tiempos indicados se lisaron las células con Triton X-100 0,05% y se
determinaron las UFC en placas de LB. El indice de cambio se calculé con respecto al valor obtenido a los 120
min p.i para las células sin tratamiento invadidas con la cepa silvestre. Se muestra el promedio y desvic estandar
de tres experimentos independientes.

5 - Localizacion de la hemolisina ShlA

Con el fin de determinar la localizacion de la hemolisina se realizaron
inmunodetecciones de la misma en distintas fracciones del cultivo bacteriano. Cultivos
de 16 horas crecidos en medio LB a 30 °C sin agitacion, se centrifugaron y el
sedimento se resuspendid en buffer de siembra, como se describe en la seccién 6.2
de materiales y métodos (Extracto Total). El sobrenadante de dicho cultivo se filtro y

las proteinas fueron precipitadas con TCA 12 % y resuspendidas en buffer de siembra
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(Sobrenadante, secciéon 6.1 de Materiales y Métodos). A su vez, se separaron
fracciones soluble e insoluble a partir de las células bacterianas de este cultivo: las
fracciones solubles e insolubles se prepararon a partir del sedimento de bacterias. El
mismo se resuspendié en 10 mM Tris pH 8 y se sometié a sonicacion con el fin de
fraccionar las células bacterianas. Las dos fracciones (soluble e insoluble) se
separaron mediante centrifugacion, en la que el sobrenadante consiste en la fraccion

soluble y el sedimento de la sonicacién es la fraccion insoluble del cultivo bacteriano

(seccion 6.2 de Materiales y Métodos). Todas estas fracciones fueron resueltas
mediante SDS-PAGE, y posterior inmunodeteccion utilizando los anticuerpos anti-
ShiA.

En la figura 27 se muestran imagenes representativas de las
inmunodetecciones realizadas. En la figura 27 A se puede observar la banda
perteneciente a ShlA en las muestras de sobrenadantes de cultivos de las cepas
silvestre y shiB/pshIBA, pero no asi en la muestra de la cepa mutante sh/B. No se
detect6é banda inmunoreactiva en el peso molecular esperado en los extractos totales
de las diferentes cepas bacterianas. En la figura 27 B se puede observar la banda
correspondiente a ShlA en la fraccion insoluble de la célula bacteriana, tanto de la
muestra silvestre como de la muestra de la cepa shiB/pshiBA. Cabe destacar que se
observa una senal de mayor intensidad para las muestras de la cepa mutante
complementada respecto de la cepa silvestre. Esto podria deberse a que la
complementacion a través de un vector plasmidico produce sobreexpresion de
hemolisina, como se pudo determinar a través de la medicion de la actividad
hemolitica (Figura 28 A), donde la cepa shiB/pshIBA posee 6 veces mas actividad
hemolitica que S. marcescens silvestre. En las muestras pertenecientes a la cepa
silvestre y a la cepa mutante complementada se puede observar la banda
correspondiente a ShlA en la fraccion insoluble celular y en el sobrenadante del
cultivo. Esta localizacién se corresponde con la bibliografia existente que describe a la
hemolisina como una proteina no estructural de membrana externa, cuyo anclaje a la
misma es dependiente de fosfoetanolamina y que a su vez es parcialmente secretada

al medio extracelular (Schiebel et al., 1989).

En las muestras pertenecientes a la mutante shiB se puede observar la banda
perteneciente a la hemolisina solo en la fraccion soluble de las bacterias (Figura 27 B).
Este resultado coincide con la bibliografia, donde se determiné que la ausencia de la
proteina ShiB impide la correcta translocacion y activacion de la hemolisina a través de

la membrana externa y su acumulacién en el periplasma de la bacteria (Ondraczek et
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al.,, 1992; Poole et al., 1988; Pramanik et al., 2013). Sin embargo, dado que la
localizacion de la insercion de pKNOCK en s/hB deberia impedir la transcripcion de
todo el operdn, la deteccion de hemolisina en la fraccion soluble implicaria que el
operoén tiene un promotor interno que no fue interrumpido por la mutaciéon o que algun
promotor perteneciente a la insercién del plasmido pKNOCK:shIB (seccién 5.1 de
Materiales y Métodos) permite la transcripcién y consiguiente traduccion de la
hemolisina ShlA. No obstante existen numerosos reporte en la bibliografia que indican
que la activacion de la hemolisina requiere de ShiB funcional (Hertle, 2000; Pramanik
et al., 2013).

A Extracto Total Sobrenadantes

shiBi shiB/
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Figura 27. Inmunodeteccion de hemolisina ShlA. Extractos proteicos totales, sobrenadantes de cultivos (SN),
fracciones solubles (F. Soluble) e insolubles (F. Insoluble) de las cepas S. marcescens salvaje, shiB y
shiB/pshiBA, se analizaron por SDS-PAGE vy, posteriormente, se transfiieron a una membrana de
nitrocelulosa. La inmunodeteccion se realizé con anticuerpo primario anti-hemolisina y un anticuerpo secundario

conjugado a (A) fosfatasa alcalina o (B) a peroxidasa de rabanito. A la izquierda de la imagen se especifica la
masa molecular de las bandas reveladas.

Para corroborar la presencia de hemolisina en las distintas fracciones se midié
la actividad hemolitica frente a una suspension fresca de eritrocitos (secciéon 7 de
Materiales y Métodos). La figura 28 B muestra que las unicas fracciones que
presentan actividad hemolitica son las que corresponden a las bacterias crecidas en
cultivo 16 horas y la fraccion celular insoluble. Cabe aclarar que el sobrenadante que
se utiliza en la inmunodeteccion posee un incremento de 5 veces en la cantidad de
muestra respecto de la utilizada para la determinacién de la actividad hemolitica, por lo
que la ausencia de deteccién de actividad en el sobrenadante de cultivo se podria
deber a la falta de sensibilidad del método y no necesariamente a que la proteina
presente en el sobrenadante sea inactiva. Sin embargo, en la bibliografia se ha

descritpto que la vida media de la actividad hemolitica de ShlA liberada en el medio de
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cultivo es de 2,5 min y que los sobrenadantes de cultivo no poseen actividad
hemolitica (Hertle, 2000; Walker et al., 2004).
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Figura 28. Determinacién de la Actividad Hemolitica de S. marcescens. (A) Cultivos de S. marcesces silvestre,
shiB, shiBlpshiBA o (B) cultivos, sobrenadantes de cultivos (SN), fracciones solubles (F. Sol.) e insolubles (F. Ins.)
de un cultivo de 16 hs a 30 °C sin agitacién de S. marcescens salvaje se mezclo con igual volumen de eritrocitos
resuspendidos en PBS. Luego de 1 hora de incubacion a 30 °C, las muestras se centrifugaron y se cuantificé la
liberacion de hemoglobina por la medida de absorbancia a A= 562 nm. Este valor se relativizé la proporcion del
valor de absorbancia a A= 630 nm de cada muestra. El indice de cambio se calculd con el valor ebhtenido para el
cultivo entero. Se muestra el promedio y desvio estandar de dos experimentos independientes realizados por
duplicado.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el segundo Capitulo de esta Tesis permiten

formular las siguientes conclusiones:

) La expresion de ShIA es responsable del fenotipo autofagico inducido
por S. marcescens desde el espacio extracelular. Una vez que la invasion ha tenido
lugar, dado que la colocalizacién intracelular de la cepa mutante shiB con LC3 es
similar a la colocalizacion de la cepa silvestre, ShIA no estaria involucrada en el
reclutamiento de LC3 a la SeCV y serian otro u otros factores bacterianos los
involucrados en este proceso.

o Dado que S. marcescens es capaz de egrasar de la célula
hospedadora, a diferencia de la mutante shiB, lo cual se evidencia por la ausencia de
bacterias en el medio extracelular y la acumulacion de bacterias intracelulares a
tiempos tardios, ShlA estaria involucrada en la salida de las bacterias desde la célula
eucariota y en la diseminacién de S. marcescens al medio extracelular.

o A tiempos tardios mas del 60 % de las SeCV reclutan galectina 8 y este
proceso es dependiente de la presencia de la hemolisina. Esto sugiere que S.
marcescens utiliza la hemolisina ShIA para dafar su vacuola, y esto favoreceria un
proceso de escape de la misma hacia el espacio extracelular. Ademas, el proceso de
escape de S. marcescens desde las SeCV no involucraria un pasaje a través del
citoplasma de la célula invadida y no provocaria alteraciones en la integridad de
dicha célula.

) Los procesos tempranos en la interaccion de S. marcescens con la
célula hospedadora requeririan de un ambiente acidico. El o los factores
involucrados en este estadio temprano no incluirian a ShlA, ya que los resultados
mostrados a lo largo de este capitulo permitirian descartar una contribuciéon de ShlA
en la internalizacion de la bacteria a la célula epitelial.

) La inmunodeteccién y medicién de actividad hemolitica de ShlA,
permitié corroborar un patrén de localizaciéon y actividad similar a lo reportado en la

bibliografia.
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Capitulo lll: Caracterizacidén de los procesos de invasion y replicacion de

S. marcescens en D. melanogaster
INTRODUCCION

Como se describié en la introduccion general, S. marcescens es un potente
patégeno de Drosophila. En un modelo de herida séptica, unas pocas bacterias
introducidas directamente en la hemolinfa son suficientes para matar a la mosca en
menos de 24 horas (Nehme et al., 2007). A pesar de que se induce una respuesta
inmune fuerte y sistémica, las bacterias son resistentes a los AMPs y las moscas
sucumben ante la masiva proliferacion de las bacterias en la hemolinfa. De manera
interesante, las moscas no sucumben en un modelo de infeccidén oral con S.
marcescens, a pesar que un nimero bajo pero significativo de bacterias es recuperado
de la hemolinfa de las moscas unas pocas horas post-infeccion, lo que sugiere que

Serratia es capaz de cruzar rapidamente la barrera intestinal (Nehme et al., 2007).

