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I. INTRODUCCIÓN GENERAL 

I.1. Serratia marcescens 

I.1.1- El género Serratia 

El género Serratia pertenece a la familia Enterobactericeae. Los miembros del 

género son bacilos Gram negativos, de 0,5-0,8 μm de diámetro y 0,9-2,0 μm de 

longitud, anaerobios facultativos, móviles, de flagelación perítrica. Presentan 

metabolismos respiratorios y fermentativos (1) . Existen 14 especies y 2 subespecies 

reconocidas en el género, S. entomophila, S. ficara, S. fonticola, S. glossinae, S. 

grimesii, S. liquefaciens, Sma subsp. marcescens, Sma subsp. sakuensis, S. 

nematodiphila, S. odorifera, S. plymuthica, S. proteamaculans, S. quinivorans, S. 

rubidaea, S. ureilytica (2). Cepas de Serratia pueden ser aisladas de diversos nichos 

ambientales: suelo, agua, y aire. Pueden actuar como patógenos con un rango de 

hospedador muy amplio, siendo capaces de infectar plantas, invertebrados y 

vertebrados. La ubicuidad de Serratia se atribuye principalmente a un conjunto de 

rasgos característicos del género: la secreción de potentes enzimas líticas es 

relevante para la colonización de nichos medioambientales, la adquisición de 

nutrientes, y la destrucción de competidores; la presencia de múltiples resistencias a 

antibióticos; motilidades tipo swimming o swarming; la producción de metabolitos 

secundarios (como prodigiosina en las cepas pigmentadas, o biosurfactantes); y la 

capacidad de presentar comportamientos comunitarios, como el quorum sensing y la 

producción de biopelículas (3, 4). Serratia spp. rara vez son la causa de las 

infecciones primarias en los seres humanos. En cambio, son patógenos oportunistas 

que representan una amenaza para pacientes hospitalizados e inmunocomprometidos. 

I.1.2. Antecedentes históricos de Serratia marcescens 

Serratia marcescens (Sma) es la especie más estudiada del género. Fue 

descubierta en 1819 por el farmacéutico Bartolomeo Bizio, quién estudiaba el 

fenómeno de enrojecimiento de polenta en la ciudad de Padua, Italia. La denominó 

Serratia en honor a Seferino Serrati, un físico reconocido de la época. Como el 

pigmento decaía rápidamente y el alimento se descomponía, Bizio agregó al nombre 

de su microorganismo el epíteto marcescens que proviene del latín “decaer, 

descomponer” (5, 6). Originalmente, Sma era considerada un organismo saprófito 

inocuo, no patogénico y usualmente usada como marcador biológico para estudiar la 

diseminación de microorganismos debido a sus colonias rojas fácilmente identificables 
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(3). Luego de la revisión de una serie de incidentes, en 1896, el Prof. Scheurlen de la 

Universidad de Estrasburgo demostró que Serratia era el agente causal de gran 

número de muertes.  Entre 1950 y 1966, Sma fue utilizada como un simulador de 

pruebas de armas biológicas por los militares de EE.UU. Cultivos de Serratia fueron 

aerosolizados sobre una población que desconocía el experimento al que estaba 

siendo sometida. A los pocos días de la diseminación, se comenzaron a reportar 

brotes de infecciones causadas por Serratia marcescens (7). Desde 1960, la 

incidencia de esta bacteria en infecciones humanas se ha incrementado, registrándose 

el surgimiento de numerosas cepas resistentes a múltiples antibióticos.  

I.1.3. Serratia marcescens y su patogenia 

En humanos, Sma se clasifica como un patógeno oportunista, siendo uno de los 

principales microorganismos causantes de infecciones nosocomiales en unidades de 

terapia intensiva y de cuidados neonatales, las cuales son importantes debido a su alta 

mortalidad y costo, que son aún mayores cuando adquieren un carácter epidémico (8, 

9). El 97% de los aislamientos clínicos del género Serratia corresponde a la especie 

Serratia marcescens, siendo escasos los reportes de infecciones causadas por los 

demás miembros del género (1).  

Se ha comprobado que Sma, así como Escherichia coli, Klebsiella spp., 

Pseudomonas aeruginosa, y Shigella spp., es capaz de sobrevivir en superficies 

inanimadas por el término de meses, factor que favorece su permanencia y 

diseminación (10). Además, Sma se adhiere fácilmente a instrumental hospitalario, 

catéteres, endoscopios y tubos intravenosos, siendo elevada su resistencia a los 

procedimientos de esterilización y a protocolos convencionales de desinfección (11). 

Se la ha encontrado también en comidas, particularmente en preparaciones con alto 

contenido de almidón, lo que le provee un excelente ambiente de crecimiento.  

En humanos, luego de ingresar en el hospedador, Sma puede infectar 

numerosos sitios, incluidos los epitelios urinario (12) y respiratorio (13), los músculos y 

el tejido subcutáneo (14), los riñones (12), los pulmones (15) y también el corazón y 

pericardio (16). Asimismo, son comunes las infecciones oculares -no necesariamente 

en pacientes hospitalizados o inmunocomprometidos-  producidas por Sma, siendo 

una causa frecuentes de queratitis (17). En general, las infecciones causadas por Sma 

inducen inflamación y fiebre, pero se puede desarrollar bacteriemia fatal en pacientes 

debilitados por infecciones previas, cirugía o inmunosupresión. A pesar de haberse 

identificado diversos factores de virulencia potenciales producidos por Sma, son 
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escasas las publicaciones donde se explora en profundidad los mecanismos que 

utiliza para invadir, sobrevivir y proliferar dentro del hospedador. 

Hertle y Schwartz reportaron que Sma es capaz de invadir distintas líneas 

celulares epiteliales, por un mecanismo dependiente de la adhesión mediada por 

fimbrias, y de la producción de hemolisina. Propusieron que dicha toxina facilitaría la 

internalización de la bacteria, pero no estaría involucrada en la replicación intracelular 

(18). En un reporte más reciente se demostró que distintos aislamientos clínicos no 

pigmentados de Sma eran citotóxicos ante distintas líneas celulares epiteliales y de 

macrófagos, y que esta citotoxicidad era dependiente del contacto entre las bacterias y 

las células eucariotas. Además, se reportó que Serratia era capaz de inducir necrosis y 

apoptosis dependiente de caspasas en estas líneas celulares (19). 

En nuestro laboratorio, examinando los mecanismos que el patógeno despliega 

para invadir el organismo hospedador, nuestro grupo de trabajo determinó que Sma no 

sólo es capaz de invadir células no fagocíticas, sino también de persistir y replicarse 

en el interior de compartimentos con características autofágicas, que se denominaron 

SeCV (vacuola que contiene a Serratia) (20). La autofagia es el proceso celular 

durante el cual regiones del citoplasma, como así también constituyentes celulares 

deteriorados, son capturados en estructuras de doble membrana denominadas 

autofagosomas, los cuales son formados a través de la elongación y cierre de 

vesículas llamadas fagóforos. Normalmente, los autofagosomas se fusionan con 

lisosomas para dar origen a los autolisosomas, donde el material capturado es 

sometido a degradación hidrolítica en medio ácido. La autofagia juega un rol clave en 

la degradación de organelas dañadas, proteínas mal plegadas u otros contenidos 

citosólicos potencialmente tóxicos, como lo son los patógenos. Según el modelo 

desarrollado en el laboratorio, Serratia requiere de la expresión flagelar para adherirse 

a la célula epitelial y expresa la hemolisina ShlA, induciendo el proceso de autofagia 

desde el espacio extracelular. Luego, el patógeno ingresa a la célula hospedadora 

contenido en una vacuola con características de endosoma o fagosoma temprano, que 

rápidamente adquiere marcadores autofagosomales (Rab7 y LC3) (21). Una población 

mayoritaria de las bacterias intracelulares se replica rápidamente y, mediante la 

intervención de ShlA y de genes regulados por el sistema PhoP/PhoQ (22) (en 

conjunción con otros potenciales factores bacterianos aún no caracterizados) se 

produce un bloqueo de la fusión con lisosomas. Mientras que otra población 

minoritaria del microorganismo, no es capaz de escapar al mecanismo de defensa del 

hospedador y es degradado en compartimientos lisosomales. Como resultado, Sma 

sería capaz de subvertir el proceso de autofagia celular, encontrando en los 
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autofagosomas un nicho adecuado para su replicación intracelular. Posteriormente, 

nuestro grupo de trabajo demostró que ShlA también comanda el escape de Serratia a 

partir de las células invadidas. La toxina induce una movilización del Ca2+ intracelular 

que remodela el citoesqueleto de actina y facilita el egreso de las SeCVs, en un 

proceso exocítico no lítico (23).  

También se ha demostrado la capacidad de esta enterobacteria para invadir un 

amplio rango de hospedadores, tales como el nematodo Caenorhabditis elegans y la 

mosca de la fruta Drosophila melanogaster. En C. elegans, se corroboró que los genes 

implicados en la biosíntesis de LPS, la captación de hierro y la producción de 

hemolisina son necesarios para la virulencia de Serratia in vivo (24). Serratia es capaz 

de invadir células epiteliales del intestino medio de D. melanogaster al atravesar el 

intestino del insecto para llegar a la cavidad corporal, haciendo frente a la respuesta 

inmune sistémica del insecto, como se discute más adelante (25). 

I.1.4. Factores de virulencia  

Las bacterias patógenas a lo largo de la evolución han adquirido características 

que les permiten invadir el ambiente del hospedador, expresar receptores superficiales 

especializados para su adhesión, permanecer en estos sitios a través de procesos de 

colonización, evadir al sistema inmune y finalmente causar daño tisular con el fin de 

lograr acceso a fuentes de nutrientes necesarios para su crecimiento y reproducción. 

Por lo tanto, un factor o determinante de virulencia es un componente microbiano que 

favorece el crecimiento o supervivencia durante la infección. Generalmente, la 

patogénesis de una bacteria es un proceso multifactorial que requiere la acción 

coordinada de estos factores (26).  

En Sma, se han identificado numerosos factores de virulencia. Sin embargo, el 

rol y la preponderancia de muchos de ellos no han sido totalmente dilucidados ya que, 

como expresamos anteriormente, no se conocen en profundidad los mecanismos de 

invasión que utiliza esta bacteria. 

I.1.4.1. Prodigiosina 

Sma puede producir prodigiosina (2-metil-3-amil-6-metoxi-5-(2-pirril)-2,2’-

dipirrilmeteno), pigmento rojizo no difusible, insoluble en agua, unido a la envoltura 

celular. Constituye un metabolito secundario típico, siendo producido sólo en etapas 

tardías del crecimiento bacteriano y bajo condiciones aeróbicas. Se ha reportado que 

presenta actividad antimicrobiana, antifúngica, antiprotozoo, inmunosupresora y 
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anticancerígena (27). El pigmento no tiene rol fisiológico definido, se supone que 

podría actuar como mecanismo protector en condiciones desfavorable. Las cepas 

pigmentadas son comúnmente aquellas aisladas de medios naturales, mientras que la 

mayoría de las cepas provenientes de aislamientos clínicos son no pigmentadas y sus 

colonias presentan un color blanco-amarillo (4). 

I.1.4.2. Resistencia antibiótica 

La incidencia de infecciones ocasionadas por Serratia se ha visto incrementada 

en los últimos años, y es esencialmente atribuida a la adquisición de mecanismos de 

resistencia a antibióticos múltiples. Se han reportado resistencias a compuestos β-

lactámicos, cefalosporinas, aminoglicósidos y fluoroquinolonas que complican el 

tratamiento de las infecciones nosocomiales causadas por Sma (28). 

La resistencia a antibióticos β-lactámicos viene dada por dos mecanismos: la 

expresión de β‐lactamasas activas capaces de degradar antibióticos de la familia de 

las cefalosporinas, carbapenemes y penicilinas, como ser β-lactamasas de amplio 

espectro y metalo-β-lactamasas (29–31); y por otro lado, una menor permeabilidad de 

la membrana debido a modificaciones en el antígeno O de su LPS (3). 

La inactivación de los antibióticos aminoglicósidos tales como gentamicina, 

estreptomicina y amicacina se da por la expresión en muchas cepas de Serratia de 

adenil- y acetil-transferasas (32, 33). Generalmente, estas enzimas se expresan desde 

plásmidos que se transfieren por conjugación a otras cepas y permiten la diseminación 

de la resistencia bacteriana, aumentando la incidencia de infecciones causadas por 

Serratia.  

La resistencia a fluoroquinolonas (inhibidoras de la ADN girasa bacteriana) se 

basa en dos mecanismos descriptos para Serratia: presencia de mutaciones 

específicas en la ADN girasa que reducen su susceptibilidad a las fluoroquinolonas; y 

por otro lado, bombas de eflujo específicas para ciprofloxacina y oxofloxacina, 

responsables de evitar la acumulación de la fluoroquinolona en el interior de la bacteria 

(34–36). 

I.1.4.3. Detección de densidad celular (quorum sensing) 

Se conoce como quorum sensing al proceso por el cual las bacterias detectan su 

densidad poblacional y utilizan esta información en pos de regular coordinadamente la 

expresión de diferentes genes logrando adaptarse a diversas condiciones ambientales. 

Los microorganismos son capaces de producir moléculas señales que se acumulan 
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conforme la población aumenta, y al exceder la señal un valor umbral de 

concentración se activa la expresión de diversos genes. De esta manera, se modulan 

los procesos fisiológicos de forma concertada a través de toda la población (37). 

Diversas especies bacterianas regulan mediante quorum sensing un amplio espectro 

de procesos importantes: virulencia, producción de metabolitos secundarios, simbiosis, 

esporulación y formación de biopelículas.  

En bacterias Gram negativas, las señales de quorum sensing más comunes son 

las N-acil homoserin lactonas (aHSL), detectadas por mecanismos del tipo LuxIR. La 

aHSL es sintetizada mediante una sintetasa LuxI y la proteína LuxR es el regulador 

transcripcional que, luego de su activación por aHSL, es capaz de inducir o reprimir los 

genes dependientes de este sistema (37). En Sma se han descripto dos sistemas de 

quorum sensing del tipo LuxIR. SwrI (homologo a LuxI) dirige la síntesis N-butanoil-L-

homoserin lactona (C4-HSL) y N-hexanoil-L-homoserin lactona (C6-HSL), las cuales a 

través de SwrR inducen la producción de exoproteínas y biosurfactante, motilidad tipo 

swarming y la formación de biopelículas (38–41). Por su parte, el sistema SpnIR actúa 

para derreprimir la síntesis de biosurfactante y de prodigiosina (42). 

Por otro lado, un segundo tipo de sistema presente tanto en Gram negativas 

como Gram positivas es el del tipo LuxS que utiliza una molécula señal denominada 

Autoinductor-2 (AI-2). Esta señal, a diferencia de las aHSL, es universal y se postula 

que puede servir para la comunicación intra e interespecie. LuxS es la proteína 

responsable de la producción del AI-2 y, en condiciones de alta densidad celular, el 

autoinductor se une al sensor LuxP iniciando una cascada de desfosforilación que 

finaliza con la activación del regulador transcripcional LuxR (43). En Sma el sistema 

LuxS/AI-2 está involucrado en la producción de prodigiosina, carbapenemes y 

hemolisina, La mutante en luxS es menos virulenta en el modelo de infección de C. 

elegans, y muestra una mayor producción de biopelículas al comparar con la cepa 

parental (44).  