Conociendo estos antecedentes, en este capitulo de la tesis se utilizaron
distintas cepas mutantes de S. marcescens en los modelos de infeccion de D.
melanogaster; con el fin de identificar los factores de virulencia y las estrategias de
invasioén y colonizacion que son importantes en los modelos de herida séptica e

infeccion oral.
RESULTADOS
1 - Validacion del modelo de infeccion oral con S. marcescens salvaje

Como se menciond en la introduccidn general, se establecid una colaboracion
entre los laboratorios de la Dra. Garcia Véscovi y el Dr. Ferrandon. El modelo de
herida séptica de D. melanogaster, desarrollado en el laboratorio del Dr. Ferrandon,
utiliza S. marcescens Db11, como cepa silvestre, la cual provoca la muerte del insecto
en menos de 24 horas luego de la inyeccién (Nehme et al., 2007). Con el fin de
contrastar estos resultados utilizando nuestro aislamiento de origen clinico, S.
marcescens RM66262, se realizaron ensayos de herida séptica en grupos de 40
insectos. Los mismos fueron infectados con ambas cepas de S. marcescens y E. coli
no patogénica DH5a, como control negativo del ensayo. En la figura 29 se muestra el
porcentaje de sobrevida de las moscas en funcion del tiempo. Estos ensayos permiten
demostrar que ambas cepas de S. marcescens son capaces de matar a los insectos

en menos de 24 horas, con una cinética similar. Estos resultados permitirian sugerir
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que ambas cepas de S. marcescens tendrian un comportamiento analogo en este

modelo de infeccion.
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Figura 29. Anadlisis de la eficacia de distintas cepas de S. marcescens en un modelo de infeccién por
herida séptica en D. melanogaster. Grupos de 40 insectos fueron infectados mediante herida séptica con
cultivos de S. marcescens salvaje (RM66262), S. marcescens Db11 y E. coli no patogénica, crecidos durante 16

horas a 37 °C con agitacion y diluidos con medio LB hasta DOg;, =0,1. Se utilizé como control negativo medio LB
estéril. Se muestra el promedio y desvio estandar de 3 experimentos independientes.

2 - Caracterizacion de las cepas mutantes de S. marcescens en el modelo

de infeccion mediante herida séptica

La inyeccion directa de las distintas cepas de S. marcescens en la hemolinfa de
Drosophila, es un modelo rapido y reproducible para medir el grado de virulencia de
las distintas cepas mutantes y su capacidad de matar a los insectos por bacteremia.
En la figura 30 se puede observar que las cepas mutantes shiB, prtA y phlAB no
presentan diferencias en los porcentajes de sobrevida con respecto a la cepa salvaje.
Por el contrario, la cepa mutante en el regulador transcripcional rcsB mostré ser mas
virulenta que la cepa salvaje. Puesto que RcsB controla pleiotrépicamente diversos
factores involucrados en virulencia, este resultado sugiere que la mutacién de un factor
de virulencia individual no causaria grandes diferencias en la curva de muerte de D.
melanogaster causada por S. marcescens. Sin embargo, la mutaciéon de un factor
transcripcional, involucrado en la regulacién de distintos factores de virulencia
(capsula, flagelo, hemolisina) (Castelli & Véscovi, 2011), es capaz de causar la muerte
de los insectos a tiempos mas tempranos que S. marcescens silvestre. En este caso,
no se puede atribuir el aumento de la virulencia a uno de los factores regulados por
RcsB en particular, pero se podria especular que la hiperproduccion de hemolisina
ShlA, en accidon conjunta a otros factores, podria contribuir a este aumento de

virulencia, aunque no se puede descartar la accion conjunta de los distintos factores
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regulados por RcsB (Di Venanzio, G; Stepanenko, T y Garcia Véscovi E, manuscripto

enviado para su publicacion).
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Figura 30. Invasion de distintas cepas mutantes de S. marcescens mediante herida séptica en D.
melanogaster. Grupos de 40 insectos fueron infectados mediante herida séptica con cultivos de S. marcescens
silvestre, S. marcescens prtA, S. marcescens phlAB, S. marcescens rcsB, S. marcescens shiB y E. coli no
patogénica, crecidos durante 16 horas a 37 °C con agitacion y diluidos con medio LB hasta DOg;, =0,1. Se utilizd
como control negativo medio LB estéril. Se muestra el promedio de la sobrevida de 40 moscas. El ensayo se
repitio tres veces

Luego, se evalud la virulencia de distintas cepas mutantes cuya caracteristica
comun es la ausencia de flagelo. Los resultados que se muestran en la figura 31,
permiten afirmar que las cepas mutantes en los reguladores transcripcionales de la
cascada flagelar de tipo | y Il, flhD y fliA no presentan diferencias respecto a la cepa
salvaje en el modelo de herida séptica. Esto implicaria que el flagelo no estaria
involucrado en los mecanismos de virulencia desplegados por S. marcescens en el
modelo de infeccion sistémica de D. melanogaster. Sin embargo, cepas mutantes en
componentes de la via de sintesis del antigeno comun de enterobacterias (ECA), las
cepas wecG y wecD mostraron ser menos virulentas que la cepa silvestre. Luego de
18 horas de infeccion soélo el 10% de los insectos infectados con S. marcescens
salvaje sobrevivio, mientras que en las cepas mutantes el porcentaje de sobrevida es
mayor al 70%. De estos ensayos se puede sugerir, que en el caso de las mutantes
wec, otros factores, como la alteracion del ECA y/o la activacion de RcsB (Castelli &
Véscovi, 2011) y no la falta de flagelo ni de hemolisina estarian afectando la virulencia
de estas cepas en el modelo de herida séptica. De modo interesante, tanto los
resultados mostrados en Figura 30 como en Figura 31 se correlacionan indicando que
tanto en su estado reprimido (rcsB) como activado (wecG o wecD) el regulador RcsB
modula el potencial patogénico de Serratia en este modelo de infeccion.
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Figura 31. Invasion de distintas cepas mutantes de S. marcescens mediante herida séptica en D.
melanogaster. Grupos de 40 insectos fueron infectados mediante herida séptica con cultivos de S. marcescens
silvestre, S. marcescens flhD, S. marcescens fliA, S. marcescens wecD, S. marcescens wecG y E. coli no
patogénica, crecidos durante 16 horas a 37 °C con agitacion y diluidos con medio LB hasta DOgg, =0,1. Se utilizd
como control negativo medio LB estéril. Se muestra el promedio de la sobrevida de 40 moscas. El ensayo se
repitio tres veces

En paralelo, se decididé evaluar la capacidad de virulencia de la cepa mutante
en el sistema de dos componentes PhoP/PhoQ, phoP, una mutante insercional sobre
el gen phoP que posee efecto polar sobre el gen phoQ, y las cepas mutantes en dos
transportadores de Mg*?, mgtE1 el cual es dependiente del sistema PhoP/PhoQ, y
mgtE2, en el cual, a través de analisis bioinformatico, se encontré una secuencia
consenso de unién a PhoP (caja PhoP), ademas de una mutante insercional doble en
los transportadores mgtE (doblemgtE) (Barchiesi et al., 2012). En la figura 32 se
muestran los porcentajes de sobrevida de estas cepas en funcién del tiempo en el
modelo de herida séptica de D. melanogaster. En este caso, soélo la cepa phoP mostro
diferencias con la cepa salvaje, ya que luego de 23 horas de infeccion mas del 70% de
los insectos infectados con la cepa phoP sobrevivieron la infeccion mientras que solo
el 5% de los insectos infectados con la cepa salvaje lo hizo. Esta disminucién de la
virulencia, concuerda con resultados obtenidos con anterioridad, en los cuales se
demuestra que la cepa mutante phoP es deficiente en la sobrevida dentro de células
epiteliales CHO (Barchiesi et al., 2012). En el caso de Drosophila podria deberse a la
incapacidad de esta cepa mutante de resistir péptidos microbicidas, como fue

reportado previamente (Barchiesi et al., 2012).
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Figura 32. Invasiéon de distintas cepas mutantes de S. marcescens mediante herida séptica en D.
melanogaster. Grupos de 40 insectos fueron infectados mediante herida séptica con cultivos de S. marcescens
silvestre, S. marcescens phoP, S. marcescens mgtE1, S. marcescens mgtE2, S. marcescens doble mgtE y E. coli
no patogénica, crecidos durante 16 horas a 37 °C con agitacion y diluidos con medio LB hasta DOg3, =0,1. Se
utilizé como control negativo medio LB estéril. Se muestra el promedio de la sobrevida de 40 moscas. El ensayo
se repitio tres veces

3 - Efecto de la aireacion y temperatura de crecimiento de S. marcescens

en un modelo de infeccion oral de D. melanogaster

En el modelo de infeccion oral desarrollado en el laboratorio del Dr. Ferrandon,
los insectos se infectan con cultivos bacterianos crecidos durante la noche (ON, del
inglés overnight) a 37°C con agitacion. Se ha reportado que S. marcescens presenta
control por temperatura en la expresion de potenciales factores de virulencia (Castelli
et al., 2008; McMahon et al., 2012) y el modelo de invasion de células epiteliales se ha
optimizado y realizado hasta el momento con cultivos crecidos ON en medio LB a 30
°C sin agitacién (Fedrigo et al., 2011). Por estas razones y con el objeto de evaluar la
influencia de potenciales factores de virulencia cuya expresion es regulada por las
condiciones de cultivo, se realizaron ensayos de sobrevida utilizando cultivos de la
cepa salvaje de S. marcescens crecidos ON, a 30°C y 37°C con y sin agitacion.

En la figura 33 A se muestran los resultados obtenidos en D. melanogaster
A5001, en los cuales no se observan diferencias entre las infecciones realizadas con
los distintos cultivos. Este resultado implicaria que los factores bacterianos
diferencialmente expresados, no estarian directamente involucrados en el proceso de
sobrevida en el modelo de infeccién oral. Otra posibilidad es que, dado que las
bacterias pueden adaptarse y cambiar su programa transcripcional muy rapidamente,
y que la infeccidn intestinal de Drosophila ocasionada por Serratia ocurre en el

trascurso de 20 dias y a una temperatura controlada de 25 °C, la posible expresion
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diferencial de factores proteicos se pierda rapidamente y, de esta manera, no sean

capaces de ejercer su accidn sobre el intestino de Drosophila.
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Figura 33. Analisis del efecto de la aireacion y temperatura de crecimiento de cultivos de S. marcescens en
el modelo de infeccion oral de D. melanogaster. Grupos de 40 insectos silvestres A5001 (A), mutantes kenny
(B) o insectos A5001 inyectados con latex beads (C) fueron infectados mediante via gastrica con cultivos de S.
marcescens silvestres crecidos durante 16 horas a 30 °C o 37 °C con o sin agitacion, segun se indique en cada
caso y diluidos con sacarosa 50 mM hasta DOg;, =1. Se muestra el promedio y desvio estandar de la sobrevida de

40 moscas. El ensayo se repitié dos veces.

Dado que

las bacterias pueden cambiar su programa transcripcional

rapidamente, se realiz6 la infeccion en moscas kenny y A5001 inyectadas con

particulas de latex, que mostraron ser mas susceptibles a la infeccion de S.

marcescens Db11 (Nehme et al., 2007). En estos ensayos (figura 33 B y C) tampoco

se observaron diferencias en los porcentajes de sobrevida obtenidos en funcion del

tiempo.

La suma de estos resultados permite sugerir que la infeccion de D.

melanogaster es independiente de las condiciones de cultivo ensayadas (cultivos de

16 horas a 30 o 37 °C, con o sin agitacién) para S. marcescens. Esto implicaria que en

las condiciones que se realizan los ensayos de infeccion oral, los factores ensayados

no afectarian el resultado de la infeccid

n.
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4 - Caracterizacion de las cepas mutantes de S. marcescens en el modelo

de infeccion oral

S. marcescens es una enterobacteria, patégeno oportunista en humanos. Por
esta razon, el desarrollo de un modelo de infeccion oral, en el cual se pueda estudiar
la interaccion entre la bacteria y el tracto gastrointestinal, es de gran importancia para
entender los mecanismos de virulencia de S. marcescens. La infeccion oral de S.
marcescens en D. melanogaster A5001 se mantiene por 20 dias, al fin de los cuales
puede observarse la muerte de mas del 50 % de las moscas infectadas. Tomando
estos valores como referencia y siguiendo el nimero de moscas sobrevivientes
diariamente se realiz6 el ensayo a modo de testear la capacidad patogénica de las

diferentes cepas mutantes de S. marcescens.

En la figura 34 se muestran las curvas de sobrevida de distintas cepas
mutantes de S. marcescens. En la misma se puede observar, que todas las cepas
mutantes ensayadas son menos virulentas que la cepa salvaje, sin embargo los
valores de los parametros estadisticos son distintos entre cepas. Las mutantes phi/AB,
wecD y wecG presentan las mayores diferencias con respecto a la cepa salvaje. Estos
resultados concuerdan con los resultados obtenidos en el modelo de herida séptica,
donde las mutantes wecD y wecG también mostraron ser menos virulentas que la
cepa salvaje, por lo que se podria sugerir que los mimos factores afectados en estas
mutantes, como la estructura del ECA o la activacion de RcsB, serian necesarios para
la virulencia en ambos modelos de infeccion. Asimismo, dado que estas mutantes
representan un estado activado del sistema RcsB, por lo que los factores regulados
por este factor transcripcional podrian ser los responsables de esta disminucion de la

virulencia.

A diferencia de los resultados obtenidos en el ensayo de herida séptica, la
mutante en la fosfolipasa phlAB mostré ser menos virulenta que la cepa salvaje en el
modelo de infeccion oral (figura 34), lo que implicaria un rol de esta fosfolipasa en la
infeccion intestinal de Drosophila. Estos resultados difieren a los obtenidos en el
modelo de células CHO, donde no se encontraron diferencias en la adherencia,
invasion o replicacion de esta cepa con respecto a la cepa salvaje (Fedrigo et al.,
2011).
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Figura 34. Invasion de S. marcescens salvaje y cepas mutantes en el modelo de infeccion oral de D.
melanogaster. Grupos de 40 insectos silvestres A5001 fueron infectados mediante via gastrica con cultivos de S.
marcescens silvestres, prtA, phlAB, wecD, wecG y E. coli crecidos durante 16 horas a 37 °C con agitacion y

diluidos con sacarosa 50 mM hasta DOg;, =1. Se muestra el promedio y desvio estandar de la sobrevida de 40
moscas. El ensayo se repitio tres veces. *= p<0,04 y ***=p<0,0001.

Dados los resultados obtenidos con la mutante shiB en el modelo de células
epiteliales (capitulo Il de la presente tesis), que la mutante rcsB mostré un aumento en
la virulencia en el modelo de herida séptica que podria estar mediado por la
sobeexpresion de hemolisina y que el fenotipo de las mutantes wec en Drosophila
podria estar mediado por la activavcion de RcsB, se decidio realizar la infeccion en
insectos A5001 con las cepas shiB y rcsB. Como se muestra en la figura 35 y al igual
que en los ensayos de herida séptica, la mutante rcsB mostré ser mas virulenta que la
cepa salvaje. Al igual que en el modelo de herida séptica, esto podria deberse a la
accion en conjunto de los factores de virulencia que RcsB regula. Como se comenté
anteriormente, este aumento en la virulencia podria ser causado por la accion de la
hemolisina, ya que en esta cepa bacteriana se evidenci6 un aumento en la
transcripcién en el operéon shiBA y en la actividad hemolitica (Di Venanzio, G;

Stepanenko, T y Garcia Véscovi E, manuscrito enviado para su publicacion).

La cepa shiB no presento diferencias en la sobrevida de D. melanogaster con
respecto a S. marcescens silvestre (figura 35). Este resultado, al igual que el mostrado
en los ensayos de herida séptica, sugeririan que en los modelos y condiciones
ensayadas, la hemolisina ShIA no estaria involucrada en los mecanismo de virulencia
de S. marcescens en Drosophila melanogaster. Sin embargo, dado que en otros
modelos de infeccion como C. elegans y ratones (Hertle & Schwarz, 2004; Kurz et al.,
2003), al igual que en modelo de células CHO, presentado en el capitulo Il de la

presente tesis, se ha demostrado la importancia de la expresion de ShIA en la
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patogénesis de S. marcescens no se puede descartar su rol en la virulencia. Ademas,
tampoco se puede descartar su papel en el aumento de virulencia de la mutante rcsB
en ambos modelos de infeccion de Drosophila, ya que como se menciond
anteriormente, esta cepa posee al menos el doble de actividad hemolitica que S.
marcescens silvestre (Di Venanzio, G; Stepanenko, T y Garcia Véscovi E, manuscrito

enviado para su publicacion).
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Figura 35. Analisis del desempefo de S. marcescens salvaje y cepas mutantes en el modelo de infeccion
oral de D. melanogaster. Grupos de 40 insectos salvajes fueron infectados mediante via gastrica con cultivos de
S. marcescens silvestres, S. marcescens shiB y S. marcescens rcsB crecidos durante 16 horas a 37 °C con
agitacion y diluidos con sacarosa 50 mM hasta DOg;, =1. Se muestra el promedio y desvio estandar de la
sobrevida de 40 moscas. El ensayo se repiti6 tres veces. **=p<0,001.