I.1.4.4. Flagelo  

El flagelo es la organela responsable de la locomoción en muchas especies 

bacterianas. Los flagelos bacterianos está compuestos por: un cuerpo basal, que ancla 

el flagelo en la envoltura celular bacteriana y contiene el motor que impulsa la rotación 

flagelar; el gancho, 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 líquido en el que se encuentra. Tanto el 
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filamento como el gancho son estructuras cilíndricas huecas que se extienden desde 

la superficie celular. A través de ellas, se translocan y autoensamblan en el extremo 

distal los componentes proteicos del flagelo. 

La expresión los más de 50 genes flagelares está regulada en múltiples niveles 

en respuesta a señales ambientales y señales acopladas al desarrollo morfológico de 

la organela flagelar, permitiendo que las proteínas flagelares sean producidas en el 

momento exacto en que son requeridas para ensamblarse en la estructura flagelar 

(45). Dentro del regulón, los operones están divididos en tres clases de distinta 

jerarquía transcripcional temporalmente reguladas: clases temprana, media y tardía. El 

operón del regulador maestro flagelar flhDC es el único miembro de la clase temprana 

de genes. Su expresión responde a numerosas señales globales a través de una serie 

de reguladores como las proteínas de shock térmico DnaK, DnaJ y GrpE, que 

responden a cambios en temperatura; OmpR, que responde a osmolaridad; H-NS, que 

responde a cambios en pH; AMPc-CRP, que responde a cambios en la disponibilidad 

de fuentes de carbono y el sistema RcsCDB, que responde a estrés de la envoltura 

celular, entre otros factores, como se describirá más adelante (46). Las proteínas FlhD 

y FlhC forman un complejo heterotetramérico -FlhC2FlhD2- que actúa como activador 

transcripcional de los operones de clase media. Esta activación es dependiente de la 

ARN polimerasa asociada a la subunidad σ70 (47). Los productos proteicos de los 

operones de clase media incluyen proteínas necesarias para la estructura y 

ensamblaje del cuerpo basal, así como también dos reguladores transcripcionales: 

FliA y su regulador negativo, FlgM. fliA codifica para una subunidad σ alternativa de la 

ARN polimerasa, σ28. Esta subunidad confiere especificidad a la ARN polimerasa para 

los promotores flagelares de los genes tardíos. En nuestro laboratorio, se determinó 

que, en Sma, el regulador RcsB es capaz de inhibir la transcripción del operón 

maestro flhDC y, por lo tanto inhibir la biosíntesis del flagelo (48). 

I.1.4.5. Motilidad dependiente de flagelo y biosurfactantes 

Sma es capaz de desarrollar dos formas de motilidad mediadas por flagelo, 

swimming y swarming, dependiendo de la viscosidad del medio (49). El swimming 

ocurre en medio líquido y es el movimiento individual de la bacteria mediado por 

flagelo que no involucra procesos de diferenciación celular. Las células presentan sólo 

uno o dos flagelos polares (50) y se mueven individualmente en forma aparentemente 

desorganizada, pasando por periodos de nado suave interrumpidos por tumbos cortos 

(51). En contraposición, el swarming ocurre en medio semisólido y está acompañado 

por diferenciación celular, reflejándose en la aparición de células bacterianas más 
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largas, multinucleadas, aseptadas e hiperflageladas (49), que se mueven 

coordinadamente sobre la superficie del agar. El rápido movimiento de las células con 

motilidad tipo swarming en el borde de la colonia, acompañado por crecimiento 

bacteriano dentro de la colonia, da lugar a una colonización extremadamente rápida 

(51). En Sma la motilidad de tipo swarming está sujeta a regulación por temperatura, 

siendo activada a 30ºC y reprimida a 37ºC (52). El swarming está controlado, 

principalmente, por dos reguladores maestros: un control dado por el regulador 

transcripcional FhlD2C2, el cual regula la biosíntesis completa del flagelo y un control 

metabólico, ejercido por el sistema de quorum sensing SwrIR (38). 

Existen varios compuestos extracelulares, como polisacáridos y biosurfactantes, 

que mediante la reducción de la tensión superficial del medio facilitan la translocación 

sobre la superficie. Se han identificado tres compuestos con propiedades 

biosurfactantes en Sma denominados serrawettinas W1, W2 y W3, todos ellos con una 

estructura ciclolipopeptídica similar. Cada cepa es capaz de secretar sólo una de estas 

especies moleculares, siendo W1 secretada por cepas pigmentadas, mientras que W2 

y W3 son producidas por cepas no pigmentadas (53) . La producción de serrawettina 

W2 está controlada por el sistema SwrIR, y mutantes en dicho gen son incapaces de 

realizar swarming (54).  

I.1.4.6. Biopelículas 

Las biopelículas son comunidades estructuradas de microcolonias bacterianas 

adheridas a una superficie y embebidas en sustancias exopoliméricas producidas por 

las mismas bacterias. Estas comunidades bacterianas suelen tener mayor resistencia 

a agentes antimicrobianos y a los mecanismos de defensa del hospedador (55). Las 

biopelículas modelos formadas por bacterias como P. aeruginosa y E. coli, consisten 

en células no diferenciadas empaquetadas en microcolonias. En cambio, la formación 

de biopelículas en Sma responde a un programa genético en el cual se observa 

diferenciación celular y estructural; con formación de células filamentosas, agregación 

de células vegetativas y entrecruzamiento de cadenas celulares durante la maduración 

del mismo. La formación de estas estructuras es dependiente del sistema de quorum 

sensing SwrIR. Debido a que Sma es capaz de adherirse tanto a superficies bióticas 

como abióticas, y de formar biopelículas sobre catéteres, implantes, lentes de 

contacto, etc.; este comportamiento comunitario le facilitaría a la bacteria el contacto 

con los tejidos y su posterior ingreso al hospedador (39). 
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I.1.4.7. El secretoma Lip 

Transportador Lip. Generalidades 

Una de las características distintivas de Serratia marcescens es su capacidad 

para secretar gran variedad de enzimas al medio extracelular a través de múltiples 

mecanismos. En particular, Serratia posee un sistema de secreción tipo I (SSTI), 

denominado Lip, cuyos sustratos son: la lipasa LipA; una proteína de membrana SlaA 

(o proteína de la capa S); la metaloproteasa PrtA; y SlpB, una segunda 

metaloproteasa que ha sido recientemente identificada también como parte del 

secretoma (56). Todas estas proteínas requieren de un motivo C-terminal específico 

para poder exportarse a través de este sistema (57, 58). El sistema Lip está codificado 

por el operón lipBCD y está constituido por tres proteínas: LipB es la ATPasa de 

membrana, es decir, pertenece a la familia de transportadores que unen e hidrolizan 

ATP y está anclada a la membrana interna de la bacteria. LipC es la proteína de fusión 

de membrana MFP (membrane fusión protein) que permite el pasaje a través de las 

membranas y evita el contacto de las proteínas exportadas con el periplasma. LipD es 

una proteína ubicada en la membrana externa (57).  

La expresión del transportador Lip, en particular la expresión de lipB es 

dependiente del sistema quorum sensing SwrIR. Así, La actividad proteolítica  y la 

expresión extracelular de SlaA está regulada por Swr, a través del sistema Lip. Sin 

embargo, la actividad lipasa, a pesar de ser secretada por el sistema Lip, no presenta 

regulación por el sistema Swr. La hipótesis sugerida por Riedel et al. es que LipA 

tendría mayor afinidad que PrtA y que SlaA por el exportador Lip y de esta forma la 

capacidad limitada de exportación en entornos swrI, donde la expresión de la proteína 

LipB está reprimida, afectaría la secreción de estas dos últimas proteínas pero no la 

secreción de la lipasa (41). 

Lipasa 

LipA es una lipasa extracelular, de 62 kDa, clasificada en base a su secuencia 

nucleotídica como lipasa verdadera perteneciente a la subfamilia I-3 (59). Las lipasas 

de esta subfamilia se caracterizan por presentar alto peso molecular, sitio activo 

característico de las serina esterasas, actividad dependiente de Ca2+, exporte mediado 

por SSTI y ausencia de péptido señal N-terminal para su transporte (60, 61). 



Introducción General 

 
18 

Proteína de capa S 

SlaA es una proteína de superficie, de 100 kDa, localizada en la membrana de 

Sma (62). Estas proteínas son glicoproteínas que se disponen mediante 

entrecruzamientos oblicuos, tetragonales o hexagonales, formando estructuras cuasi 

cristalinas, en la membrana externa de las bacterias. Se desconoce cuál es el rol 

fisiológico de SlaA; sin embargo, en Campylobacter fetus se ha reportado que la 

proteína homóloga de capa S RsaA estaría involucrada en su resistencia al 

complemento por inhibir la unión de factores séricos específicos (63). 

Metaloproteasas PrtA y SlpB 

La metaloproteasa PrtA, comúnmente denominada serralisina, es el miembro 

prototípico de una familia homónima de proteasas, que a la vez pertenecen a la 

superfamilia de las zinc metaloproteasas (64). Estructuralmente, la serralisina se 

compone de dos dominios globulares: un dominio proteolítico N-terminal y un dominio 

C-terminal capaz de unir Ca2+. El dominio N-terminal contiene el motivo canónico 

HEXXHXXGXXH asociado a la coordinación del Zn2+ en este tipo de metaloproteasas, 

y también posee una homología estructural significativa con otras metaloproteasas, 

incluyendo aquellas involucradas en el procesamiento de la matriz extracelular en 

humanos (65, 66). El dominio C-terminal contiene múltiples motivos de unión a Ca2+ 

asociados con la familia RTX (repeat in toxin) de factores de virulencia bacterianos 

(67). Dichos motivos están compuestos por repeticiones de una secuencia 

nonapeptídica rica en aspartato y glicina. La unión del Ca2+ a estos motivos induce su 

plegamiento así como también el plegamiento y la activación del dominio N-terminal. 

Este modo de regulación mediada por calcio parece ser no sólo un mecanismo común 

a la familia de las serralisinas, sino también para la familia RTX de factores de 

virulencia y toxinas (67, 68). La serralisina se sintetiza como zimógeno, para luego 

perder un pro-péptido durante el proceso de secreción y activación. La proteína 

madura tiene un peso de 50,6 kDa (69).  

Las especies bacterianas productoras de serralisinas normalmente co-expresan 

inhibidores que bloquean la función de sus respectivas proteasas en el citosol o el 

periplasma (70, 71). El inhibidor se une al sitio activo de la proteína a través de la 

coordinación con el ion Zn2+ y contactos proteína-proteína con superficies del dominio 

catalítico N-terminal (72, 73). Se desconoce la utilidad de la localización periplásmica 

del inhibidor, debido a que estas enzimas normalmente no se encuentran allí.  
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La serralisina PrtA de Serratia es considerada un importante factor de virulencia. 

Estudios in vitro utilizando señalaron que la misma es capaz de degradar IgG, IgA, y 

fibronectina, y de producir citotoxicidad en una amplia variedad de tipos celulares (74–

76). Además, PrtA fue capaz de inducir respuestas inflamatorias en células escamosas 

de carcinoma pulmonar humano (EBC-1), induciendo la expresión de IL-6 e IL-8 (77). 

PrtA fue el factor predominante en modelos de daño corneal utilizando conejos: la 

serralisina causó queratitis al ser inyectada y promovió la dispersión bacteriana a 

través del estroma corneal (78).  

Molla et al. (79) han demostrado que la α2-macroglobulina, una proteína sérica 

ampliamente distribuida en mamíferos e implicada en la inhibición de proteasas tanto 

exógenas como endógenas, es capaz de formar un complejo con PrtA, el cual es 

luego captado por la célula hospedadora (fibroblasto o macrófago) mediante una 

endocitosis mediada por receptor. Sin embargo, se señaló que la serralisina se 

liberaría de la α2-macroglobulina, recuperando su actividad proteolítica, y 

eventualmente causando la desintegración de la estructura intracelular y la muerte de 

la célula.  

Asimismo, PrtA podría degradar proteínas de superficie celular en mamíferos 

modulando la fisiología celular. En un estudio reciente, se demostró que PrtA es capaz 

de  activar canales epiteliales de sodio en distintos modelos de celulares pulmonares. 

Dicha activación, podría volver más favorable el ambiente pulmonar para eventos 

como la adhesión bacteriana y la subsecuente colonización, contribuyendo así a la 

virulencia de Sma (80).  

Además, PrtA alteró procesos inmunes celulares utilizando el modelo del gusano 

de seda Bombyx mori. Por un lado, se determinó que -tras la inyección con 

sobrenadantes de Serratia- la serralisina está involucrada en la reducción de la 

adhesividad de hemocitos circulantes, provocando la supresión de la inmunidad 

celular. En particular, PrtA degrada BmSPH-1, un factor que media la adhesión de los 

hemocitos a la superficie tisular (81). Por otro lado, PrtA fue el factor responsable de 

promover el sangrado de hemolinfa en la larva tras la inyección con extractos 

extracelulares de Sma, inhibiendo el proceso de coagulación de la herida (82).  

Las proteasas de la familia de serralisina no son exclusivas de Serratia, sino que 

se han descripto proteasas RTX homólogas en otros seis géneros bacterianos que 

incluyen a Erwinia, Pseudomonas, Proteus, Caulobacter, Photorhabdus y 

Xenorhabdus (67). Estas metaloproteasas también fueron señaladas como 

determinantes de virulencia, principalmente debido a su capacidad para la 
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degradación de factores inmunes humorales. Por ejemplo, estudios in vitro revelaron 

que ZapA de P. mirabilis degrada IgA e IgG, y. AprA de Pseudomonas aeruginosa es 

capaz de hidrolizar fibrina y fibrinógeno (83), y exhibe una actividad anticoagulante en 

plasma humano (84). También es capaz de escindir laminina, lo que sugiere un rol 

directo en la invasión de tejidos y en las lesiones hemorrágicas que causa este 

microorganismo (85). Además, AprA es capaz de degradar moléculas del 

complemento, lo que facilitaría la supervivencia y la proliferación de Pseudomonas en 

el plasma del organismo hospedador (86). Por su parte, ZapA de Proteus mirabilis 

tiene la capacidad de escindir IgG, IgA, y péptidos antimicrobianos tales como 

defensina β-1 y LL-37 (87–89); y se ha demostrado que se expresa específicamente 

durante la diferenciación células swimmers a células swarmers (90). 

Una segunda metaloproteasa de la familia de las serralisinas pero diferente a 

PrtA, fue recientemente identificada como parte del secretoma Lip en la cepa Sma 

PIC3611. SlpB provoca citotoxicidad sobre una línea celular de carcinoma pulmonar, al 

ser sobre-expresada. El análisis de perfiles proteicos por SDS-PAGE indica que SlpB 

se produce a menores niveles que PrtA. Asimismo,  ensayos con la proteína purificada 

in vitro demostraron que la proteína provoca citotoxicidad frente células respiratorias y 

oculares en cultivo. Dicho efecto es calcio-dependiente, y es capaz de ser inhibido por 

el inhibidor de proteasa AprI, proveniente de P. aeruginosa (71, 76).   

I.1.4.8. Otras exoproteínas  

A continuación, se brinda una síntesis desarrollando las principales 

características del resto de las exoproteínas descriptas de Serratia, algunas de las 

cuales se encuentran bien caracterizadas, como el caso de la hemolisina; sin 

embargo, el rol y los mecanismos de secreción para otras enzimas (quitinasas, 

nucleasa, etc) permanecen sin dilucidarse. 

Hemolisina 

La hemolisina ShlA de Sma ha sido extensamente estudiada y es considerada 

uno de los principales factores de virulencia de esta bacteria. ShlA fue el primer 

miembro caracterizado de un nuevo grupo de proteínas secretadas por el sistema de 

dos compañeros o tipo Vb. En el operón shlAB, shlA codifica para la hemolisina, 

proteína de 165 kDa; y shlB codifica para una proteína de membrana externa de 65 

kDa. Ambas proteínas, ShlA y ShlB, se exportan al periplasma mediante un péptido 

señal N-terminal. Posteriormente, ShlB se inserta en la membrana externa de la 

bacteria y colabora tanto en la secreción de ShlA como en su activación (91, 92). Se 
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ha reportado que la activación de ShlA también depende de fosfoetanolamina, un 

componente principal de la membrana externa de Sma (93).  

La hemolisina no es literalmente secretada al medio extracelular, ya que puede 

ejercer su acción unida a la membrana de la bacteria; y produce poros por un 

mecanismo diferente a las hemolisinas prototípicas (toxinas RTX, α-toxina de 

Staphylococcus aureus y estreptolisina O) (94, 95). Asimismo, se ha reportado que 

ShlA es requerida para la invasión a diferentes líneas epiteliales; y en dosis sublíticas, 

induce depleción de ATP y eflujo de K+ tanto en células epiteliales como en 

fibroblastos. A concentraciones mayores a las sublíticas, ShlA conduce a la 

vacuolización del citoplasma y a la lisis celular (94, 95). 

Kurz et al. (24) identificaron a la hemolisina de Sma como un factor de virulencia 

necesario para la invasión en C. elegans, D. melanogaster y ratones. Además, en este 

mismo trabajo se demostró que una cepa mutante en ShlA presentaba menor 

citotoxicidad ante distintas líneas celulares. 

Como se comentó previamente, en nuestro laboratorio, se determinó que la 

hemolisina es responsable de inducir el proceso autofágico en células CHO desde el 

medio extracelular, así como también de provocar una movilización de Ca2+ con un 

rearreglo concomitante de actina en la célula hospedadora que media el escape de las 

bacterias hacia el medio extracelular (21, 23).  

Serina proteasa 

Se secreta mediante un sistema de secreción de tipo V (SSTV), también llamado 

de autotransporte: la proteasa es sintetizada en una forma precursora más larga y 

luego es convertida en la proteína madura por corte de una secuencia señal N-terminal 

y una pro-región C-terminal. Esta región C-terminal se integra a la membrana externa 

y cumple la función de exportar la proteína madura a través de dicha membrana (96, 

97). 

Quitinasas 

Estas enzimas llevan a cabo el paso crítico en la degradación y utilización de 

quitina, un polímero de unidades de N-acetilglucosamina unidas por uniones β-1,4,  

como fuente de carbono y energía en bacterias. Sma produce al menos tres quitinasas 

codificadas por los genes chiA, chiB y chiC (98, 99). Asimismo, Serratia codifica para 

una proteína con homología a las llamadas CBPs (por chitin binding proteins), las 

cuales promueven la interacción entre las quitinasas y sus respectivos sustratos, e 



Introducción General 

 
22 

incrementan la actividad de dichas enzimas (100). La quitina un componente 

estructural del exoesqueleto de artrópodos y de la pared celular de hongos, por ende, 

las quitinasas serían exoenzimas tóxicas para estos organismos. 

Fosfolipasa 

Mediante la expresión del operón phlAB, Sma produce una fosfolipasa A (PhlA) y 

una proteína accesoria (PhlB), que previene la actividad de PhlA dentro de la bacteria 

(101). Se demostró que PhlA es coexpresada con los genes flagelares, y requiere del 

flagelo para su exporte (102). Si bien no se ha dilucidado el rol patogénico de esta 

fosfolipasa, recientemente, se ha reportado que PhlA presenta actividad hemolítica 

frente a glóbulos rojos y actividad citotóxica sobre células epiteliales. La liberación de 

lisofosfolípidos, provenientes de la hidrólisis de fosfolípidos originada por PhlA, serían 

los responsables de desestabilizar las membranas y originar la actividad hemolítica y 

citotóxica (103).  

Nucleasa 

Sma secreta una nucleasa con capacidad de degradar ARN y ADN tanto simple 

como doble hebra. Está codificada por el gen nucA y requiere Mg2+ para su actividad 

óptima (104). Las bacterias pueden degradar ácidos nucleicos y usar ribosa o 

desoxirribosa como fuente de energía y nucleótidos para la síntesis de ADN y ARN. 

Por lo tanto, esta enzima promovería el crecimiento de Sma. Asimismo, se ha 

reportado que presenta actividad anti-viral y anti-tumor (105). 

 

I.2. Vesículas de membrana externa 

Las vesículas de membrana externa, también llamadas OMVs (outer membrane 

vesicles) son nanoparticulas delimitadas por una bicapa lipídica, esferoides, de tamaño 

heterogéneo (10-300 nm de diámetro) (106). Las OMVs se producen cuando 

pequeñas porciones de la membrana externa (ME) protruyen desde la bacteria para 

finalmente separarse y liberarse al medio extracelular. Se cree que todos los tipos de 

bacterias Gram negativas son capaces de producir OMVs en todas sus fases de 

crecimiento, y en una variedad de ambientes incluyendo cultivos planctónicos, 

biopelículas, ambientes de agua dulce y marinos, dentro de células eucariotas y dentro 

de mamíferos hospedadores. Dado su origen, están formadas principalmente por 

componentes de membrana externa, como fosfolípidos, proteínas y lipopolisacárido 

(LPS). Los análisis proteómicos y bioquímicos han revelado que las OMVs también 
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encapsulan material periplásmico, enzimas, peptidoglicano, ADN y ARN; y se asocian 

con proteínas solubles adherentes en su cara externa (107, 108). Todas estas 

moléculas que forman parte de las OMVs, permiten a las vesículas transportar mucho 

del material biológico producido por la bacteria parental hacia sitios distantes, 

permitiendo que se les atribuyan una gran variedad de funciones como la transferencia 

de factores de virulencia, la modulación de la patogénesis, la comunicación 

interbacteriana y el mantenimiento de comunidades microbianas, entre otras (109).  

I.2.1. Biogénesis de OMVs 

Al día de hoy no se ha postulado un mecanismo molecular aunado que dirija la 

biogénesis de OMVs; por el contrario, la evidencia acumulada nos permite indicar la 

existencia de múltiples vías de generación de vesículas.  

Uno de los modelos propone la vesiculización está favorecida en áreas donde el 

entrecruzamiento entre la membrana externa y el peptidoglicano subyacente está 

reducido (figura I.1.A). Los componentes constituyentes de dicho entrecruzamiento 

han sido extensamente estudiados en E. coli; sin embargo, se conoce poco acerca de 

su dinámica de síntesis/reciclado, y de la homogeneidad de su distribución. OmpA es 

una proteína de membrana externa que contiene un sitio de unión periplásmico para el 

ácido diaminopimélico (DAP), un componente del peptidoglicano (PG) (110). Mutantes 

de  E. coli, Salmonella spp. y Acinetobacter baumannii carentes de OmpA muestran un 

fenotipo hipervesiculizante, probablemente como consecuencia de un 

entrecruzamiento deficiente entre el PG y la membrana externa (111–113). Otros 

componentes intervinientes en este entrecruzamiento son: el complejo Tol-Pal, 

formado por las proteínas TolA, TolB, TolQ, TolR y Pal, que se extiende desde la 

membrana citoplasmática a través del periplasma hasta la membrana externa, sitio en 

el cual Pal se ancla a través de un motivo N-terminal diacilglicérido mientras que 

interactúa fuertemente con el PG mediante su región C-terminal (114); y Lpp o 

lipoproteína de Braun: la lipoproteína más abundante en bacterias Gram negativas, un 

tercio de la misma encontrándose covalente entrecruzada con el PG, constituyendo 

así el anclaje más relevante de esta estructura a la membrana externa. En el pasado, 

se reportó que tanto mutaciones en el sistema Tol o la carencia de Lpp provocan 

fenotipos muy marcados de hipervesiculización. Sin embargo, defectos en este 

sistema también causan una pronunciada inestabilidad de membrana (111, 112, 114). 

Nuevos estudios analizando cambios más sutiles revelaron que distintas condiciones 

de la envoltura controlan la producción de vesículas. Por caso, en la mutante 

hipervesiculizante nlpI de E. coli, el número de enlaces Lpp-PG fue 40% menor que en 
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la cepa salvaje. NlpI es una lipoproteína de membrana externa que participa en la 

división celular; también se encontró que controla la actividad de una endopeptidasa 

del PG denominada Spr. Por ende, se postula que un balance alterado de síntesis y 

reciclado del PG en la cepa nlpI previene la formación de entrecruzamientos correctos 

entre Lpp y PG, provocando indirectamente el aumento en la producción de vesículas 

(115). 

A pesar del rol crucial que parecería tener Lpp, un segundo modelo propone que 

la biogénesis de vesículas es independiente del número de enlaces Lpp-PG. El 

mecanismo surgió a partir del estudio de mutantes que hipervesiculizan como 

consecuencia de una respuesta de estrés general a proteínas mal plegadas, o a altas 

concentraciones de proteínas de la envoltura, fragmentos de PG y/o LPS aberrante 

(figura I.1.B). Todos estos componentes se acumularían en nano-territorios 

relativamente libres de Lpp entrecruzado, permaneciendo el número total de 

entrecruzamientos Lpp-PG constante alrededor de toda la envoltura. La acumulación 

provocaría una presión de turgencia que induciría la protrusión y gemación de las 

vesículas, removiendo así los componentes no deseados de la célula (116, 117).  

Otros estudios se han focalizado en el impacto que la composición lipídica de la 

membrana externa tendría sobre la producción de vesículas (figura I.1.C). Por ejemplo, 

en la bacteria antártica Pseudomonas syringae, ácidos grasos de cadena par están 

altamente enriquecidos en las OMVs. En estas vesículas también se detectaron ácidos 

grasos insaturados y de cadena ramificada; se sugiere así que una flexibilidad de 

membrana incrementada en áreas de enriquecimiento de estos lípidos promovería la 

biogénesis de las OMVs. Por otra parte, ciertos subtipos de LPS pueden estar también 

enriquecidos en las OMVs e influir directa o indirectamente la composición de las 

mismas y en la curvatura de la membrana externa. Pseudomonas aeruginosa expresa 

dos tipos de antígeno O en su LPS: uno neutral y más corto (banda A), y otro cargado 

negativamente y de mayor longitud (banda B), que se encuentra sobre-representado 

en OMVs. Mutantes que expresan sólo la forma neutral producen OMVs más 

pequeñas con un contenido más disímil a la OMVs salvajes, en comparación con el 

contenido vesicular de las mutantes que sólo expresan la forma aniónica del LPS (118, 

119). También en P. aeruginosa, el impacto de cambios en la curvatura de membrana 

en la biogénesis de OMVs ha sido explorado en detalle con la molécula de quorum 

sensing 2-heptil-3-hidroxi-4-quinolona o PQS (Pseudomonas quinolone signal). Dicha 

molécula es altamente hidrofóbica y se une al LPS. El modelo postula que, tras la 
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unión, la cara externa de la membrana se expande en relación a la cara interna, y se 

 

Figura I.1. Modelos de biogénesis de OMVs. (A) La producción de OMVs se incrementaría en zonas 

donde el entrecruzamiento entra la ME y el PG subyacente se encuentra reducido. Lpp es el principal 

responsable de este anclaje; y endopeptidasas de PG involucradas en su síntesis/reciclado, gobernarían 

la capacidad de la envoltura para establecer los entrecruzamientos. (B) La acumulación de componentes 

periplasmáticos en nano-territorios localmente carentes de entrecruzamientos ME-PG provocaría una 

presión de turgencia, favoreciendo la secreción de vesículas. (C-D) Micro-dominios lipídicos enriquecidos 

en determinados tipos de fosfolípidos o LPS, o bien la inserción de PQS en la cara externa de la ME, 

poseerían una mayor propensión a curvarse y producir OMVs. Adaptado de Schwechheimer y Kuehn, 

2015 (117). 
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unión, la cara externa de la membrana se expande en relación a la cara interna, y se 

promovería la repulsión aniónica sobre la superficie bacteriana, induciendo la 

curvatura de membrana y promoviendo la vesiculización (figura I.1.D) (120). Un par de 

reportes recientes contribuyeron a resaltar la importancia del carácter lipídico de la 

membrana en la biogénesis de OMVs. Por un lado,  se identificó que la deacilación del 

lípido A favorece la biogénesis de OMVs en Salmonella enterica serovar Typhimurium 

(121). Por otro lado, se encontró que una expresión reducida del transportador 

conservado de fosfolípidos  VacJ/Yrb ABC resulta en la acumulación de fosfolípidos 

inductores de curvatura en la membrana externa, que facilitan la gemación y liberación 

de vesículas (122). 

Si la composición lipídica es clave en la biogénesis de OMVs, entonces sería 

esperable que cambios en la temperatura de crecimiento alteren los niveles de 

vesiculización, dado que este factor modula directamente la dinámica de las bicapas 

lipídicas. Sin embargo, los efectos dependientes de temperatura parecen ser especie 

específicos. En E. coli, a medida que la temperatura aumenta, también lo hacen los 

niveles de OMVs, probablemente como consecuencia del incremento de la fluidez de 

membrana. Sin embargo, en el psicrófilo Shewanella livingstonensis, Serratia 

marcescens, y Bartonella henselae, menores temperaturas resultaron en un 

incremento de vesiculización (117, 123). 

I.2.2. Carga proteica de las OMVs  

El transporte mediado por vesículas de proteínas bacterianas se considera 

actualmente como un nuevo sistema de secreción. Muchas de las investigaciones en 

el campo de las vesículas se han centrado en estudiar su composición proteica e 

indagar sobre los mecanismos en que dicha carga se selecciona y enriquece en las 

OMVs. Los mecanismos exactos por el cual la carga bacteriana ingresa o se asocia a 

las OMVs permanecen sin dilucidarse; sin embargo, comparaciones entre los 

proteomas de OMVs y de membrana externa hacen evidente la existencia de 

mecanismos de selección/exclusión de factores proteicos (123). Estos mecanismos 

podrían tener su fundamento en la interacción diferencial de determinadas proteínas 

de membrana externa (o asociadas a ella), o de los lípidos de membrana con la cara 

periplasmica de la membrana externa. Haurat et al. –utilizando a P. gingivalis como 

modelo- han propuesto que las proteínas se compartimentarían como consecuencia 

de sus afinidades hacia un motivo glucídico particular, hacia la carga iónica, o hacia el 

largo de las moléculas de LPS que pasarán a formar parte de las OMVs; mientras que 

proteínas que interaccionan preferentemente con el LPS retenido en membrana 
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externa son retenidas allí. En particular, se encontró que las gingipaínas son proteasas 

asociadas a las OMVs a través de su interacción con la forma aniónica del LPS (A-

LPS); mutaciones que impiden la síntesis del mismo provocan la disminución de los 

niveles de gingipaína asociados (124). Estudios en especies del género Bacteroides 

han sugerido que las proteínas se empaquetan en OMVs en base a su carga, que en 

ese caso resultó acídica para la mayoría de las proteínas vesiculares (125). Por otro 

lado, una señal de empaquetamiento para cargas solubles ha sido identificada en E. 

coli: cuando una secuencia C-terminal -que dispara la respuesta de estrés de 

envoltura dependiente de σE- se añadió a proteínas solubles, las quimeras se 

enriquecieron unas diez veces en las vesículas (126).  