Trabajo previo de nuestro laboratorio demostré que, cepas mutantes en la
biosintesis del flagelo eran incapaces de adherirse y por lo tanto de invadir células
CHO (Fedrigo et al., 2011). Por esta razén decidié evaluarse la capacidad patogénica
de las cepas flhD y fliA en el modelo de infeccion oral de D. melanogaster, utilizando
insectos A5001 salvajes (Figura 36 A) e insectos A5001 que fueron inyectados con
particulas de latex, con el fin de bloquear la capacidad fagocitica de los hemocitos
(Figura 36 B). FIhDC es el regulador maestro de la cascada flagelar y FliA es un
regulador de clase Il, que promueve la expresion de las proteinas asociadas al
gancho, las proteinas motoras MotA y MotB y la proteina que forma el filamento,
flagelina (McCarter, 2006). Como puede observarse en la figura 36 solo la cepa fliA y
no la cepa flhD, demostr6 ser menos virulenta que S. marcescens salvaje. La
diferencia de comportamiento entre cepas es bastante inusual, ya que ambos
reguladores controlan la misma via de biosintesis, es mas, dado que flhD es un
regulador transcripcional de mayor jerarquia, la biosintesis del flagelo y la expresion de
FliA se encuentra totalmente inhibida en esta cepa, mientras que en la cepa fliA se
hayan ausentes los productos proteicos de los genes de clase Il pero se pueden

encontrar los productos de la expresion de los genes de clase |, los cuales forman el
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cuerpo basal del flagelo (McCarter, 2006). Estos resultados sugeririan un rol de FliA

independiente de la cascada flagelar.
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Figura 36. Invasion de S. marcescens salvaje y cepas mutantes en el modelo de infeccion oral de D.
melanogaster. Grupos de 40 insectos silvestres A5001 (A) e insectos silvestres inyectados con particulas de latex
(B) fueron infectados mediante via gastrica con cultivos de S. marcescens silvestres, S. marcescens fliA, S.
marcescens flhD y E. coli crecidos durante 16 horas a 37 °C con agitacién y diluidos con sacarosa 50 mM hasta
DOg39 =1. Se muestra el promedio y desvio estandar de la sobrevida de 40 moscas. El ensayo se repitié tres
veces. **=p<0,002 y ***=p<0,0001.

A continuacion, se decidié evaluar los niveles de virulencia de las mutantes
phoP, mgtE1, mgtE2 y doble mgtE. Como se mencion6 anteriormente, la mutante
phoP es incapaz de sobrevivir dentro de las células epiteliales (Barchiesi et al., 2012).
En el modelo de herida séptica la cepa phoP demostré ser menos virulenta que la
cepa salvaje. Se decidi6 evaluar también las mutantes mgtE, ya que esta reportado
que en Pseudomas aeruginosa, mgtE esta involucrada en el control de la expresién de
factores de virulencia dependientes del sistema de secrecion de tipo Il (Anderson et
al., 2010a), y su transcipcion es dependiente de PhoP/PhoQ (Barchiesi et al., 2012).
Como se muestra en la figura 37 todas las cepas ensayadas mostraron un menor
grado de virulencia que la cepa salvaje en la infeccién de insectos A5001. Las
diferencias en virulencia entre las cepas mutantes y salvaje son estadisticamente

significativas para todas las cepas ensayadas.

108



Resultados — Capitulo 1l

©

2

>

Q

S

Q .

(o] == salvaje

(7] == phoP ***

Q mgtE1 ***

© mgtE2 ***

X doble mgtE ***
== E. coli

012345678 91011121314151617 18 19 20

Dias

Figura 37. Invasion de S. marcescens salvaje y cepas mutantes en el modelo de infeccion oral de D.
melanogaster. Grupos de 40 insectos silvestres A5001 fueron infectados mediante via gastrica con cultivos de S.
marcescens silvestres, S. marcescens phoP, S. marcescens mgtE1, S. marcescens mgtE2, S. marcescens doble
mgtE y E. coli crecidos durante 16 horas a 37 °C con agitacion y diluidos con sacarosa 50 mM hasta DOg;, =1. Se

muestra el promedio y desvio estdndar de la sobrevida de 40 moscas. El ensayo se repitid tres veces.
***=p<0,0001.

La infeccion oral también se realiz6 en insectos kenny, deficientes en la via de
defensa IMD y que por lo tanto son incapaces de montar una respuesta inmune
completa ante la infeccién de S. marcescens. La figura 38 muestra que en el entorno
genético de estos insectos se obtuvieron los mismos resultados que con los insectos
silvestres. Sin embargo, los valores de los parametros estadisticos que evaluan las
diferencias de sobrevida obtenidas con las mutantes phoP y mgtE2 con respecto a la
cepa silvestre no fueron iguales entre los dos entornos genéticos de Drosophila
ensayados (p=0,04 y 0,001, respectivamente). Esto podria deberse a que como se
menciond anteriormente, la incapacidad de montar una respuesta inmune completa
que poseen los insectos mutantes, los hace mas susceptibles a la infeccion por S.
marcescens (Nehme et al., 2007), incluso mas susceptibles a cepas que mostraron un

menor grado de virulencia en Drosophila salvaje.

Como se mencioné anteriormente la mayor susceptibilidad de la cepa phoP a
los mecanismos de eliminacidon montados por Drosophila podrian deberse a la mayor
susceptibilidad que esta cepa posee ante la accion de distintos AMPs (Barchiesi et al.,
2012). Sin embargo, dado que esta cepa continua siendo avirulenta en insectos kenny
incapaces de activar la via IMD del sistema inmune y por lo tanto de producir AMPs,
otros mecanismos bacterianos, controlados por el sistema de dos componentes
PhoP/PhoQ serian requeridos para la patogenicidad de S. marcescens. En el caso de
las mutantes mgtE1, mgtE2 y doblemgtE, se observa el mismo comportamiento que

con la cepa phoP, lo cual permitiria sugerir que el transporte de Mg*? regulado por
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estos canales podria mediar la resistencia a AMPs o los otros mecanismos

controlados por PhoP/PhoQ necesarios para la virulencia.
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Figura 38. Analisis del desempefo de S. marcescens salvaje y cepas mutantes en el modelo de infeccion
oral de D. melanogaster, en una mutante en la via IMD. Grupos de 40 insectos mutantes kenny fueron
infectados mediante via gastrica con cultivos de S. marcescens silvestres, S. marcescens phoP, S. marcescens
mgtE1, S. marcescens mgtE2, S. marcescens doble mgtE y E. coli crecidos durante 16 horas a 37 °C con
agitacion y diluidos con sacarosa 50 mM hasta DOg;, =1. Se muestra el promedio y desvio estandar de la
sobrevida de 40 moscas. El ensayo se repitio tres veces. *= p<0,04; **=p<0,001 y ***=p<0,0001.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el tercer Capitulo de esta Tesis permiten formular

las siguientes conclusiones:

. En el modelo de herida séptica, ambas cepas de S. marcescens, salvaje
y Db11 tendrian un comportamiento andlogo y por lo tanto, en las condiciones
ensayadas, sus mecanismos de virulencia serian similares.

. En el modelo de herida séptica las cepas mutantes wecD, wecG y phoP
mostraron ser menos virulentas que S. marcescens salvaje, lo que implicaria una
mayor susceptibilidad al sistema inmune celular y a la accion de AMPs. Esto podria
darse por las alteraciones del ECA y, en el caso de phoP, a su incapacidad de resistir
la accion de AMPs (Barchiesi et al., 2012).

. La infeccion de D. melanogaster mediante via oral, es independiente de
las condiciones de cultivo de S. marcescens ensayadas y de los potenciales factores
de virulencia diferencialmente expresados. Esto podria indicar que las bacterias se
adaptan rapidamente a las condiciones medioambientales del hospedador en el curso
de la infeccion oral.

. En el modelo de infeccion oral en D. melanogaster A5001, las cepas
phlAB, wecG y wecD mostraron un menor grado de virulencia que la cepa salvaje. Al
igual que en la infeccion mediante herida séptica, una posibilidad es que, la menor
virulencia de las mutantes wec se deba a que las alteraciones en la estructura del ECA
las hagan mas susceptibles a los ataques del sistema inmune. Dado que PhIA no es
necesaria para la virulencia en el modelo de herida séptica, se puede especular que es
necesaria para atravesar la pared intestinal.

. La mutante rcsB mostré un mayor grado de virulencia en el modelo de
herida séptica e infeccion oral, el cual podria deberse a la sobreexpresion de
hemolisina, aunque no se puede descartar la accion de los otros potenciales factores
regulados por el sistema Rcs.

. La mutante en la biosintesis del flagelo fliA, pero no la mutante flhD,
mostr6 un menor grado de virulencia en D. melanogaster. La diferencia de
comportamiento entre cepas es bastante inusual, ya que ambas controlan la misma
via de biosintesis e implicaria un rol de FliA independiente de la via flagelar.

. S. marcescens phoP, mgtE1, mgtE2 y doble mgtE presentaron un
menor grado de virulencia en relacion a la cepa salvaje en insectos A5001 y kenny. En

el caso de la cepa phoP, la disminucion de la virulencia estaria mediada por la
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susceptibilidad a los AMPs, conjuntamente con otros factores no identificados, cuya
regulacion podria depender de la funcion de los transportadores MgtE1 y MgtE2.
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DISCUSION

Resultados anteriores de este laboratorio, permitieron demostrar que Serratia
requiere de la expresion flagelar para adherirse a la célula epitelial e induce el proceso
de autofagia desde el espacio extracelular, probablemente a través de la hemolisina,
ya que, la expresion heterdloga de la hemolisina ShiA de S. marcescens en E. coli
W3110 es suficiente para disparar el mecanismo de autofagia en dichas células. El
patégeno ingresa a la célula hospedadora contenido en una vacuola con
caracteristicas de endosoma o fagosoma temprano, que rapidamente adquiere
marcadores autofagosomales (Rab7 y LC3). Una poblacién mayoritaria de las
bacterias intracelulares se replica rapidamente y una poblacion estable se mantiene
hasta los 480 min p.i.. S. marcescens es un patégeno oportunista capaz de subvertir el
proceso de autofagia celular, y de encontrar en autofagosomas un nicho apropiado
donde persistir y replicarse en el interior de la célula hospedadora (Fedrigo, 2010;
Fedrigo et al., 2011).