Además de proteínas de membrana externa, en la mayoría de los casos, se 

detectan proteínas extracelulares, citoplasmáticas y de membrana interna. Para los 

dos últimos casos, es todavía un misterio como dichas proteínas entran o se asocian 

con OMVs; sin embargo, constituye un fenómeno de gran interés, tanto en su aspecto 

mecánico como funcional.  

I.2.3. Funciones de las OMVs en patogénesis  

Las funciones que se han atribuido a las vesículas durante el proceso 

patogénico son varias. Por un lado, existe un gran número de evidencias que señalan 

a las OMVs como un vehículo de transporte para los factores de virulencia hacia las 

células blanco. Asimismo, las vesículas también pueden cumplen funciones defensivas 

durante la infección un rol, mediante el secuestro de antibióticos y anticuerpos, así 

como también como señuelos antigénicos para desviar la atención del sistema inmune 

lejos de la células bacteriana. A continuación, revisaremos estas funciones y 

resumiremos lo que se conoce sobre su interacción con las células hospedadoras. 

I.2.3.1. Transporte de factores de virulencia 

En asociación con las OMVs de numerosas bacterias Gram negativas se han 

encontrado toxinas biológicamente activas y otros factores de virulencia (tabla I.I). 

Algunos de estos factores se encuentran selectivamente enriquecidos en las 

vesículas. Originalmente, Beveridge propuso dos ventajas potenciales del transporte 

mediado por vesículas sobre el transporte en forma la soluble: (i) las OMVs concentran 

los factores de virulencia y permiten el reparto dirigido de los mismos hacia las células 

blanco; y (ii) los factores de virulencia dentro del lumen de las vesículas se encuentran 

protegidos de la degradación y/o el reconocimiento ya sea por factores del hospedador 
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o de otros microorganismos (118). Así, se piensa que en especies patogénicas, la 

secreción selectiva de factores de virulencia ha evolucionado como un beneficio. De 

hecho, generalmente las especies patogénicas producen más vesículas que sus 

variantes no patogénicas (127, 128). La respuesta de la célula hospedadora a la 

entrega de una toxina asociada a vesículas será probablemente distinta a la respuesta 

frente a la toxina soluble, si el ingreso de la toxina asociada a las OMVs es coincidente 

con el ingreso mismo de las vesículas. En algunos casos, las toxinas asociadas a 

OMVs son incluso más activas que las toxinas libres. En otros casos, los factores de 

virulencia no se transportan en el lumen, sino que se asocian con la cara externa de 

las vesículas. 

Tabla I.I. Factores de virulencia asociados a OMVs de varias bacterias Gram negativas. 

Especie Factor de virulencia 

asociado 

Rol funcional Referencia 

Aggregatibacter  

actinomycetemcomitans 

Leucotoxina 

Toxina distensora citoletal 

(CDT) 

Citotoxicidad 

Arresto del ciclo celular 

(129) 

(130) 

Bacteroides fragilis Hemaglutinina 

Proteasas 

Hemaglutinación 

Actividades enzimáticas 

(131) 

(125) 

Bordetella pertussis Adenilato ciclasa- hemolisina Respuesta inmune (132) 

Burkholderia cepacia Lipasa, fosfolipasa-N, 

metaloproteasa 

Actividades enzimáticas (133) 

Campylobacter jejuni Toxina distensora citoletal 

(CDT) 

Arresto del ciclo celular (134) 

Escherichia coli Citolisina A (ClyA) Citotoxicidad (135) 

E. coli enterotoxigénica 

(ETEC) 

Enterotoxina termolábil (LT) Enterotoxicidad (136) 

E. coli extra-intestinal  

(ExPEC) 

α-hemolisina Citotoxicidad (137) 

E. coli uropatogénica 

(UPEC) 

Factor citotóxico 

necrotizante 1 (CNF1) 

Citotoxicidad (138) 

E. coli productora de 

toxina Shiga (STEC 

O157:H7) 

Toxina Shiga Citotoxicidad (139) 

Helicobacter pylori Citotoxina vacuolizante 

(VacA) 

Antígeno inmunodominante 

CagA 

Vacuolización 

 

Citotoxicidad 

(140) 

 

(141) 

Legionella pneumophila Infectividad a macrófagos 

 

Metaloproteasa ProA1 

 

Inhibición de la fusión 

macrófagos-lisosomas 

Actividad hemolítica y 

citotóxica 

(142) 

 

(143) 
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Hsp60, difosfohidrolasa Adherencia a cél. epiteliales (143) 

Myxococcus xantus Transportadores TonB Comunicación intercelular (144) 

Neisseria meningitides PorA, PorB Resistencia al suero (145) 

 

Porphyromonas 

gingivalis 

Gingipaínas (cisteína  

proteasas) 

Clivaje del CD14 

 

(146) 

 

Pseudomonas 

aeruginosa 

β-lactamasa 

Fosfolipasa hemolítica C 

Fosfatasa alcalina 

Cif 

Resistencia a β-lactámicos 

Citotoxicidad 

Formación de biopelícula 

Secreción de Cl (-) mediada 

por CFTR 

(147) 

(148) 

(149) 

(150) 

Salmonella enterica PagC 

PagL 

Aceleración de la 

vesiculización 

(151) 

(121) 

Salmonella  typhi Citolisina A (ClyA) Citotoxicidad (135) 

Shigella flexneri Antígenos de invasión 

plasmídicos IpaB, IpaC, IpaD 

Invasión (152) 

 

Shigella dysenteriae                 Toxina Shiga 1 Citotoxicidad (153) 

Treponema denticola Proteasas, dentilisina, 

factores adhesivos 

Alteración de las uniones 

estrechas 

(154) 

Vibrio cholerae Toxina RTX 

Proteasa PrtV 

Toxina colérica (CTx) 

Entrecruzamiento de actina 

Efectos morfológicos 

Aumento intracelular de 

AMPc 

(155) 

(156) 

(157) 

Xenorhabdus 

nematophilus 

Proteína símil a pilina P, 

porinas, quitinasa, proteína 

símil a cola de fago 

Actividad larvicida y 

quitinolítica 

(158) 

 

 

Por ejemplo, en el caso de las OMVs producidas por E. coli ETEC, la toxina LT 

no sólo es tóxica sino que provoca la internalización de otros componentes 

bacterianos, incluyendo proteínas de membrana, periplásmicas, y endotoxina a la 

célula hospedadora (159). Más del 95% de la actividad LT secretada se encuentra 

asociada a OMVs. Luego de su secreción a través de la membrana externa mediante 

el sistema de secreción tipo II (SSTII), LT se asocia al LPS en la cara externa de las 

OMVs (160). 

Otro estudio determinó que la α-hemolisina de E. coli, normalmente expresada 

en aislamientos extra-intestinales (ExPEC), localiza en una alta proporción con OMVs 

(137). Se sugirió que la α-hemolisina se asociaría con la cara externa de las OMVs 

luego de ser secretada a través de un SSTI dependiente de Tol-C. Estos 

descubrimientos estimularon investigaciones acerca del potencial de otras proteínas 

secretadas por SSTI de localizar con OMVs, y de cómo los componentes de la 
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maquinaria de secreción podrían influenciar la formación y las propiedades de las 

OMVs.  

Un caso paradigmático en el que la toxina asociada a OMVs es incluso más 

activa que la toxina libre es el de la citolisina A (ClyA). ClyA es una citotoxina 

formadora de poros expresada por E. coli y otras enterobacterias, cuya forma 

secretada se ha encontrado en OMVs. Un estudio detallado sobre su secreción 

determinó que ClyA posee una habilidad intrínseca para translocarse al periplasma, 

donde es incorporada a las OMVs durante un proceso que incluye una oligomerización 

redox-dependiente. En el periplasma (un ambiente oxidante), dos residuos de cisteína 

de la proteína se encuentran formando un puente disulfuro, previniendo la 

oligomerización en este compartimento. Una vez que ClyA localiza en el lumen de las 

OMVs -ambiente probablemente con un estado redox diferente al del periplasma y 

donde la proteína aumentaría su concentración local- se reduce y es capaz de formar 

oligómeros activos que forman estructuras de poro en las vesículas. Así, la actividad 

de ClyA sobre células en cultivo fue mucho más potente cuando la toxina estaba 

incorporada a las OMVs que la mostrada por la proteína aislada y purificada a partir 

del periplasma (135). Estos resultados proveyeron una fuerte evidencia del rol 

fisiológico del transporte mediado por OMVs. 

Las OMVs también tienen un rol importante en la liberación de la toxina Shiga 

del espacio periplásmico de E. coli entero-hemorrágica O157:H7 y Shigella 

dysenteriae. Se ha sugerido que la toxina Shiga residente dentro del lumen de las 

OMVs estaría protegida de la hidrolisis por proteasas externas (139, 153).  

CagA, un efector oncoproteico secretado por un sistema de secreción tipo IV 

(SSTIV), se encontró asociado a OMVs en Helicobacter pylori. Luego de la 

internalización en las células hospedadoras, CagA induce la señalización celular y 

modula la proliferación celular, motilidad, diferenciación y polaridad (161). La citotoxina 

vacuolizante VacA, de H. pylori es un factor de virulencia secretado por un sistema de 

autotransporte tipo V (SSTV), y expresado por el 50-60% de los aislamientos clínicos 

de dicha bacteria. VacA asociada a vesículas fue biológicamente activa y mostró un rol 

significativo en la patogénesis (140).  

I.2.3.2. Resistencia a compuestos antimicrobianos 

Las OMVs son capaces de promover la protección a antibióticos de manera 

inmediata –mucho antes de que la bacteria desarrolle respuestas adaptativas que 

modifiquen o muten los blancos moleculares del mismo- dado que las vesículas hacen 
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las veces de señuelos capaces de unir o adsorber antibióticos u otras toxinas. En E. 

coli, el agregado de OMVs o el uso de una mutante hipervesiculizante incrementó la 

resistencia a los péptidos microbicidas polimixina B y colistina. Los fagos son también 

otro tipo de antimicrobianos, y tanto la adición de OMVs o una mutación 

hipervesiculizante incrementaron la viabilidad de E. coli cultivada con el fago lítico T4 

(162).  

Además de reducir la concentración efectiva en cultivo de estos antimicrobianos, 

las OMVs pueden también transportar enzimas que medien la protección a 

antibióticos. Se ha demostrado que β-lactamasas pueden ser empaquetadas dentro de 

las vesículas de P. aeruginosa y que la co-incubación con especies sensibles a beta 

lactámicos mejora su resistencia a dichos antibióticos (147). Las OMVs de P. 

aeruginosa son también vehículos de transporte de β-lactamasas de una bacteria a  la 

otra. Por tanto, la resistencia antibiótica puede diseminarse entre la población 

bacteriana vía OMVs (118, 119, 163)  

De manera sorprendente, las OMVs tienen el potencial para mediar la 

transformación bacteriana y podrían dispersar una resistencia antibiótica dentro de 

comunidades bacterianas heterogéneas. Estudios recientes han mostrado que las 

OMVs de A. baumannii median la transferencia de resistencia a carbapenemes tanto a 

través de la enzima de resistencia como de su ADN codificante (117). Se piensa que el 

ADN se asocia indiscriminadamente al exterior de las vesículas; sin embargo un 

estudio reciente ha demostrado que Acinetobacter baylyi es capaz de translocar ADN 

desde el citoplasma al periplasma, y subsecuentemente a las OMVs. Este mismo 

estudio indicó que se requieren proteínas de competencia de parte del organismo 

receptor, sugiriendo que las OMVs se lisan previo a la toma de ADN (164). González 

et al. (165) demostraron que una versión lipidada de la metalo-β-lactamasa NDM-1 se 

secreta vía OMVs en E. coli. Estas vesículas protegieron poblaciones susceptibles de 

bacterias frente a niveles letales de antibiótico; y además, se logró detectar el ADN 

codificante para dicha enzima en el interior de las OMVs.  

I.2.3.3. Interacción de las vesículas con las células hospedadoras 

Como vimos a partir de ejemplos anteriores, las OMVs pueden interactuar con 

las células hospedadoras, actuando como vehículos de reparto de factores de 

virulencia (revisados en la tabla I.I), y de moléculas inmunomodulatorias (como ser 

LPS y peptidoglicano). Esta interacción puede ocurrir directamente a través de un 

evento de fusión de membrana, o bien puede darse mediante una unión adhesina-
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receptor, que puede en muchos casos proseguir con la internalización de la vesícula. 

Así, la interacción OMV-célula hospedadora puede no sólo resultar en un efecto tóxico, 

sino en una modulación de la señalización y de la respuesta inmune en la célula 

huésped. 

I.2.3.4. Adherencia de las vesículas a las células hospedadoras 

La unión de OMVs a células en cultivo ha sido documentada para una variedad 

de patógenos, como E. coli, Shigella, Actinobacillus y Borrelia (119, 129, 166, 167). En 

otro estudio, una amino-peptidasa asociada a vesículas incrementa la capacidad de 

las OMVs de P. aeruginosa de adherirse tanto a cultivos primarios como a líneas 

celulares epiteliales de pulmón, a pesar de que no está claro si la enzima participa 

directamente en la unión al receptor o en su procesamiento (168). Las OMVs también 

se localizaron en ambientes más complejos como un tejido infectado: se han 

detectado OMVs de H. pylori adheridas a células intestinales en biopsias de pacientes 

infectados (140). Las OMVs de Bacteroides fragilis poseen actividad hemaglutinina, lo 

que indica que son capaces de actuar como factores adhesivos entre células de 

mamífero (131). 

I.2.3.5. Internalización de las vesículas en las células hospedadoras 

En muchos casos, luego de la adherencia inicial, las vesículas pueden ser 

internalizadas en la célula hospedadora. Los mecanismos que permiten este proceso 

han sido recientemente revisados por O'Donoghue y Krachler (169). 

La endocitosis mediada por clatrina ha sido señalada como una posible ruta de 

entrada de OMVs. Este tipo de endocitosis ocurre mediante la formación de 

depresiones recubiertas de clatrina de hasta 200 nm de diámetro. La internalización se 

inicia mediante la unión de un ligando a su receptor de superficie. La separación de la 

vesícula recubierta de clatrina requiere de dinamina, y la vesícula internalizada ingresa 

a la vía de trafico endocítica. Recientemente, Vanaja et al. (170) demostraron que en 

células con una expresión silenciada de AP2, una proteína adaptadora requerida en el 

proceso de internalización de vesículas recubiertas de clatrina, había una respuesta 

reducida al LPS transportados en las OMVs de E. coli EHEC. Luego, el LPS escapa de 

los compartimentos endosomales e induce la actividad caspasa-11, provocando la 

producción de citoquinas y la muerte celular. Otros varios estudios han demostrado el 

rol de clatrina en la internalización de OMVs, pero al mismo tiempo han sugerido que 

las vesículas pueden compensar la ausencia de esta ruta de entrada a través de otras 
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vías. Asimismo, la identidad de los ligandos responsables de disparar el proceso ha 

permanecido sin esclarecerse (169). 

Por otro lado, muchos estudios han adjudicado un rol a las balsas (rafts) lipídicas 

en facilitar el ingreso de OMVs (171–176). Estas balsas son micro-dominios de la 

membrana plasmática enriquecidos en esfingolípidos y colesterol, comparativamente 

más ordenados y compactos que las demás regiones de la membrana, cuyo 

agrupamiento induciría una curvatura de membrana, permitiendo la formación de 

invaginaciones en la célula hospedadora y la entrada de partículas a la misma (169, 

177). Las balsas pueden estar también enriquecidas en caveolina; la oligomerización 

de esta proteína permite la formación de las caveolas, es decir, de invaginaciones de 

membrana de 80 nm de diámetro. La velocidad de internalización de las caveolas es 

alrededor de 5 veces menor que la endocitosis mediada por clatrina, sin embargo, la 

eficiencia de reparto de la carga al citosol es mayor, puesto que se cree que las 

caveolas internalizadas son capaces de evadir la fusión con compartimentos 

lisosomales y la subsecuente degradación, en contraste con las vesículas recubiertas 

de clatrina (169). Por ejemplo, la toxina colérica (CTx) es un factor de virulencia de 

Vibrio cholerae capaz de unirse al gangliósido GM1 presente en balsas lipídicas 

enriquecidas con caveolina sobre la superficie de la célula hospedadora. CTx se 

secreta tanto en su forma soluble como asociada a OMVs. Se demostró que durante la 

infección, CTx asociada a vesículas es capaz de unirse rápidamente a GM1, 

facilitando la internalización de las OMVs (157). Una interacción similar ha sido 

descripta entre GM1 y la toxina LT asociada a OMVs liberadas por ETEC (159).  

La macropinocitosis es un mecanismo de endocitosis que involucra la formación 

de proyecciones de membrana (lamelipodios) sostenidas por una red de filamentos de 

actina, involucrada en las infecciones por virus y algunos patógenos bacterianos como   

Shigella flexneri. Se ha sugerido que las OMVs podrían ingresar a través de este 

mecanismo (108). Por ejemplo, la inhibición de la polimerización de actina redujo la 

internalización de OMVs de P. aeruginosa en células epiteliales respiratorias (150). Sin 

embargo, la macropinocitosis no es generalmente un proceso inducido por el cargo, y 

probablemente el ingreso mediante esta vía no sea un evento dirigido por OMVs.  

Por último, a pesar de la disímil naturaleza entre las bicapas lipídicas de OMVs y 

aquellas de células eucariotas hospedadoras, la fusión de membranas también ha sido 

indicada como un mecanismo de ingreso. Por ejemplo, Bomberger et al. (150) 

utilizaron el fluoróforo auto quencheable Rodamina-R18 para marcar vesículas de P. 

aeruginosa, que fueron posteriormente co-incubadas con células epiteliales. Se 
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observó un incremento en la fluorescencia debido a que la mezcla de lípidos entre 

OMVs y membrana citoplasmática diluyó el colorante, permitiendo así la emisión de 

luz. La utilización de membranas modelo en combinación con técnicas de FRET ha 

confirmado la factibilidad de la fusión entre ambas clases de membrana (178). 

I.2.3.6. Interacción de las OMVs con el sistema inmune innato 

Existen múltiples reportes que atribuyen a las OMVs un rol en la evasión de la 

destrucción bacteriana mediada por el sistema de complemento. En el caso de Vibrio 

cholerae, sus OMVs contienen el factor proteico OmpU, capaz de ser reconocido 

directamente por anticuerpos IgG naturales, que luego median la unión de C1q sobre 

la superficie de la bacteria, provocando la sensibilidad al suero mediada por 

complemento. Se demostró que OMVs con OmpU como carga pueden hacer las veces 

de señuelo para la unión de IgG y el subsecuente reclutamiento de C1q, incrementado 

la supervivencia de aislamientos normalmente sensibles al suero de V. cholerae (179). 

Vesículas de P gingivalis contienen la enzima PPAD, que desactiva las funciones del 

factor de complemento C5a y facilita la evasión inmune de la bacteria (109).  

Por otro lado, está claro que las OMVs contienen una serie de patrones 

moleculares asociados a patógenos o PAMPs (pathogen-associated molecular 

patterns), como el LPS, peptidoglicano, lipoproteínas, ARN, y ADN que pueden 

interactuar con receptores de reconocimiento de estos patrones en el hospedador. 

Estos receptores pueden: estar ubicados sobre la superficie celular, como el caso de 

los receptores de tipo Toll (TLRs); o localizar intracelularmente, como NOD1 y NOD2. 

Tras la detección del ligando molecular del receptor, se inducen cascadas de 

señalización que finalizan con la activación de los factores de transcripción NF‐κB y 

AP‐1, que en última instancia modulan la producción de moléculas pro-inflamatorias 

como IL-8, que actúa reclutando células inflamatorias al lugar (109). Por ejemplo, 

luego de entrar a las células epiteliales hospedadoras, las OMVs de H. pylori, 

Neisseria gonorrhoea y P. aeruginosa son detectadas por el receptor citoplasmático 

NOD1, produciendo una respuesta inmune innata OMV-específica dependiente de 

dicho receptor (172). De manera similar, OMVs de Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans y V. cholerae se internalizan en células epiteliales y activan 

respuestas inflamatorias dependientes de NOD1 y NOD2 (109, 176). En cuanto a los 

TLRs, se demostró que las OMVs de S. Typhimurium, Yersinia pseudotuberculosis, Y. 

pestis, y P. gingivalis median respuestas inflamatorias a través del TLR4 (109). 

Asimismo, el LPS transportado por las OMVs al citosol de la célula hospedadora 
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puede inducir la activación de un inflamosoma no canónico dependiente de caspasa-

11, que sería un mecanismo crítico contra las infecciones bacterianas (170).   

I.2.3.7. Interacción de las OMVs con el sistema inmune adaptativo 

La inmunización con OMVs genera una fuerte respuesta de anticuerpos IgG y/o 

IgA específica de antígeno en el suero o en mucosas. Al ingresar al cuerpo, los 

antígenos de las OMVs son presentados por células presentadoras de antígenos a 

células T CD4+, que luego interactuarán con células B específicas, para promover su 

proliferación y diferenciación en células plasmáticas secretoras de anticuerpos y 

células B de memoria. Se ha demostrado en experimentos con modelos de ratón que 

las OMVs pueden inducir una respuesta protectora durante la infección con una 

variedad de patógenos, incluyendo V. cholerae, H. pylori, S. Typhimurium, Shigella 

flexneri, disminuyendo la carga bacteriana y protegiendo al animal de la sepsis o la 

muerte (106, 108). Como veremos en la sección I.2.4, para el caso de N. meningitidis 

incluso existen vacunas basadas en OMVs.  

Por otra parte, evidencias sugieren que las OMVs son capaces de suprimir la 

respuesta de células T. Por ejemplo, las OMVs de H. pylori son capaces de inducir la 

apoptosis en estas células a través de un mecanismo que involucra a las caspasas 3 y 

7. Los autores demostraron que la toxina VacA asociada a estas OMVs no era 

esencial, pero sí incrementó la magnitud del fenómeno (180).  

Las OMVs también serían capaces de modular la respuesta de las células B. Un 

ejemplo interesante lo brinda Moraxella catarrhalis. Este patógeno respiratorio es 

endocitado y eliminado por células B tonsilares; sin embargo, sus OMVs pueden 

interactuar y activar linfocitos B, permitiendo la sobrevida de las células bacterianas. 

Dos componentes de las OMVs resultaron necesarios para ello: el superantígeno MID 

(Moraxella IgD-binding protein) y motivos de ADN no metilado CpG. Los autores 

sugirieron que Moraxella evade la interacción directa con células B mediante el re-

direccionamiento de la respuesta adaptativa humoral usando a sus vesículas (con el 

superantígeno MID) como señuelos (181).  

I.2.4. Funciones de las OMVs en la fisiología bacteriana 

Además de su contribución a la patogénesis bacteriana, la producción de OMVs 

representaría un beneficio también para aquellas bacterias no patógenas, a pesar del 

costo energético asociado a la secreción de estos grandes complejos 

macromoleculares. 



Introducción General 

 
36 

I.2.4.1. OMVs en la respuesta a estrés 

De manera general, se ha observado que la producción de OMVs se incrementa 

cuando las bacterias se exponen a condiciones adversas, sugiriendo que las vesículas 

son una herramienta de respuesta al estrés. Muchos de los factores ambientales que 

dirigen la producción de vesículas han sido recientemente revisados por Orench-

Rivera y Kuehn (182). Condiciones como la privación de hierro u oxígeno, la alta 

osmolaridad, la exposición a antibióticos, y la entrada en fase estacionaria estimulan la 

producción de vesículas y modulan su contenido, digitando así su rol funcional.  

Particularmente, como se podría deducir a partir del segundo modelo de 

biogénesis de OMVs introducido previamente (figura I.1.B), la vesiculización funciona 

como un mecanismo de respuesta al estrés de envoltura. La utilidad de las vesículas 

para mantener la homeostasis de envoltura parece ser complementaria a  otros 

mecanismos de respuesta a estrés transcripcionalmente controlados: generalmente, si 

alguno de estas vías se inactiva genéticamente, la secreción de OMVs aumenta. Por 

ejemplo, se demostró que niveles incrementados de vesiculización se correlacionaban 

con mutaciones en la respuesta periplasmática al estrés calórico dependiente de σE 

en E. coli, sugiriendo que la producción de OMVs se incrementa cuando productos 

tóxicos mal plegados o proteínas sobre-expresadas se acumulan en este 

compartimento (126). Por ejemplo, DegP es una chaperona-proteasa que degrada 

proteínas mal plegadas en el periplasma y es parte del regulón σE. Así, una cepa 

mutante degP presenta una acumulación de proteínas mal plegadas provocando un 

efecto letal a altas temperaturas. De manera interesante, en el lumen de las OMVs 

producidas por esta mutante se detectaron proteínas mal plegadas de membrana 

externa, que son normalmente sustratos de DegP; y además, la introducción de una 

segunda mutación que provoca hipovesiculización, aumentó la deficiencia en el 

crecimiento de estas bacterias (183). Una respuesta similar se observó para otros 

tipos de componentes residuales de la envoltura: la acumulación fragmentos de PG 

(tri- y tetrapeptidos anhidros) y de LPS provocó hipervesiculización; y en el caso del 

LPS, la acumulación fue letal en una mutante hipovesiculizante (116). 

La vesiculización también tendría un rol en la respuesta a estrés oxidativo. Por 

ejemplo, en P. aeruginosa, la producción de OMVs se incrementó significativamente 

tras el tratamiento con peróxido de hidrogeno. El incremento fue dependiente, a su 

vez, de la capacidad de la bacteria de sintetizar la banda B del LPS, que como vimos 

anteriormente, está preferencialmente enriquecida en las vesículas de esta bacteria 

(184).   
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I.2.4.2. OMVs en comunidades bacterianas 

Teniendo en consideración las propiedades funcionales y de distribución de las 

vesículas, algunos autores sugieren que actuarían como “servicios públicos” dentro de 

comunidades bacterianas mixtas, beneficiando tanto a aquellas bacterias productoras 

como al resto de la población microbiana. Se demostró que las vesículas de especies 

del género Bacteroides (miembros importantes de la microbiota humana) actúan como 

vehículos de transporte de un gran número de hidrolasas y polisacárido liasas, que 

permiten a aquellas bacterias que no producen estas enzimas metabolizar los 

polisacáridos para la adquisición de nutrientes (125, 185). Asimismo, las OMVs 

pueden considerarse como una fuente de nutrientes per se en la biosfera: el ADN y 

proteínas asociadas a ellas funcionarían como fuente de carbono y nitrógeno para 

promover el crecimiento bacteriano. Por ejemplo, OMVs utilizadas como única fuente 

de carbono de la cianobacteria marina Prochlorococcus promovieron el crecimiento de 

los organismos heterótrofos Alteromonas y Halomonas (186). 

Las OMVs también pueden transportar proteínas de adquisición de hierro y 

receptores de superficie capaces de reconocer el grupo hemo, proveyendo a la 

bacteria acceso a este metal esencial para el crecimiento. Algunos reportes también 

sugieren que la adquisición de metales no estaría limitada sólo al hierro (117).  

Las OMVs también han sido detectadas en biopelículas, donde se postula que 

promoverían interacciones entre las bacterias, contribuyendo a la integridad estructural 

de la macroestructura (187). Por caso, Myxococcus xanthus incrementa la producción 

de OMVs así como también de extensiones de membrana externa que parecerían 

interconectar a las células durante el crecimiento en biopelículas, en comparación con 

el crecimiento planctónico (188). Interacciones electrostáticas entre moléculas de ADN 

asociadas a las OMVs también contribuirían a la formación de estas estructuras (189). 

Las OMVs también pueden tener un rol predatorio, proveyendo a la bacteria 

productora Gram negativa una ventaja en ambientes microbianos mixtos a través de la 

lisis de otras bacterias competidoras. La lisis de células vecinas puede liberar 

nutrientes que promuevan el crecimiento de la bacteria predadora. El caso mejor 

estudiado es el de P. aeruginosa, donde la carga de sus OMVs incluye una autolisina 

(mureína hidrolasa). Estas vesículas fueron capaces de degradar estructuras de PG 

de varias bacterias Gram negativas y positivas, provocando su lisis celular y muerte 

(119, 190). Además de P. aeruginosa, OMVs secretadas por otras 15 bacterias Gram 

negativas fueron capaces de lisar una variedad de bacterias Gram negativas y 
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positivas; sin embargo, las vesículas de Pseudomonas fueron las que mostraron el 

espectro predatorio más amplio (190). 

Por último, se reportó que la molécula de quorum sensing PQS no sólo forma 

parte de la carga de las OMVs en P. aeruginosa, sino que la producción de vesículas 

está asimismo estimulada por esta molécula (191). Las OMVs podrían entonces 

contribuir a la comunicación intra- e interbacteriana  como un vehículo de transporte de 

moléculas de quorum sensing, promoviendo la supervivencia en comunidades 

microbianas.   

I.2.5. Aplicaciones tecnológicas de las OMVs  

Como se discutió previamente, las OMVs interactúan con el sistema inmune 

adaptativo. Investigaciones sobre su uso como vacunas han estado desarrollándose 

desde hace varios años (192). La presentación conjunta nativa de antígenos 

bacterianos de superficie y de un adyuvante como el LPS hace de las vesículas una 

vía efectiva para generar una respuesta inmune adaptativa, haciendo factible su uso 

como vacunas acelulares. De hecho, vacunas basadas en OMVs ya han sido 

administradas en humanos, siendo la más exitosa de ellas la vacuna contra el serotipo 

B de Neisseria meningitidis (MenB). Estas preparaciones derivan de vesículas 

extraídas con detergente, que contienen una cantidad significativamente menor de 

LPS que las OMVs nativas.  Estas vacunas proveen protección contra MenB a través 

de la inducción de la respuesta de anticuerpos sistémicos y de mucosa dirigida 

fundamentalmente contra las porinas PorA y PorB (193). También se ha avanzado en 

el desarrollo de vacunas contra otros patógenos tales como Francisella tularensis 

subsp. novicida, Burkholderia pseudomallei y Mannheimia haemolytica (117). El 

incremento de la respuesta protectora de las OMVs y la reducción de su toxicidad 

mediada por LPS son dos desafíos por delante. La inclusión dirigida de antígenos 

protectores en las vesículas requerirá un mayor entendimiento de cómo y cuales 

proteínas se incorporan a las OMVs. 