En la presente tesis, se demostrd que Serratia es capaz de invadir y proliferar
en distintas lineas celulares epiteliales y de fibroblastos y de disparar una respuesta
autofagica en estas células desde el medio extracelular (Figura 9). Estos resultados
demuestran, que Serratia es capaz de interactuar con otras lineas celulares, donde
puede establecer un nicho replicativo y que, por lo tanto, los resultados anterioremente

obtenidos no se limitan al modelo de infeccion en células CHO.

Luego de la invasion, la autofagia es un componente clave de la defensa innata
del hospedador al cual la bacteria debe enfrentar. El destino canénico de las bacterias
intracelulares marcadas por la via autofagica es la degradacion, ya que la vesicula
autofagica conteniendo la carga no deseada se fusiona con el lisosoma, formando un
autolisosoma. Sin embargo, y como se mencioné en la introduccidon general,
numerosos patdgenos exhiben sofisticadas estrategias para evadir, impedir o incluso
manipular la progresion del proceso autofagico normal con el fin de establecer una
infeccion resistente. Por citar un ejemplo, después de la internalizacion,
Staphylococcus aureus reside dentro del fagosoma que es luego rodeado por
membranas autofagicas. Las bacterias modulan la maduracién del autofagosoma,
impidiendo la acidificacion y la fusién con los lisosomas. Mas tarde, S. aureus escapa
de estas vacuolas hacia el citosol de la célula hospedadora, probablemente con la
contribucién de la accion de la a-hemolisina (Mostowy & Cossart, 2012). De hecho, se
ha demostrado que la a-hemolisina de S. aureus es requerida para la activacion de la
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via autofagica en las células infectadas (Mestre et al., 2010). De manera notable, en
los ultimos afos se ha acumulado evidencia de que, durante la invasién, distintas
poblaciones de bacterias internalizadas pueden interaccionar de manera diferencial
con las distintas vias del trafico vesicular, lo que resulta en distintos destinos para las
distintas poblaciones. El trabajo de Birgmingham y colaboradores provee evidencia de
que coexisten por lo menos cuatro poblaciones intracelulares distintivas de Salmonella
entérica: bacterias que residen y proliferan en un compartimento endosomal
modificado evitando la maduracién del mismo, una poblacién en la cual la vacuola que
contiene a Salmonella (SCV, del inglés Salmonella-containing vacuole) es dafada por
la accion de efectores bacterianos promoviendo la progresion a endolisosomas
degradativos o siendo blanco del sistema autofagico, y una ultima poblacion que es

capaz de escapar de las SCV dafadas al citosol (Birmingham & Brumell, 2006).

En la infeccion de Serratia, se evidencio la detencién de los eventos de fusion
de las SeCV con los compartimentos endosomales tardios y/o lisosomales, ya que un
estimado del 89 +/- 4% del total de SeCV que colocalizan con el marcador autofagico
LC3, no colocalizaron ni con el marcador acidotropico Lysotracker ni con DQ-BSA,
inclusive a tiempos tardios de la infeccion. Por lo tanto, la progresion esperada a un
autofagolisosoma funcional fue de alguna manera bloqueada o retrasada en una
poblacion mayoritaria de las bacterias intracelulares. Ademas, estos resultados
implican que Serratia es capaz de ocupar un nicho donde la accion adversa del pH
acidico y las enzimas liticas son evadidas. Recientemente, hemos demostrado que el
sistema de dos componentes PhoP/PhoQ se encuentra involucrado en los
mecanismos que mediarian la inhibicién de la maduracion de la SeCV, evitando asi,

un medio acidico y degradativo (Barchiesi et al., 2012).

En los ensayos de inhibicidn-neutralizacion de la acidificacion vacuolar
realizados en la presente tesis, se demostré que eventos tempranos en el proceso de
invasion de Serratia se encuentran inhibidos en estas condiciones, lo cual se evidencié
por las bajas UFC intracelulares recuperadas desde tiempos muy tempranos en la
invasion. Esto podria sugerir que, un factor bacteriano que requiere un pH bajo para su
actividad intracelular podria estar involucrado en estos eventos. En este contexto se
ha demostrado que diversas toxinas bacterianas que son internalizadas en la célula
hospedadora mediante endocitosis mediada por receptor, requieren la acidificacion del
medio para su procesamiento y activacion, y este efecto se evita mediante el
tratamiento con Bafilomicina A1 o NH,Cl (Qa’'Dan et al., 2000; Umata et al., 1990).

Otra posibilidad es que la inhibicién de la acidificacion impidiera o alterara el recambio
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de receptores eucariotas necesarios para la internalizacion de la bacteria, la
conformacion de proteinas o la afinidad entre ligados y receptores necesarios para la
invasion (Drose & Altendorf, 1997).

Como se menciond anteriormente, Serratia es capaz de residir en una vacuola
de caracteristicas autofagicas, la cual forma un nicho propicio para su replicacion. A fin
de caracterizar esta vacuola, en la presente tesis se realizaron ensayos de induccién e
inhibicién de la autofagia. A diferencia del resultado esperado, cuando se indujo la
autofagia mediante el hambreado de las células CHO, no se observé un aumento de la
sobrevida intracelular de Serratia. Es notorio, que el proceso autofagico disparado por
Serratia involucra a casi todas las células desafiadas en el ensayo de invasion y lleva
a la formacion de estructuras autofagicas mucho mas grandes que las que se
observan en la autofagia disparada por hambreado (Figura 16), lo que podria sugerir
que habria dos etapas de induccion del proceso autofagico y que estas dependerian
de mecanismos diferentes. Es mas, el bloqueo de la activaciéon del proceso autofagico
disparado por Serratia mediante la accion de los inhibidores de la PI3K wortmanina y
3-metiladenina fue inefectivo, a pesar que esta inhibiciéon disminuy6 drasticamente los
niveles de UFC intracelulares recuperadas al ser adicionado antes del inéculo, con la
intencion de bloquear el proceso disparado extracelularmente. La wortmanina fue
capaz de bloquear el proceso autofagico disparado por el hambreado de las células,
pero fue incapaz de inhibir el proceso disparado por Serratia. El efecto general de la
wortmanina es inhibir el proceso autofagico mediante la inhibicion de las PI3Ks de
clase lll, las cuales actuan luego de las PI3Ks de clase | en el proceso autofagico. Las
PI3Ks se encuentran involucradas en otros procesos de trafico de membranas, que
incluyen la formacién de copas fagociticas y micropinosomas y la produccién de PI3P
en la membrana de endosomas tempranos con el fin de reclutar proteinas efectoras
que regulan el acoplamiento de las vesiculas y en la clasificacion del cargo (Jaber &
Zong, 2013). Ademas, el agregado de wortmanina luego de la internalizacion de
Serratia, no provocd ningun cambio en el resultado de la infeccion. Teniendo en
cuentas esto, se podria especular que la PI3K estaria involucrada en el proceso de
internalizacién o eventos muy tempranos en la invasion de Serratia. Entonces, los
resultados de esta tesis permiten sugerir que a) Serratia es internalizada en las células
CHO por un proceso que requiere la actividad de la PI3K y b) que el proceso
autofagico inducido por Serratia no requiere PI3K. De manera interesante, Mestre y
colaboradores (Mestre et al, 2010) demostraron que en la infeccion de
Staphylococcus aureus, la activacion del proceso autofagico dependiente de la o-

toxina es independiente de la actividad PI3K. Ademas, en el trabajo de Kageyama y
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colaboradores (Kageyama et al., 2011) se mostro que LC3 y el complejo Atg16L son
reclutados a las estructuras de membrana de tipo autofagicas que rodean a

Salmonella dentro de la SCV, de una forma PI3K independiente.

Como se mencion6 en la introduccion general, el complejo formado por un
grupo de proteinas Atg, que incluye a Atg5-Atg12 y Atg16 se recluta al autofagosoma y
permite la subsiguiente lipidacion y reclutamiento de LC3 a las membranas de los
autofagosomas (Kabeya et al., 2000). Cuando se realizd el ensayo de invasion
utilizando la linea de fibroblastos murinos mutantes atg5”, se inhibié completamente la
internalizacion y proliferacion intracelular de Serratia. Este resultado demuestra que la
maquinaria autofagica es necesaria para asegurar la propagacion intracelular de la

bacteria y que Atg5 es necesario para el disparo de autofagia inducido por Serratia.

Los resultados obtenidos en esta tesis permiten sugerir que la via autofagica
posee un rol critico en la sobrevida y proliferacion de Serratia dentro de las células
epiteliales. Ademas Serratia activa un proceso autofagico no canodnico que permite la
generacion de vacuolas especializadas que mantienen la vida intracelular de esta
bacteria. Una vez dentro de la SeCV, la bacteria evita o retrasa la interaccién con los
lisosomas. Como consecuencia de esto, Serratia altera la progresion del
autofagosoma, construyendo un ambiente propicio para su sobrevida y proliferacion.
Como se mencioné anteriormente, resultados previos del laboratorio mostraron que la
expresion heterdloga de ShlA en una cepa de E. coli no invasiva le otorgd a esta

bacteria la capacidad de disparar el proceso autofagico desde el medio extracelular.

En el presente trabajo de tesis, ensayos de invasion realizados con una
mutante de Serratia incapaz de activar y secretar la hemolisina ShIA inhibi6 la
capacidad de la bacteria de disparar el fenotipo autofagico desde el medio
extracelular. El hecho de que la autofagia sea inducida extracelularmente por bacterias
capaces de expresar hemolisina se vio reforzado por la observacion que el fenotipo
autofagico disparado en células CHO no-invadidas se perdié tan pronto como las
bacterias extracelulares metabolicamente activas se eliminaron mediante la accién de
gentamicina. Sin embargo, se pudo comprobar que el reclutamiento de LC3 desde el
espacio intracelular a la SeCV, seria independiente de ShIA (Figura 20 B). Entonces,
los resultados de esta tesis indican que cuando Serratia se encuentra con la célula
eucariota, la induccién del proceso autofagico ocurriria en dos etapas. La interaccién
temprana expone a la célula epitelial a la accion de la toxina formadora de poros ShiA.
El desbalance metabdlico generado por el dafio causado por ShIA promoveria la

respuesta autofagica observada en la gran mayoria de las células. Un porcentaje de
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estas células son luego efectivamente invadidas por Serratia. Anteriormente se ha
demostrado que luego de la internalizacién Serratia establece una vacuola que recluta
marcadores autofagicos, LC3 y Rab7 (Fedrigo et al., 2011). En esta tesis se
demuestra que la internalizacion y el reclutamiento de LC3 a la SeCV no dependen de
la accion de ShiIA. Sin embargo, no se puede asegurar que las SeCV obtenidas con la
cepa salvaje posean idénticas caracteristicas que las vacuolas que alojan la cepa

mutante shiB.

La bibliografia reciente apoya la hipdtesis de que bacterias patégenas que
residen y/o proliferan dentro de vacuolas intracelulares, como Shigella, Listeria o
Salmonella, inducen la respuesta autofagica al afectar el metabolismo celular. Este
disparo se logra a través de la deplecion de las reservas de aminoacidos intracelulares
que provoca la inhibicion de la quinasa mTOR, que a su vez resulta en una activacion
del proceso autofagico. De manera interesante Tattoli y colaboradores demostraron
que el dafo aséptico a la membrana plasmatica o lisosomas del hospedador es
suficiente para disparar las vias de hambreado de aminoacidos, pero soélo el dafio en
los lisosomas provoco la inhibicion de mTOR, lo que implica que esta via sélo es
activada por las bacterias dentro de compartimentos intracelulares. Es mas, los
efectores de Listeria y Salmonella responsables de la induccion de la autofagia son a
su vez responsables de dafiar la membrana de la vacuola que contiene a las bacterias:

LLO y factores dependientes de SPI-1, respectivamente (Tattoli et al., 2012).

En los ultimos afios se ha acumulado evidencia que involucra a las proteinas
formadoras de poros, como ShlA, en la activacion de la maquinaria autofagica.
Algunos ejemplos son la citotoxina de Vibrio cholera (VCC), que activa el proceso
autofagico desde fuera de las células y al sobreexpresarse en células CHO (Gutierrez
et al., 2007), la toxina vacuolizante VacA de Helicobacter pylori promueve la autofagia
en células epiteliales gastricas humanas (Terebiznik et al., 2009) y la LLO de Listeria
monocytogenes es necesaria y suficiente para promover el disparo de autofagia
cuando es liberada dentro de los macrofagos, generando fagosomas espaciosos no
acidicos y no degradativos (SLAPs) en los que el patégeno replica (Birmingham et al.,
2007, 2008; Eckhardt et al., 1999; Meyer-Morse et al., 2010) Como se mencioné
anteriormente, se ha demostrado que la proteina formadora de poros a-hemolisina
(Hla) secretada por S. aureus participa en la activacion de la via autofagica (Mestre et
al., 2010). Estos hallazgos permiten sugerir que las PFTs poseen un rol central en el
control del balance entre el dafo celular ocasionado por el patégeno y la respuesta

autofagica disparada por el hospedador. El nexo entre la accion de las PFTs y el
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disparo de autofagia, se puede encontrar, por ejemplo, en el trabajo de Kloft y
colaboradores, quienes demostraron que en lineas celulares epiteliales expuestas a
distintos tipos de toxinas formadoras de poros purificadas (o-toxina de
Stapphylococcus aureus, citolisina de Vibrio cholerae, streptolisina O y hemolisina de
E. coli) se activan distintas vias de sefializacion que culminan en el disparo de
autofagia (Kloft & Neukirch, 2010). Gonzales y colaboradores apoyaron estos
descubrimientos al obtener resultados analogos con la LLO de Listeria monocytogenes
y la aerolisina de Aeromonas hydrophila (Gonzalez et al., 2011). En suma, estos
resultados demuestran que la disminucion del indice ATP/AMP celular, el aumento en
el eflujo de K* y la deplecién de aminoacidos causadas por la disrupcion de la
membrana plasmatica son las sefiales capaces de inducir la via autofagica mediante la
activacion de diferentes vias de sefalizacion. Esta induccion podria contribuir a un
estado quiescente que favoreceria la recuperacion de la homeostasis y la reparacion
de la membrana de la célula dafiada (von Hoven et al., 2012).

Los resultados de esta tesis demuestran que Serratia marcescens puede
disparar una cascada autofagica no candnica desde fuera de la célula epitelial, previo
al proceso de internalizacion. Ademas, se identifico a la exoproteina ShlA como el
factor bacteriano responsable de esta induccion, el primer factor exportado por un
sistema de secrecion de tipo dos compafieros capaz de disparar el proceso autofagico
en las células eucariotas. Previamente, Hertle y colaboradores mostraron que ShiA
induce deplecién de ATP y eflujo de potasio en células epiteliales y fibroblastos
(Hertle, 2000; Hertle et al., 1999), sefiales que, como fue descripto anteriormente, son

capaces de activar la via autofagica.

El proceso de invasion descripto en la presente tesis para la cepa mutante
shiB, permitiria sugerir que en los eventos de internalizacién y replicacién temprana de
Serratia en las células CHO, la hemolisina no seria un factor indispensable. Sin
embargo, a tiempos tardios de la invasion se pudo comprobar un gran aumento de las
UFC intracelulares en la cepa shiB, que se correlaciona con la deteccion de bacterias
en el espacio extracelular, proceso dependiente de la expresion de hemolisina activa.
Esos resultados demostrarian un rol de ShlA en el proceso de salida y diseminacién
de Serratia de la célula hospedadora. Previamente, se ha reportado el rol de las PFTs
en la ruptura de las vacuolas intracelulares que poseen bacterias, como en el caso de
Listeria y Shigella, 1o que permite la liberacién de las bacterias al citoplasma de las
células y su posterior diseminacién a células vecinas (Mostowy & Cossart, 2012).

Ademas, en una revision reciente de Los y colaboradores (Los et al., 2013) se muestra
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que distintas PFTs se encuentras involucradas en los procesos de diseminacion de las
bacterias en modelos animales. Por ejemplo, en un modelo de bacteremia en conejo
mediante inyeccion intravenosa de S. aureus, se demostr6 que PVL (leucocidina
Panton-Valentine) es necesaria para la dispersion de las bacterias en el rifidn, pero no
para el crecimiento bacteriano. Mutantes de M. tuberculosis en ESAT-6 y CFP-10
poseen una disminuida colonizacion de los pulmones, en un modelo de ratén con
infeccion intratraqueal. En el caso de Serratia, no se pudo evidenciar pasaje de la
bacteria por el citoplasma de la célula hospedadora, aunque se demostro la
localizacion de galectina 8 en la SeCV a tiempos tardios en la infeccién, proceso
dependiente de la expresion de ShIA activa. Como se mencioné anteriormente, las
galectinas se unen a glicoconjugados que poseen B-galactdsidos vy, la ausencia de los
mismos en el citosol y su presencia en la cara luminal de las vesiculas, implica que la
unién de galectina sdlo puede darse ante el dafio en la membrana de estos
compartimentos. Ademas, se demostré que galectina 8 monitorea la integridad
endosomal y lisosomal y detecta la invasion bacteriana al unirse a glicanos que son
expuestos en las vesiculas dafiadas que contienen a Salmonella, Listeria o Shigella y
que detecta el dafo estéril en endosomas y lisosomas (Thurston & Wandel, 2012). La
suma de estos resultados permitiria sugerir que, a través del dafio ocasionado en la
membrana de la SeCV, la hemolisina estaria regulando el proceso de salida de
Serratia, mediante un mecanismo que no involucraria liberacion de bacterias al

citoplasma de la célula hospedadora ni permeabilizacion de la membrana plasmatica.

D. melanogaster es una especie utilizada recurrentemente en experimentacion
dado que posee un reducido niumero de cromosomas, su genoma se encuentra
secuenciado, posee un tiempo de generacion corto, la estructura de sus érganos son
simples pero analogas a la de mamiferos y se puede expandir su nimero a muy bajo
costo. Ademas, este organismo modelo es hospedador de una sorprendente variedad
de patogenos fungicos, bacterianos y virales, y las infecciones humanas sistémicas o
intestinales pueden ser mimetizadas facilmente en Drosophila a través de ensayos de
herida séptica o infeccion oral, respectivamente (Panayidou et al, 2014). S.
marcescens es un potente patégeno de Drosophila. En un modelo de herida séptica, a
pesar de que se induce una respuesta inmune fuerte y sistémica, las bacterias son
resistentes a los AMPs y las moscas sucumben ante la masiva proliferacion de las
bacterias en la hemolinfa. De manera interesante, las moscas no sucumben en un
modelo de infeccidén oral con S. marcescens, a pesar de que un numero bajo pero
significativo de bacterias es recuperado de la hemolinfa de las moscas unas pocas
horas post-infeccion, lo que sugiere que Serratia es capaz de cruzar rapidamente la
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barrera intestinal (Nehme et al., 2007). Es por estas razones que Drosophila resulta un
muy buen modelo para evaluar la contribucion de potenciales factores de virulencia de
Serratia en infecciones sistémicas o intestinales, que mimetizan mejor las
caracteristicas de una infeccién en pacientes humanos que el modelo de células en
cultivo. Ademas, dado que Drosophila carece de un sistema inmune adaptativo, el rol

del sistema inmune innato se puede estudiar de forma mas clara y sin interferencias.