La utilización de las OMVs como vehículos especializados de reparto de drogas 

es otra de las aplicaciones promisorias que están en desarrollo. Gujrati et al. (194) 

diseñaron OMVs que presentaron una baja inmunogenicidad y un anticuerpo que las 

direccionó a células cancerosas; asimismo, las vesículas transportaron un ARN de 

interferencia que causó un silenciamiento génico, y en última instancia provocó la 

regresión de un tumor en un modelo murino, lo que demostró la potencialidad de las 

OMVs en el desarrollo de estrategias terapéuticas en humanos. 
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I.2.6. Vesículas de membrana en otras bacterias  

La producción de partículas esféricas de membrana a partir de superficies 

celulares parece ser un fenómeno conservado entre todos los organismos procariotas, 

incluyendo bacterias Gram positivas y Archaea. A pesar de la gran diversidad 

estructural a nivel de membrana entre estos organismos, varios estudios han señalado 

funciones comunes llevadas a cabo por sus vesículas de membrana (MVs), incluyendo 

toxicidad, resistencia antibiótica, inmunomodulación, y adquisición de nutrientes (195). 

Sin embargo, esta composición diferencial de membrana implica a la vez que los 

mecanismos de biogénesis de estas MVs deben ser necesariamente distintos a 

aquellos de bacterias Gram negativas. Al día de la fecha, dichos mecanismos han 

permanecido poco estudiados.   

La liberación de MVs a partir de bacterias Gram positivas es un fenómeno 

recientemente documentado. Por ejemplo, las MVs de Staphylococcus aureus poseen 

entre 20–130 nm de diámetro, son producidas in vivo, e inducen la muerte celular. La 

entrada de estas vesículas al citosol de la célula hospedadora depende de 

microdominios lipídicos ricos en colesterol (196), al igual que como hemos comentado 

previamente para OMVs de ciertos Gram negativos. 

En Mycobacterium tuberculosis, se reportó que las MVs son inmunogénicas, 

modulando la respuesta inmune del hospedador a través del receptor tipo Toll TLR2. 

VirR controla la producción de las vesículas conteniendo el ligando para TLR2, y por 

tanto, controla el grado de estimulación de la respuesta inmune del hospedador, y 

consecuentemente, el crecimiento de M. tuberculosis en este ambiente (197).  

Por último, existen unos pocos estudios sobre MVs en Archaea. Evidencias de 

microscopia electrónica de vesículas de Sulfolobus acidocaldarius e Ignicoccus 

indicaron la existencia de un proceso no caracterizado de gemación y desprendimiento 

de vesículas (198, 199). Las MVs de arqueas oscilan entre los 90 y 230 nm de 

diámetro y contienen lípidos de membrana y proteínas de la capa S, lo que sugiere 

que efectivamente derivan de la superficie celular. De manera interesante, MVs 

aisladas de S. islandicus  contuvieron un factor proteico capaz de inhibir el crecimiento 

de otras especies de Sulfolobus (200). Se requieren estudios más profundos sobre los 

mecanismos de secreción de MVs de arqueas así como su funciones en la fisiología 

celular.  
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I.3. Sistemas de dos componentes 

I.3.1. Generalidades 

Las bacterias monitorean permanentemente las condiciones extracelulares y 

modifican su fisiología para adaptarse o evadir desafíos medioambientales. Esto es 

relevante en bacterias patógenas que han desarrollado evolutivamente la capacidad 

para colonizar, proliferar y diseminarse en diferentes nichos del organismo 

hospedador, siendo la regulación de la expresión génica en respuesta a condiciones 

ambientales o de estrés un rol crítico en la habilidad del patógeno para causar la 

enfermedad. La clave para la adaptación reside en la capacidad de expresar sólo 

aquellos genes para las enzimas y vías requeridas para el ambiente en que se 

encuentran. Para ello, se requiere la habilidad de reconocer la composición del medio 

ambiente. En eubacterias, uno de los mecanismos adaptativos más eficientes y 

ubicuos está constituido por sistemas de transducción de señales, predominando los 

“sistemas regulatorios de dos componentes” (TCS). Están presentes tanto en bacterias 

Gram positivas como Gram negativas, y se estima que las bacterias entéricas 

albergan alrededor de 50 sistemas de dos componentes diferentes que median la 

respuesta a una variedad de señales químicas y físicas (201). Los TCS se hallan 

también presentes en levaduras, hongos y plantas (202, 203). Hasta el momento, no 

se han identificado sistemas de dos componentes en animales (204). 

Los TCS clásicos están compuestos básicamente por una proteína histidina 

quinasa sensora de membrana (HQ) y un regulador de respuesta citosólico (RR), 

ensamblados de acuerdo a un diseño en módulos. Una proteína sensora típica 

consiste en un dominio sensor N-terminal variable conectado al dominio C-terminal 

conservado que cataliza la fosforilación. Por su parte, una proteína reguladora de 

respuesta típica consiste en un dominio receptor conservado N-terminal y un dominio 

regulador C-terminal variable. Ante la presencia de un estímulo ambiental detectado 

por el dominio sensor, se induce la autofosforilación de un residuo de histidina 

conservado en el dominio catalítico de la HQ. Posteriormente, este grupo fosfato es 

transferido al dominio receptor de RR, ocasionando un cambio conformacional que 

lleva a la activación del dominio regulador C-terminal del mismo. El regulador de 

respuesta así activado tiene mayor afinidad por el ADN y funciona como modulador 

transcripcional. La posterior hidrólisis del grupo fosfato reinicia el sistema y le permite 

responder a nuevos estímulos (201, 204, 205). 
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Además de los sistemas de dos componentes clásicos, existen también  

sistemas no ortodoxos, comúnmente denominados de fosfotransferencia o 

phosphorelay. En estos sistemas, el grupo fosfato es transferido alternando entre 

varios residuos de histidina y aspartato (H→D→H→D) presentes en dominios que 

pueden estar en proteínas individuales adicionales o formando parte de proteínas 

multidominios. La mayoría de estos sistemas posee histidina quinasas híbridas, las 

cuales se autofosforilan y transfieren el fosfato a un residuo de aspartato en un 

dominio receptor interno, en lugar de transferirlo a una proteína separada. Luego, el 

fosfato es subsecuentemente transferido a una histidina fosfotransferasa (HPt), que 

posee el residuo de histidina fosforilable pero carece de actividad autocatalítica, por lo 

que sólo sirve como intermediario fosforilado en estas vías. Finalmente, el fosfato es 

transferido al RR terminal. Se desconoce por qué algunos sistemas de transducción de 

señales usan fosfotransferencias simples, y otros, pasos múltiples. Una posibilidad es 

que los pasos intermediarios del phosphorelay proporcionen puntos adicionales para la 

regulación de la vía en función de diversos estímulos ambientales y como 

consecuencia, diferentes señales podrían definir la respuesta regulatoria (206) .  

La bioquímica general de las reacciones de transferencia de fosfato es similar 

para todos los TCS, pero la señal que modula la actividad del sensor como así 

también el conjunto de genes objeto de la regulación son únicos y específicos para 

cada sistema. En bacterias con un gran número de sistemas de dos componentes, 

como E. coli y Salmonella, se evidencia que la mayoría de ellos son parálogos, o sea, 

originados por duplicación de uno o más sistemas ancestrales, que luego 

evolucionaron para responder a nuevas señales y adquirieron actividades reguladoras 

de respuesta específicas. En este sentido, se ha observado que, el dominio de 

detección del estímulo extracelular es muy heterogéneo en tamaño y estructura. 

Aunque la mayoría de ellos presentan regiones transmembrana, el número de las 

mismas varía entre uno y ocho o más, incluso cuando comparamos dos HQ parálogas 

altamente relacionadas, la secuencia aminoacídica de su región periplasmática, que 

es la responsable de la detección de la señal, muestra muy poca homología entre sí 

(204). 

A continuación, se reseñará el conocimiento sobre el sistema de dos 

componentes CpxRA, que será de relevancia para el segundo capítulo de la presente 

Tesis.   
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I.3.2. El sistema CpxRA 

El sistema de regulación de dos componentes CpxRA (o simplemente Cpx) 

modula la expresión de genes en respuesta al estrés periplasmático (207). Está 

compuesto de CpxA, una HQ sensora y CpxR, el RR citoplasmático. Si bien no se han 

identificado la naturaleza de la señal o las señales detectadas por CpxA, se han 

identificados varias condiciones que activan al sistema tales como el pH alcalino a 

neutro, la sobreexpresión de NlpE, de subunidades del pilus tipo P y de otras proteínas 

de la envoltura, alteraciones en la membrana y/o en la síntesis del antígeno común de 

enterobacterias (208). Además, algunos metales como el cobre y el zinc también 

activan el sistema por mecanismos que aún no han sido dilucidados (209). 

Hasta el momento, se han identificado más de 50 genes regulados por CpxRA 

en E. coli (210). Los primeros miembros descriptos del regulón Cpx fueron genes 

asociados al plegamiento y la degradación de proteínas periplásmicas, tales como  

degP, una serina endoproteasa periplasmática; dsbA, una disulfuro oxido-reductasa; y 

ppiA, una peptidilisomerasa A periplasmática (207, 211). Posteriormente, otros 

estudios condujeron a la identificación de otros miembros del regulón que pueden ser 

activados o reprimidos por el sistema y que se pueden agrupar en cuatro categorías 

funcionales: complejos proteicos de envoltura, proteínas de membrana interna, 

enzimas metabólicas del peptidoglicano, y otros reguladores celulares, como se detalla 

más adelante.   

La detección de las señales por parte del sistema Cpx no se restringe 

únicamente a la HQ CpxA, sino que involucra al menos otras tres proteínas localizadas 

en distintos compartimentos celulares (figura I.2): la lipoproteína de membrana externa 

NlpE; la proteína periplasmática CpxP; y el regulador de respuesta citoplasmático 

CpxR (208).  

NlpE se identificó por primera vez como un supresor de la toxicidad de la 

proteína de fusión de la envoltura LamB-LacZ-PhoA, y su expresión está regulada por 

CpxR (211, 212). Silhavy et al. (213) demostraron que NlpE activa el sistema CpxR en 

respuesta a la adhesión a superficies hidrofóbicas. Sin embargo, esta proteína 

accesoria no está implicada en la detección de otras señales que activan el sistema 

Cpx como el pH alcalino o el estrés generado por la sobreexpresión de la subunidad P 

del pilus (214). Asimismo, se desconoce cómo la señal detectada por NlpE se 

transmite a CpxA. Se conjetura que su dominio N-terminal podría desplegarse durante 

la adhesión a superficies hidrofóbicas, permitiendo que el dominio C-terminal 

interaccione con la membrana interna; o bien que, ante una sobrecarga de la 
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maquinaria de plegamiento periplasmática, NlpE no se pueda plegar e insertar 

correctamente en la ME, y termine localizando en la MI, induciendo la respuesta del 

sistema Cpx (208). 

 

Figura I.2. Descripción general de la vía de Cpx en Escherichia coli. En condiciones no inductoras 

(lado izquierdo del diagrama), la HQ de membrana interna (MI) CpxA actúa como una fosfatasa del RR 

CpxR, manteniéndolo desfosforilado, y por lo tanto, inactivo. CpxP inhibe la activación de CpxA, 

posiblemente a través de una interacción directa. Las señales inductoras entran en la vía en varios puntos 

(indicados por las flechas azules): la adhesión a la superficie es detectada por la lipoproteína de 

membrana externa (ME) NlpE; proteínas periplasmáticas mal plegadas pueden ser detectados 

directamente por CpxP; y señales metabólicas o fases de crecimiento son detectadas por CpxR. Bajo 

condiciones inductoras (lado derecho del diagrama), CpxP es degradada por DegP, CpxA actúa como 

autoquinasa y fosforila a CpxR, que fosforilado se une al ADN para regular la transcripción. Los genes 

regulados positivamente por CpxR-P (indicados en verde) son los que codifican para proteínas plegado y 

degradación periplasmática; enzimas metabólicas de pared celular y algunos reguladores. Los genes 

reprimidos por CpxR-P (indicados en rojo) incluyen los complejos proteicos del periplasma y reguladores. 

Adaptado de Vogt y Raivio, 2011 (208). 

CpxP es una proteína periplasmática modulada positivamente por CpxR (215), e 

involucrada en la retroalmientación negativa del sistema: CpxP inhibe la actividad del 

sistema Cpx cuando se sobre-expresa, probablemente por interacción directa con el 

dominio periplasmático de CpxA. La activación causada por la presencia de proteínas 

mal plegadas en el periplasma activa el sistema Cpx de manera dependiente de CpxP. 

Por lo tanto, se ha sugerido que las proteínas no nativas secuestran CpxP impidiendo 

su unión a CpxA y en consecuencia la proteína quinasa se activa (214, 216). Un hecho 
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importante es que CpxP se convierte en sustrato de la proteasa DegP bajo 

condiciones inductoras del sistema, favoreciendo la activación completa del sistema 

(216). Sin embargo, CpxP no es responsable de detectar otros tipos de estrés, ya que 

mutantes en cpxP conservan su capacidad de detectar señales tales como la 

sobreexpresión de NlpE, PapE o PapG, el pH alcalino, y otros tipos de estrés (214, 

217).  

En cuanto a la HQ sensora CpxA, las evidencias señalan que su dominio 

periplasmático es el punto de integración de las señales provenientes de NlpE y de 

CpxP, así como también puede detectar directamente perturbaciones tales como el pH 

alcalino, la sobreexpresión de PapE y PapG, y la perturbación de envoltura por EDTA 

(214, 217, 218). La forma en que este dominio detecta las distintas señales se 

desconoce, pero -al igual que en otros TCS- la detección de la señal es transducida a 

través de la membrana interna al dominio quinasa que lleva a cabo la transferencia de 

un grupo fosfato al regulador de respuesta CxpR (219). 

El regulador CpxR también puede activarse independientemente de CpxA en 

respuesta a señales relacionadas con el crecimiento y el metabolismo central. Por 

ejemplo, se ha reportado que la expresión de cpxR en E. coli se activa al inicio de la 

fase estacionaria (220), y que esta activación relacionada con la fase de crecimiento 

es dependiente de CpxR pero independiente de CpxA (214). CpxR también se puede 

activar de forma independiente de CpxA cuando las células se cultivan en presencia 

de exceso de fuentes de carbono, tales como la glucosa y el piruvato (221). Se postula 

que esta activación está mediada por la vía Pta-AckA, que genera acetil fosfato a partir 

de acetil-CoA (221). De hecho, el acetil fosfato puede fosforilar CpxR in vitro y, bajo 

determinadas condiciones de crecimiento, in vivo (207, 218, 221, 222). 

Dependiendo del gen blanco, CpxR puede actuar como activador o represor. Un 

estudio comparativo realizado por Price y Raivio (209), en el que se caracterizó una 

biblioteca de expresión de genes regulados putativamente por CpxRA en E. coli, 

demostró que la orientación con respecto al sitio de inicio de la transcripción y el grado 

de consenso del sitio de unión para CpxR, previamente determinado como GTAAA-N5-

GTAAA, no influyen en la regulación. Así, la mitad de los promotores que mostraron 

una fuerte regulación CpxRA-dependiente, contiene un sitio de unión CpxR consenso 

que se orienta en una dirección directa en relación con la transcripción GTAAA-N5-

GTAAA, mientras que la otra mitad tienen sitios de unión CpxR orientadas en la 

orientación inversa, TTTAC-N5-TTTAC. Además, varios de estos genes tienen sitios de 

unión CpxR en ambas orientaciones por lo que no parece haber relación entre la 

orientación y el modo en que CpxR ejerce su regulación. El grado de coincidencia con 
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la secuencia consenso GTAAA-N5-GTAAA no siempre es predictivo: se caracterizaron 

genes con una fuerte regulación Cpx-dependiente con hasta tres cambios 

nucleotídicos en el sitio de unión al regulador respecto a la secuencia consenso (223). 