El sistema PhoP/PhoQ es un sistema de dos componentes ampliamente
conservado en muchas bacterias patogénicas y no patogénicas. Este sistema controla
la homeostasis de magnesio, y en bacterias patdégenas gobierna la expresién de
fenotipos cruciales para la virulencia. A pesar del hecho de que en Salmonella
entérica, Mycobacterium tuberculosis y Yersinia pestis el sistema PhoP/PhoQ confiere
capacidad de sobrevida dentro del hospedador, el conjunto de genes regulados y por
lo tanto, los mecanismos activados, varian entre las distintas especies de bacterias
patégenas. Recientemente, nuestro laboratorio demostré que en S. marcescens el
sistema PhoP/PhoQ le confiere a la bacteria la capacidad de resistir a la escasez de
magnesio en el ambiente, pH acidico y la accién de compuestos antimicrobianos
cationicos como la polimixina B. Ademas, estos desafios ambientales constituyen
sefiales que activan el sistema. También previamente se demostr6 que phoP es
activado intracelularmente y que la cepa mutante phoP es incapaz de sobrevivir dentro
de la célula hospedadora. El sistema PhoP/PhoQ demostré no ser necesario para la
internalizacién ni para la fusién de la SeCV con la via autofagica, sin embargo se
encuentra involucrado en evitar la fusion de la SeCV con compartimentos acidicos y
degradativos (Barchiesi et al., 2012). En D. melanogaster, tanto en el modelo de herida
séptica como en el de infeccion oral, la cepa mutante de S. marcescens phoP
demostré ser menos virulenta que la bacteria silvestre. Esto resultados en conjunto
con los antecedentes descriptos permitirian especular que en el caso de Drosophila, el
sistema PhoP/PhoQ estaria involucrado en la resistencia a los AMPs y/o evitar la
eliminacion de las bacterias mediante fagocitosis por los hemocitos. En vista de que la
infeccion oral en moscas Kenny, las cuales son incapaces de activar la via de la
respuesta inmune IMD vy, por lo tanto, secretar AMPs, pero son competentes en el
proceso de fagocitosis, la cepa mutante phoP también fue menos virulenta que
Serratia salvaje, se podria hipotetizar un rol del sistema PhoP/PhoQ en evitar la
eliminacion mediada por fagocitosis. Sin embargo, no se puede descartar que este

sistema le confiera a S. marcescens resistencia a los AMPs.
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Las mutantes mgtE1, mgtE2 y doblemgtE también mostraron ser menos
virulentas que S. marcescens silvestre en el modelo de infeccion oral en ambos
entornos génicos de Drosophila pero no presentaron diferencias en el modelo de
herida séptica. MgtE pertenece a una familia de transportadores de iones involucrados
en la regulacion de la homestasis de Mg intracelular. Como se comentd
anteriormente, en nuestro laboratorio se demostré que mgtE1 es un miembro del
reguldn PhoP de Serratia (Barchiesi et al., 2012). Mientras que, a través de analisis
bioinformatico se identificd una caja PhoP en el promotor de mgtE2. Solo unos pocos
reportes le otorgan a los transportadores MgtE un rol en virulencia. La mutacion de
mgtE en Campylobacter jejuni y Aeromonas hydrophila produce defectos en las
propiedades de virulencia, incluyendo la colonizacién de los hospedadores, formacion
de biofilms y motilidad tipo swarming (Kakuda & DiRita, 2006; Merino et al., 2001). En
P. aeruginosa la mutacion de mgtE aumenta la citotoxicidad de los biofilms que se
forman sobre células en cultivo. Esta mutacidon provoca un aumento en la expresion
génica del SST3 y modula su expresion, probablemente a través de la inhibicion de la
transcripcion dependiente de ExsA (Anderson et al., 2010a). Entonces, se podria
especular que dado que las cepas mgtE1, mgtE2 y doblemgtE mostraron
comportamiento similar a la cepa phoP en los ensayos de infeccion oral, los
mecanismos controlados por PhoP/PhoQ que mediarian la virulencia de Serratia en
este modelo de infeccion podrian ser ejercidos, al menos parcialmente por estos
transportadores. Sin embargo, dado que en el modelo de herida séptica las mutantes
mgtE1, mgtE2 y doblemgtE no presentaron diferencias con respecto a la cepa salvaje,
se podria especular que los mecanismos de virulencia desarrollados por Serratia son
diferentes en ambos modelos y que los tranportadores mgtE serian requeridos para
atravesar el epitelio intestinal o en eventos anteriores al pasaje de las bacterias a la
hemolinfa de Drosophila.

Como se menciond anteriormente, la mutante en la fosfolipasa phlAB mostro
ser menos virulenta que la cepa salvaje en el modelo de infeccion oral, lo que
implicaria un rol de esta fosfolipasa en la infeccion intestinal de Drosophila. PhlA es
coexpresada con los genes flagelares, y requiere del secretoma flagelar para su
exporte (Castelli et al., 2008; Givskov et al., 1995). Se ha reportado que PhIA presenta
actividad hemolitica frente a globulos rojos y actividad citotoxica sobre células
epiteliales. En ese mismo trabajo se postula que, la liberacion de lisofosfolipidos,
provenientes de la hidrélisis de fosfolipidos originada por PhIA, serian los
responsables de desestabilizar las membranas y originar la actividad hemolitica y
citotdxica (Shimuta et al., 2009). Los resultados encontrados en Drosophila, difieren a
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los obtenidos en el modelo de células CHO, donde no se encontraron diferencias en la
adherencia, invasién o replicacion de esta cepa con respecto a la cepa salvaje
(Fedrigo et al., 2011). Se podria especular que la actividad fosfolipasa es necesaria
para atravesar la barrera epitelial del intestino del insecto. Los experimentos
necesarios para comprobar esta hipétesis estan siendo realizados en colaboraciéon con

el laboratorio del Dr. Ferrandon.

Las mutantes deficientes en la biosintesis del flagelo no presentaron
diferencias con respecto a la cepa salvaje en el modelo de herida séptica. Esto
implicaria que ni la motilidad ni la adherencia mediada por flagelo serian necesarias
para la virulencia en un modelo de infeccidn sistémica. Sin embargo, en el modelo de
infeccion oral, la mutante fliA demostré ser menos virulenta que Serratia salvaje y la
mutante flhD no mostré diferencias con la cepa salvaje. Como se menciond en la
introduccion general, el promotor del operén maestro flhDC define la clase 1 de
promotores flagelares. La transcripcion de flhDC, es un punto de regulacion crucial en
el que se decide la iniciacion de la biosintesis del flagelo, ya que actiua como activador
transcripcional de los promotores de clase 2 encontrados corriente arriba de los
operones de clase media. Los productos proteicos de los operones de clase media
incluyen proteinas necesarias para la estructura y ensamblaje del cuerpo basal del
flagelo, asi como también dos reguladores transcripcionales, FliA y su regulador
negativo, FIgM. FIgM censa el estado de desarrollo del flagelo, cuando la estructura
del cuerpo basal del gancho esta completa y es, por lo tanto, competente para secretar
las proteinas asociadas al gancho y las subunidades de flagelina, también se vuelve
competente para secretar FIgM. Esto libera la represion sobre la expresion de los
transcriptos de clase 3, que son activados por FliA. Estos genes codifican para las
subunidades generadoras del torque del motor, MotA y MotB, proteinas del sistema de
quimiotaxis, y las proteinas que conforman las subunidades de flagelina (Anderson et
al., 2010b; Patrick & Kearns, 2012). Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en
Drosophila, se podria especular la existencia de un mecanismo de virulencia
dependiente de FliA e independiente de FIhD. Sin embargo, dado que la extensa
bibliografia describe a FliA como un gen regulado por FIhD y autoregulado, los
resultados presentados en esta tesis, implicarian un mecanismo donde la expresion de
FliA ejerce funciones de modo independiente de FIhD. Ademas, dado que fliA también
presentd una menor virulencia en moscas inyectadas con particulas de latex, donde se
bloquea la capacidad fagocitica de los hemocitos, se podria especular que este
mecanismo de virulencia mediado por FliA no estaria implicado en el proceso de

resistencia a la fagocitosis.
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Cepas de S. marcescens mutantes en componentes de la via de sintesis del
antigeno comun de enterobacterias (ECA), wecG y wecD mostraron ser menos
virulentas que la cepa silvestre, tanto en el modelo de herida séptica como en la
infeccion oral. La ausencia de una estructura completa del ECA constituye una senal
capaz de inducir el sistema de transduccién de sefales Rcs, lo que inhibe la
transcripcion de flhDC y provoca alteraciones en la capacidad matil de la bacteria y en
su habilidad de secretar fosfolipasa (Castelli & Véscovi, 2011; Castelli et al., 2008).
Dado que en los modelos de infeccion de Drosophila no se pudo encontrar un rol para
el flagelo ni para la hemolisina en la virulencia de Serratia, otros factores, como la
alteracion estructural del ECA, la incapacidad de secretar fosfolipasa PhIA y/o la
activacion de RcsB serian responsables de la alteracion observada en la virulencia de
estas cepas. De modo interesante, la cepa rcsB mostrd ser mas virulenta que la cepa
silvestre, tanto en el modelo de herida séptica como en la infeccion oral. El sistema de
dos componentes Rcs se describié originalmente en E. coli como un regulador de la
expresion del operdén cps, que codifica para proteinas necesarias para la produccion
de polisacaridos de la capsula (Huang et al., 2006). El sistema Rcs contribuye a la
modificacion de la superficie bacteriana en respuesta a los cambios del ambiente.
Ademas, regula la biosintesis del flagelo en E. coli, Salmonella enterica 'y P. mirabilis,
mediante la represion del operdn flhDC. Rcs esta involucrado en la regulaciéon de la
virulencia de S. entérica (Huang et al., 2006) y como se comenté anteriormente, en
Serratia la mutante rcsB presenta un mayor nivel de transcripcion del operon shiBA y
por lo tanto, de la actividad hemolitica (Di Venanzio, G; Stepanenko, T y Garcia
Véscovi E, manuscrito enviado para su publicacion). Entonces, se podria especular
que la hiperproduccion de la hemolisina, que en la mutante rcsB se ha determinado
que es al menos dos veces mayor que en Serratia silvestre, es la responsable del
aumento de la virulencia. Sin embargo, no se puede descartar que este fenotipo se
deba a la accién de otros factores regulados por el sistema Rcs. De modo interesante,
estos resultados se correlacionan indicando que tanto en su estado reprimido (rcsB)
como activado (en las cepas wecG o wecD) el regulador RcsB modula el potencial

patogénico de Serratia en este modelo de infeccion.

A partir de los resultados obtenidos en esta tesis junto a los resultados
anteriores del grupo (Barchiesi et al., 2012; Fedrigo et al., 2011), se propone un
modelo de infeccion de S. marcescens en células no fagociticas. Serratia requiere de
la expresion flagelar para adherirse a la célula epitelial y expresa la hemolisina ShlA,
induciendo el proceso de autofagia desde el espacio extracelular (Figura 39 A). El
patégeno ingresa a la célula hospedadora, mediante un proceso que requiere la PI3K,
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Atgs y posiblemente un ambiente acidico, contenido en una vacuola con
caracteristicas de endosoma o fagosoma temprano, que rapidamente adquiere
marcadores autofagosomales (Rab7 y LC3) (Figura 39 B). Una poblacion mayoritaria
de las bacterias intracelulares se replica rapidamente, activa la transcripcion del
sistema de dos componentes PhoP/PhoQ, contribuye a inhibir o retrasar la fusién con
lisosomas (Figura 39 C). Mientras que otra poblaciéon minoritaria del microorganismo
no es capaz de escapar al mecanismo de defensa del hospedador y es degradado en
compartimientos lisosomales (Figura 39 D). A tiempos tardios en la invasion, la
hemolisina dafia la membrana de la SeCV, reclutando galectina 8 y permitiendo la

diseminacion extracelular de Serratia (Figura 39 E).
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Figura 39. Modelo de Invasion de S. marcescens en células epiteliales. A) La bacteria requiere del flagelo
para adherirse a la célula hospedadora y, a través de la expresion de ShIA, induce autofagia desde el espacio
extracelular. Durante el proceso de internalizaciéon es necesaria la actividad de la PI3K. B) El endosoma o
fagosoma temprano adquiere marcadores de autofagosomas. C) Una poblacién mayoritaria del patégeno se
replica en la SeCV e inhibe la fusion con lisosomas, mediante la expresién de PhoPQ. D) Otra poblacion
minoritaria de bacterias intracelulares es degradada en lisosomas. E) At iempos tardios en la invasion, ShlA dafia
la membrana de la SeCV, reclutando galectina 8 y permitiendo la diseminacion extracelular de Serratia.

(Auto)lisosoma

Los resultados descriptos en la presente tesis, han permitido contribuir al
enriquecimiento del conocimiento acerca de los mecanismos desplegados por Serratia

para la infeccion, invasion celular y evasion de los sistemas de defensa del huésped.
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CONCLUSIONES GENERALES

v Los procesos de invasion, replicacion e induccion de la via autofagica
serian mecanismos comunes inducidos por S. marcescens en distintas células
hospedadoras.

v La actividad de PI3K y Atg5 son requeridas para la internalizacion y/o en
eventos tempranos de la invasion de Serratia a la célula epitelial.

4 S. marcescens es capaz de manipular el trafico vesicular canodnico y
evitar su eliminacion de la célula hospedadora.

4 Se requeriria de un ambiente con bajo pH en los procesos de
internalizacion y/o tempranos de la invasion de Serratia.

v La hemolisina ShIA es responsable del fenotipo autofagico inducido por
S. marcescens desde el espacio extracelular, pero no estaria involucrada en el
reclutamiento de LC3 a la SeCV.

v ShlA, a través del dafio de la membrana de la SeCV media la salida de
las bacterias al medio extracelular.

4 ShlA no esta involucrada en la internalizacion ni en eventos tempranos
de la invasion de S. marcescens.

v El sistema de transduccion de sefiales Rcs cumple una funcion
relevante en los mecanismos de virulencia ejercidos por Serratia en D. melanogaster.

v El sistema PhoP/PhoQ mediaria la resistencia a la acciéon de AMPs y a
la eliminacién por fagocitosis de Drosophila. En la infeccidon intestinal, estos
mecanismos podrian estar mediado por los transportadores MgtE.

4 Las cepas phlA y fliA son atenuadas en el modelo de D. melanogaster

indicando ser requeridas para el proceso de infeccion intestinal.
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RESUMEN

S. marcescens es un patdégeno oportunista causante de diversas infecciones
nosocomiales. La incidencia de las afecciones originadas por esta bacteria ha
incrementado en los ultimos afios debido a su capacidad de adherirse a superficies
abidticas y por presentar resistencia a protocolos estandares de esterilizacion y
desinfeccion. Asimismo, S. marcescens es capaz secretar varias exoproteinas, que
han sido implicadas en la virulencia de este patdgeno. Dentro de estos potenciales
factores de virulencia, la hemolisina ShlA es el mas extensamente descripto. La
hemolisina es codificada por el operdon shIBA y transportada mediante el sistema de
dos companeros. Cepas mutantes en ShlA mostraron ser menos virulentas en
modelos de lineas celulares, C. elegans, D. melanogaster y ratones. Sin embargo, aln
no se ha dilucidado cémo estos factores contribuyen a la capacidad adaptativa de la
bacteria para sobrevivir a diferentes medios y alternar entre ambientes libres y

asociados al hospedador.

Resultados anteriores de este laboratorio, permitieron demostrar que Serratia
requiere de la expresion flagelar para adherirse a la célula epitelial e induce el proceso
de autofagia desde el espacio extracelular, probablemente a través o mediado por la
accién de una exoproteina. El patégeno ingresa a la célula hospedadora contenido en
una vacuola que rapidamente adquiere marcadores autofagosomales. Una poblacion
mayoritaria de las bacterias intracelulares se replica rapidamente y se mantiene
estable hasta los 480 min p.i.

En este trabajo de tesis, se ha profundizado en el trafico intracelular que realiza
S. marcescens en la célula epitelial y los mecanismos moleculares que utiliza esta
bacteria para proliferar en el hospedador. Los ensayos aqui desarrollados demuestran
que S. marcescens es capaz de invadir y multiplicarse en distintas células epiteliales y
fibroblastos, y de disparar el proceso autofagico en estos tipos celulares. Este
patégeno dispara un proceso autofagico no candnico que incluye la participacion de
Atg5 pero no de PI3K. La actividad PI3K y posiblemente Atg5 serian requeridos en el
proceso de internalizacion en la célula hospedadora. Ademas, se requiere un ambiente
con bajo pH para la accion de uno o mas factores bacterianos involucrados en el
mecanismo de internalizacion o los procesos tempranos de la invasion de S.
marcescens. Asimismo, se demostré que Serratia evita o retrasa la fusion de las SeCV
con los lisosomas, manipulando el trafico vesicular normal de la célula y evitando su

degradacion.
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Adicionalmente, se demostréo que la expresion de ShlA es responsable del
fenotipo autofagico inducido por S. marcescens desde el espacio extracelular, pero no
estaria involucrada en el reclutamiento de LC3 a la SeCV. Ademas, en una etapa mas
avanzada de la infeccion celular ShIA danaria la membrana de la SeCV y esta
involucrada en la salida de las bacterias desde la célula eucariota y en la diseminacién
de S. marcescens al medio extracelular. Este mecanismo de salida no involucra un
pasaje a través del citoplasma de la célula invadida y no provoca alteraciones en la

integridad de dicha célula.

Los resultados expuestos aqui permitieron profundizar en el modelo de
infeccion de S. marcescens en células no fagociticas y concluir que este patdgeno
oportunista es capaz de modular el proceso de autofagia celular, encontrando en
vesiculas con caracteristicas autofagosomales un nicho apropiado donde replicarse.
Ademas, se identificé a la hemolisina ShIA como el factor responsable de la induccion
del proceso de autofagia desde el espacio extracelular y como un factor necesario
para mediar la salida de la bacteria de la célula hospedadora.

Por otro lado, los resultados obtenidos mediante los ensayos de infeccion en D.
melanogaster, mostraron que éste constituye un excelente modelo de analisis en un
organismo hospedador integro y permite el rapido y eficiente estudio de potenciales

factores de virulencia de Serratia y su mecanismo de accion.
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