Como se enunció anteriormente, el regulón Cpx se compone de una amplia 

variedad de genes. El sistema normalmente reprime la expresión de aquellos 

complejos proteicos que atraviesan la envoltura bacteriana y están involucrados en 

funciones como la motilidad, la quimiotaxis y la adhesión: el flagelo (a través de la 

represión de los genes motAB-cheAW, tsr, y aer), pili tipo P (operón pap), fimbrias tipo 

curly (csgB y csgD). Existe asimismo una conexión de la respuesta Cpx y proteínas de 

membrana interna; por ejemplo, CpxR fosforilado activa la expresión de htpX, una 

proteasa de MI que contribuiría a mantener la homeostasis de esta estructura en 

condiciones de estrés. Por otro lado, el sistema normalmente reprime la expresión de 

varios transportadores para diversos sustratos, tales como ácidos grasos, aminoácidos 

e iones. Otro constituyente de la envoltura bacteriana que es alcanzado por la amplitud 

de la respuesta Cpx es el peptidoglicano. CpxR activa directamente la expresión de 

amiA y amiC, genes codificantes para dos N-acetil-muramil-L-alanina amidasas, que 

hidrolizan entrecruzamientos peptídicos entre residuos de ácido N-acetilmurámico, 

permitiendo el proceso de división celular. 

Asimismo, varios reguladores celulares estarían bajo control de CpxR. Este 

regulador modula negativamente de modo directo la expresión del operón 

rpoErseABC, que codifica el factor sigma alternativo σE, encargado de orquestar la 

respuesta de estrés por choque térmico (223, 224).  CpxR también interactúa con el 

sistema de dos componentes EnvZ/OmpR a través de la activación de MzrA, una 

proteína accesoria de MI que interactúa con EnvZ (la histidina quinasa de membrana),  

aumentando la expresión de los genes del regulón OmpR (225). YdeH  es una 

diguanilato ciclasa capaz de sintetizar la molécula señalizadora di-GMP, y que es 

transcripcionalmente activada por CpxR. YdeH está implicada tanto en la inhibición de 

la motilidad, así como en la promoción de la formación de biopelículas (209, 223).  

Por otra parte, en muchos casos, CpxR actúa en conjunto con otros reguladores 

para controlar la expresión de los genes. Por ejemplo, se ha demostrado que para la 

expresión de los transportadores MdtABC y AcrD y para la porina ompC, CpxR actúa 

como corregulador (226, 227). En ausencia del regulador principal de acrD y mdtABC, 

BaeR; o de ompC, OmpR, CpxR es incapaz de activar la transcripción de estos genes. 

Estos resultados indican que CpxR actúa en conjunto con el activador principal para 

intensificar la transcripción (227). Ensayos de protección a la digestión por ADNasaI 

sobre estos genes, indican que CpxR se une a grandes regiones corriente arriba de 
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los sitios de inicio de la transcripción y en todos los casos el sitio de unión se 

superpone parcialmente con el de activador principal. En cuanto a los casos de 

regulación negativa, se ha demostrado que CpxR es capaz de afectar negativamente 

la transcripción de csgB, csgD, ompF y papB (228). CpxR se une cooperativamente a 

múltiples sitos de la región promotora de csgB y csgD (229). En el caso de csgDEFG, 

el activador OmpR se une a un único sitio en el promotor, mientras que CpxR se une 

cooperativamente a múltiples sitios formando un complejo ADN-proteína de muy poca 

movilidad electroforética. Se desconoce si en este caso el efecto negativo de CpxR 

sobre la expresión de csgD se debe a que previene el reclutamiento de la ARN 

polimerasa o genera una perturbación en la unión de OmpR (229). Para el caso de 

ompF, los ensayos de protección a la digestión por ADNasaI indican que en el 

promotor de este gen, CpxR cubre una amplia región del mismo, superponiéndose con 

los cuatro sitios de unión de OmpR. Estas evidencias sugieren que en algunos casos 

CpxR se une a grandes regiones de ADN a través de múltiples sitios y que modula la 

acción de otros reguladores, sean estos activadores o represores. 

En cuanto a la relación entre el sistema Cpx y la patogénesis, se ha descripto 

que mutantes en el sistema poseen defectos en la formación de estructuras de 

adherencia (ej: pili tipo IV en E. coli EPEC; pili tipo Pap en E. coli UPEC), y por tanto, 

disminuyen su capacidad de infectar las células hospedadoras (230, 231). En Shigella 

flexneri, se ha visto que CpxA está involucrada en la regulación dependiente de pH de 

virF, un regulador positivo de los genes de invasión ipaBCD. La expresión de virF se 

promueve mediante la unión directa de CpxR a su promotor (232). En contraste con 

estos ejemplos, estudios recientes sugieren que en muchos patógenos, la activación 

de la respuesta Cpx es detrimental para la virulencia. En casos en los que mutaciones 

en cpxA alteran su actividad fosfatasa, CpxR se acumula en su estado fosforilado, 

reprimiendo la expresión de factores adhesivos a las células hospedadoras, como 

ocurre en el modelo de Yersinia pseudotuberculosis y  Salmonella enterica serovar 

Typhimurium (208, 233). La expresión de sistemas de secreción asociados a proteínas 

de virulencia también se ha encontrado reducida por mutaciones en cpxA, incluyendo 

los SSTIII de EPEC y Yersinia enterocolitica, y el sistema de secreción de dos 

compañeros LspB-LspA2 de Haemophilus ducreyi (208). En Legionella pneumophila, 

CpxR inhibe la expresión de varios sustratos del SSTIV Icm/Dot involucrados en 

virulencia (234). 

 

 



Introducción General 

 
47 

I.4. Drosophila melanogaster 

I.4.1. Modelo de estudio 

D. melanogaster, también llamada mosca de la fruta o mosca del vinagre, es una 

especie de díptero braquícero de la familia Drosophilidae. Recibe su nombre debido a 

que se alimenta de frutas en proceso de fermentación. Es una especie ampliamente 

utilizada como organismo modelo debido a numerosas ventajas. Los pequeños 

insectos son fáciles de mantener y manipular. En comparación con otros insectos,  

posee un breve ciclo de vida (15-21 días) y genera un gran número de crías.  

Asimismo, poderosas herramientas genéticas han sido desarrolladas a lo largo 

de un siglo de trabajo. Posee un genoma reducido (4 pares de cromosomas) y 

completamente secuenciado (235), y un gran número de cepas modificadas 

genéticamente se encuentran fácilmente disponibles en bancos de almacenamiento y 

mantenimiento alrededor del mundo. La inducción de la expresión de varios 

transgenes puede darse de manera espacio-temporal mediante el uso del sistema 

UAS-GAL4 de levaduras (236, 237). La represión de la expresión génica puede 

lograrse combinando el sistema UAS-GAL4 con ARN de interferencia, donde el gen de 

interés se silencia a través de la síntesis de un ARN doble hebra inducida por el 

promotor GAL4 (238). A su vez, se pueden generar mutantes utilizando mutagénesis 

por transposición (239), o alimentando las moscas con etil-metanosulfonato (EMS), un 

agente altamente mutagénico (240, 241).  

En  cuanto a su pertinencia para el estudio de problemas relacionados con la 

salud humana, se calcula que aproximadamente el 61% de los genes de 

enfermedades humanas que se conocen tienen una contrapartida identificable en el 

genoma de Drosophila y el 50% de las secuencias proteicas tienen análogos en los 

mamíferos (242). La estructura de sus órganos es simple pero análoga a la de 

mamíferos. Además, este organismo modelo es hospedador de una sorprendente 

variedad de patógenos fúngicos, bacterianos y virales. En los últimos años Drosophila 

ha permitido la identificación de varios factores de virulencia de distintos patógenos 

oportunistas. Algunos microorganismos utilizan mecanismos similares para infectar 

insectos y mamíferos, y muchos factores de virulencia efectivos contra mamíferos 

también son responsables de la patogenicidad en Drosophila. Como resultado de esto, 

un gran número de microorganismos importantes para la salud humana han sido 

estudiados en el contexto de este insecto (243). 
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Las infecciones humanas en heridas, sistémicas o intestinales pueden ser 

mimetizadas fácilmente en Drosophila a través de ensayos de herida séptica, 

inyección e infección oral, respectivamente. El método de herida séptica en el tórax o 

abdomen involucra el uso de una aguja embebida en una solución bacteriana. Si los 

insectos se lastiman en el tórax, la herida ocurre en la cutícula y el músculo que se 

encuentra por debajo. Luego de la inoculación la bacteria puede proliferar localmente y 

diseminarse a través del cuerpo del insecto, lo que lleva a un daño tisular y respuesta 

inmune local y sistémica. Un segundo método utiliza una jeringa inyectora que produce 

principalmente la inoculación sistémica de las bacterias. Utilizando este método, la 

inyección ocurre directamente en la hemolinfa del insecto evitando la barrera del sitio 

de la herida. Por otra parte, el modelo de infección oral, permite mimetizar la infección 

intestinal en mamíferos e introducir los microorganismos en el tracto intestinal de D. 

melanogaster. Este método posee la ventaja de permitir fácilmente la cuantificación de 

la regeneración epitelial intestinal, que es dirigida por vías de señalización 

evolutivamente conservadas (243). 

I.4.2. Inmunidad 

Las larvas de Drosophila se alimentan de frutas y vegetales en descomposición, 

y por ende, encuentran un gran número de comunidades microbianas. Los microbios 

interactúan con Drosophila en el tracto digestivo, tráquea, genitales, y otros epitelios, 

así como también pueden diseminarse sistémicamente a través de heridas físicas. 

Drosophila carece de una respuesta inmune adaptativa a los microorganismos; sin 

embargo, el sistema inmune innato provee a estos insectos una protección suficiente 

contra la mayoría de los microbios. Esto hace de Drosophila un modelo adecuado para 

el estudio de la respuesta inmune innata, cuyos mecanismos están bien 

caracterizados y han llevado al descubrimiento de varios sistemas homólogos en 

mamíferos (244). 

Una herida séptica en Drosophila resulta en la activación de varios mecanismos 

distintos de respuesta inmune contra los microbios en la cavidad corporal. Por un lado, 

la activación de un número de cascadas proteolíticas provoca el depósito de melanina 

en el sitio de la herida, y la concomitante producción de especies reactivas del oxígeno 

(ROS) (245, 246). Los microbios sobrevivientes son fagocitados por los hemocitos 

(247). A la vez, se activa la respuesta inmune sistémica, capaz de reconocer 

diferentes clases de microorganismos invasores. La señalización corriente abajo 

resulta en la translocación nuclear de factores de transcripción del tipo NF-κB, 

disparando la expresión de péptidos antimicrobianos (AMPs) activos contra muchos 
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tipos de microbios (248, 249). El epitelio de Drosophila está protegido por varias 

barreras físicas y químicas, tales como la cutina y la matriz peritrófica, y la producción 

de ROS y AMPs, respectivamente (250). A continuación, se describirán las diferentes 

ramas de la respuesta inmune de este organismo modelo.  

I.4.2.1. La respuesta inmune sistémica  

Los microbios en el hemocele son reconocidos a través de sus componentes 

estructurales, es decir sus PAMPs, activando cascadas de señalización, que conllevan 

a la síntesis y secreción de AMPs por las células grasas (fat bodies), y posiblemente 

en los hemocitos.  

La vía Toll 

La vía Toll responde principalmente a bacterias Gram positivas y fungi (248, 249, 

251). Las paredes celulares de muchas bacterias Gram positivas contienen PG del tipo 

lisina. El genoma de Drosophila codifica PGRP-SA que se une preferentemente a esta 

clase de ligandos. Otro receptor, GNBP1, también se reportó como componente en la 

detección del PG del tipo lisina. La interacción física de PGRP-SA y GNBP1 da lugar a 

la formación de un complejo proteico luego del reconocimiento de bacterias Gram 

positivas (252). PGRP-SD también detecta PG del tipo lisina con una redundancia 

parcial al complejo PGRP-SA-GNBP1 (253). Por otro lado, hongos filamentosos y 

levaduras son reconocidos mediante dos mecanismos diferentes. En el primer 

mecanismo, estos microbios son detectados a través de sus estructuras de pared 

celular -más precisamente los glucanos β-(1,3)- gracias a la molécula de 

reconocimiento circulante GNBP3, la cual subsecuentemente activará una cascada 

proteolítica dependiente de ModSP. En la segunda, la serina proteasa Persephone es 

clivada y activada mediante factores de virulencia de los hongos así como también de 

algunas bacterias Gram positivas. Por ejemplo, una proteasa fúngica (PR1) es 

producida por el hongo entomopatogénico Beauveria bassiana la cual inicialmente 

digiere la cutícula de la mosca. Subsecuentemente, PR1 también clivará Persephone, 

disparando la vía de respuesta Toll. La activación de Toll por Persephone se 

encuentra regulada negativamente por Necrotic, un inhibidor de serina proteasa de la 

familia de las serpinas (254–256).  

Las diversas señales descriptas en el párrafo anterior inician cascadas 

proteolíticas que convergen en la activación de SPE (Spätzle processing enzyme), la 

cual eventualmente procesa a Spätzle (Spz). La forma madura de Spätzle se une al 

receptor Toll. Como podemos deducir, en contraste con los TLRs de mamiferos, Toll 
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de Drosophila no se activada por PAMPs, sino a través de la citoquina Spätzle. La 

unión dispara un cambio conformacional en el cual el receptor Toll ahora dimérico, 

recluta mediante sus dominios TIR a  la proteína adaptadora Myd88, la cual mediante 

su domino DD (death domain) interacciona con otras dos proteínas más: Tube y Pelle. 

Estas tres proteínas juntas forman un complejo denominado TISC (Toll-induced 

signaling complex) (257). Pelle es una serina-treonina quinasa cuyo sustrato durante la 

respuesta inmune aún no se ha caracterizado. Bajo condiciones no inductoras, los 

factores nucleares Dorsal y/o DIF (Dorsal related immunity factor) se encuentran 

unidos al inhibidor Cactus (homologo a I-κβ de mamíferos) y permanecen anclados en 

el citoplasma. Tras la activación de la vía Toll, mediante mecanismos no 

caracterizados, se produce la fosforilación y ubiquitinación de Cactus, provocando su 

degradación dependiente del proteasoma. Esto libera a Dorsal y/o DIF que, luego de la 

localización nuclear, se unen a elementos de respuesta κβ en el ADN, disparando la 

expresión de los genes blanco, incluyendo a aquellos codificantes para AMPs como 

Drosomicina, comúnmente usado como reportero de la vía Toll.  

La vía Imd 

La vía de inmunodeficiencia (Imd) es la responsable del reconocimiento de 

bacterias Gram negativas y algunos bacilos Gram positivos (248). A pesar de que el 

LPS es altamente inmunógeno en mamíferos, se cree que el mismo no sería 

reconocido por Drosophila (258). La señal reconocida por el sistema es el 

peptidoglicano del tipo diaminopimélico (PG tipo DAP), típico de bacterias Gram 

negativas.  Las proteínas de reconocimiento de PG (PGRPs) son las encargadas de 

detectar este tipo de estructuras. El genoma de Drosophila codifica para 13 proteínas 

de este tipo, que pueden ser categorizadas como catalíticas (con actividad amidasa), o 

no catalíticas. PGRP-LC and PGRP-LE son dos miembros no catalíticos que detectan 

el PG tipo DAP y activan la vía IMD. PGRP-LC, una proteína transmembrana, es el 

principal receptor. Existen tres isoformas de PGRP-LC (a; x; y), cada una presentando 

diferentes dominios extracelulares. Los homodímeros de PGRP-LCx unen PGs 

poliméricos, mientras que los PG de longitud menor son reconocidos por 

heterodímeros de PGRP-LCx y PGRP-LCa. Por otro lado, PGRP-LE se puede clivar 

reteniendo sólo su dominio de reconocimiento y funcionando de manera soluble en la 

hemolinfa; o bien, actúa como un receptor intracelular en su forma completa, donde 

une PGs monoméricos (248, 249).  
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Figura I.3. Modelos de activación de las vías Toll (a la izquierda) e Imd (a la derecha). Adaptado de 

Lemaitre y Hoffmann, 2007 (249). 

Luego de unir su ligando, los dominios citoplasmáticos de las PGRPs dimerizan 

o multimerizan, reclutando mediante interacciones homotípicas a la proteína 

adaptadora Imd, la cual contiene un posee un motivo DD (death domain). IMD juega 

un rol central a través de la iniciación dos procesos de transducción de señal distintos, 

pero ambos convergentes en la activación de la vía IMD y la translocación nuclear de 

Relish, un factor de transcripción del tipo NF-κB, estructuralmente similar a los 

precursores p100 y p105 de mamíferos. El primero de estos procesos es la 

fosforilación de Relish. IMD, luego de activarse, recluta a la proteína adaptadora FADD  

que, a su vez, recluta la caspasa apical DREDD. Ésta produce el clivaje de IMD, 

exponiendo su motivo de unión a DIAP2. Se cree que DIAP2 hace las veces de E3 

ubiqutina ligasa en Drosophila, y junto con la acción de otras proteínas, provoca la 

poliubiquitinación sobre IMD. Esta proteína poliubiquitinada sirve como soporte para el 

ensamblando de un complejo comprendido por una MAPKKK llamada TAK1, y su 
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subunidad reguladora TAB2. Se cree que TAK1 activaría el complejo de señalización 

IKK, formado por la subunidad quinasa catalítica  IKKβ y su subunidad regulatoria  

IKKγ/Kenny, conduciendo eventualmente a la fosforilación de Relish. Por otra parte, el 

segundo proceso iniciado por IMD es el clivaje de Relish. Luego de ser reclutada por 

FADD unida a IMD, DREDD clivaría a Relish, en un proceso independiente de su 

fosforilación por el complejo IKK (Figura I.3, lado derecho). Así, la forma fosforilada y 

clivada de Relish es ahora capaz de translocar al núcleo e inducir la expresión de los 

genes blanco, mayormente de AMPs (248, 249, 251).   

Péptidos antimicrobianos  

Luego de la sepsis, los AMPs son secretados a la hemolinfa como resultado de 

la activación de las vías IMD y Toll descriptas anteriormente. Se han identificado 7 

familias de AMPs: diptericinas (2 genes), drosocina, atacinas (4 genes), drosomicinas 

(7 genes), Metchnikowina, cecropinas (4 genes), y defensinas (2 genes). Diptericinas, 

drosocina y atacinas son activos contra bacterias Gram negativas; drosomicinas y 

metchnikowina contra hongos; cecropinas contra bacterias y hongos; mientras que las 

defensinas son específicas contra bacterias Gram positivas. Para monitorear la 

activación de la vía IMD y Toll, se usan los genes Diptericina A y Drosomicina 1, 

respectivamente (249).  

La vía de las quinasas c-Jun N-terminal (JNK)  

Muchos procesos fisiológicos tales como la citoprotección, apoptosis, autofagia, 

proliferación celular, diferenciación, reparación de tejidos, regeneración, metabolismo y 

crecimiento son influenciados en respuesta a la activación de la vía JNK. La vía JNK 

es activada por ROS, luz ultravioleta, y estrés calórico (259–261), así como también en 

respuesta a bacterias por la vía IMD (249). En este caso, TAK1 activa Hemipterous 

(JNKK) que fosforila a Basket (JNK) que a la vez activa AP-1. Algunos mecanismos de 

retroalimentación negativa han sido reportados entre las ramas IMD-Relish e IMD-JNK 

(262). Sin embargo, en otro estudio (263), la vía JNK activó la expresión de ciertos 

AMPs en células grasas, demostrando la complejidad del rol de esta vía.  

La respuesta sistémica a la herida redox dependiente 

En Drosophila, estudiando el proceso denominado “respuesta sistémica a la 

herida” o SWR (systemic wound response), W.J. Lee et al. (246) han caracterizado a 

Hayan, una serina proteasa circulante en hemolinfa. Tras la detección de la herida, 

Hayan se activa por mecanismos no caracterizados y es responsable del 

procesamiento de pro-fenoloxidasa (pro-PO) en fenoloxidasa (PO). Además de 
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promover la melanización (como se discutirá más adelante), la actividad enzimática de 

PO da lugar a la generación de ROS, las cuales actúan tanto local como 

sistémicamente. A nivel local, las ROS se acumulan de manera temporal, colaboran en 

la destrucción de invasores, y actúan como segundos mensajeros modulando la 

expresión de genes defensivos para la reparación de heridas y la migración de 

diferentes tipos celulares al sitio de la lesión. Por el otro lado, las ROS difunden 

sistémicamente a través del hemocele, y llegan a los tejidos neuronales, donde actúan 

como señales de supervivencia activando programas citoprotectores dependientes de 

la vía JNK, probablemente a través de la oxidación e inhibición de las fosfatasas 

inhibidoras de JNK, convirtiendo sus grupos catalíticos sulfhídricos (-SH) en sulfénicos 

(-SOH). 

 

Figura I.4. Modelo de la respuesta sistémica a la herida redox dependiente. Adaptado de Lee et al., 

2012 (246). 
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I.4.2.2. La respuesta inmune celular 

Drosophila contrarresta infecciones sistémicas a través de la acción de los 

hemocitos, considerados como los equivalentes de las células sanguíneas de 

mamíferos. Existen tres tipos de hemocitos: los plasmocitos, constituyen el grupo más 

abundante, son células similares a los monocitos y están involucrados en la fagocitosis 

de cuerpos apoptóticos y patógenos; las células cristal, no son fagocíticas pero sí 

requeridas para la melanización; y los lamelocitos, involucrados en la encapsulación 

de cuerpos extraños demasiado grandes para ser fagocitados. Los lamelocitos no se 

forman en condiciones normales, sino que lo hacen en respuesta a desafíos inmunes 

específicos. Las moscas adultas sólo poseen plasmocitos (251). 

Fagocitosis 

La función principal de los plasmocitos es fagocitar microbios, incluyendo virus, 

bacterias, y hongos, así como otras partículas foráneas y componentes celulares 

dañados. La ablación genética de la fagocitosis a través de la inducción especifica de 

la apoptosis sobre los hemocitos, o la saturación mecánica del proceso mediada por la 

microinyección de perlas de látex no degradables causan que las moscas se tornen 

más susceptibles a procesos infectivos (264, 265). Los microbios son reconocidos por 

receptores específicos y luego internalizados mediante la modulación y reorganización 

del citoesqueleto. Varias proteínas han sido identificadas como receptores fagocíticos 

en Drosophila. El gen eater codifica para un receptor del tipo scavenger; su 

silenciamiento génico provocó una disminución en la unión e internalización de células 

bacterianas en líneas de cultivo celular. Por otra parte, la mutante nula eater tiene una 

susceptibilidad incrementada a los microbios. Las bacterias Gram negativas también 

pueden ser fagocitadas a través de PGRP-LC, uno de los receptores de la vìa IMD 

(264–266). 

Encapsulación  

Los lamelocitos larvales forman una capsula multilaminar alrededor de huevos 

parasitoides y partículas extrañas, que luego se ennegrece debido a la melanización. 

Eventualmente, dentro de la cápsula, el invasor es eliminado gracias a la producción 

local de productos citotóxicos como ROS e intermediarios de la cascada de 

melanización (249). 
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Coagulación 

La coagulación de la hemolinfa es un proceso crítico para sanar rápidamente la 

herida luego de una lesión y regenerar la barrera contra la infección. Ha sido 

esencialmente estudiada en larvas. El coágulo formado está compuesto por fibras 

entrecruzadas. El proceso inmoviliza tanto a los hemocitos como a los patógenos 

invasores, promoviendo la destrucción de estos últimos (249).   

Melanización.  

La melanización es el proceso de deposición de melanina que ocurre tanto 

durante la encapsulación como en la coagulación. Comienza con el sensado de 

heridas tegumentarias o el reconocimiento de microbios a través de receptores como 

las GNBPs y PGRP-LE. Posteriormente, se dispara una cascada de señalización en la 

cual se activan secuencialmente múltiples serina proteasas, y subsecuentemente se 

cliva la pro-PO en su forma enzimáticamente activa, PO. La PO es una enzima clave 

en la formación de melanina, catalizando la oxidación de mono y difenoles a 

ortoquinonas. La melanina está constituida de heteropolímeros derivados de 

ortoquinona. Debido a la propensión de las quinonas por procesos de óxido-reducción, 

estos precursores de melanina son fuentes de generación de ROS (267–270).  

I.4.2.3. La respuesta inmune epitelial  

Los distintos epitelios como los sub-cuticulares, traqueales y del tracto digestivo 

son los primeros en entrar en contacto con los microbios. Por ello, cuentan tanto con 

barreras físicas como con mecanismos locales de defensa tales como secreción de 

AMPs y ROS.  

Anatómicamente el intestino de Drosophila puede dividirse en intestino anterior, 

medio y posterior. El sistema digestivo superior es utilizado para la incorporación y 

almacenamiento del alimento, mientras que el procesamiento y la absorción ocurre en 

las regiones media y posterior del intestino medio. La presencia de células madres 

intestinales (ISCs) asegura la homeostasis intestinal al suministrar enterocitos 

diferenciados. Una característica de los enterocitos es su rápido recambio, en el cual 

las células apoptóticas son reemplazadas por la proliferación compensatoria de las 

ISCs. La matriz peritrófica es una estructura acelular que forma una capa de polímeros 

de quitina y glicoproteínas que reviste el lumen del intestino medio de Drosophila. A 

pesar de las diferencias estructurales, se considera que esta matriz es homóloga a la 
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capa de mucus del tracto intestinal de mamíferos y protege al epitelio intestinal de 

alimentos abrasivos y microbios (271).  

Las células intestinales deben tolerar a las bacterias comensales a la vez de ser 

capaces de montar una respuesta vigorosa ante la presencia de patógenos. Una vía 

importante implicada en la distinción entre estos tipos de microorganismos es la 

producción de ROS por parte de la oxidasa de membrana dual Duox. En presencia de 

bacterias comensales y ausencia de especies patogénicas, bajos niveles de activación 

de la vía IMD del sistema inmune innato inducen una retroalimentación negativa de la 

vía Duox, tanto a nivel de expresión como de actividad, resultando en un nivel basal 

bajo de ROS. Por el contrario, cuando el sistema inmune del hospedador detecta 

bacterias patógenas, la expresión y actividad de los componentes de la vía Duox 

aumentan, lo que conlleva a la destrucción de la bacteria (272). Recientemente se ha 

reportado que el uracilo -liberado en mayor cantidad por bacterias patogénicas- sería 

la señal que permitiría al sistema Duox discernir entre patógenos y simbiontes (271). 

La vía Duox retroalimenta las vías que controlan la apoptosis y a la proliferación de 

células madres para asegurar la reparación del daño celular generado por la 

exposición a ROS (272).  
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II. OBJETIVOS 

Como se refirió en la Introducción, en humanos, Sma es un patógeno 

oportunista, aislándose como agente etiológico de un vasto espectro de infecciones, 

con creciente incidencia en ámbitos extra e intra-hospitalarios. Sma produce 

numerosas exoproteínas tales como hemolisina, proteasas, fosfolipasa, quitinasas, 

entre otras, y además es capaz de secretar OMVs al medio de cultivo. Si bien se 

predice un rol general en la patogénesis para todos estos factores, la relevancia de 

cada uno, sus mecanismos moleculares de acción, y las vías regulatorias que 

gobiernan su expresión permanecen pobremente caracterizados.  

En este contexto, como Objetivo Principal de este Trabajo de Tesis, nos 

proponemos: 

 

- Contribuir a ampliar el conocimiento sobre los factores de patogénesis de Sma, 

así como también sobre los mecanismos regulatorios que gobiernan su expresión. 

 

Para tal fin, planteamos los siguientes Objetivos Específicos: 

 

- Identificar y analizar el proteoma de las OMVs. 

- Estudiar la interacción de las OMVs con líneas celulares de mamífero.  

- Estudiar el efecto de las OMVs en Drosophila melanogaster, especialmente 

atendiendo a su interacción con el sistema inmune del insecto. 

- Identificar las señales y mecanismos regulatorios que modulan la expresión de 

las metaloproteasas de Sma, en particular, PrtA. 
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III. MATERIALES Y MÉTODOS 

III.1. Cepas bacterianas, líneas celulares, plásmidos y oligonucleótidos 

Las cepas bacterianas, líneas celulares, y líneas de insectos utilizadas en esta 

Tesis se describen en las Tablas III.1, III.2 y III.3, respectivamente. Los plásmidos y los 

oligonucleótidos se detallan en las tablas III.4 y III.5. 

 

Tabla III.1. Cepas bacterianas y líneas celulares. 

Cepa bacteriana Genotipo y comentarios Referencia 

Serratia marcescens (Sma) 

RM66262 salvaje (wt); aislamiento clínico (273, 274) 

lipB RM66262 lipB::pKNOCK-Cm
R
 Stock del laboratorio 

prtA RM66262 prtA::pKNOCK-Cm
R
 Este trabajo 

prtA-3xFLAG RM66262 prtA-3xFLAG::pKNOCK-Cm
R
 Este trabajo 

prtA-6xHis RM66262 prtA-6xHis::pKNOCK-Cm
R
 Este trabajo 

cpxR RM66262 cpxR::pKNOCK-Cm
R
 Stock del laboratorio 

flhD RM66262 flhD::pKNOCK-Cm
R
 Stock del laboratorio 

fliA RM66262 fliA::pKNOCK-Cm
R
 (20) 

phoP RM66262 phoP::pKNOCK-Cm
R
 (22) 

ompR RM66262 ompR::pKNOCK-Cm
R
 Stock del laboratorio 

rcsB RM66262 rcsB::pKNOCK-Gm
R
 (48) 

rssB RM66262 rssB::pKNOCK-Cm
R
 Este trabajo 

fur RM66262 fur::pKNOCK-Cm
R
 Este trabajo 

slpE RM66262 slpE::pKNOCK-Cm
R
 Este trabajo 

ompA RM66262 ompA::pKNG101-Sm
R
 Este trabajo 

ompA::4-Cys RM66262 ompA::4-Cys Este trabajo 

wt/pBB2 RM66262/pBB2; Km
R
 Stock del laboratorio 

prtA/pBB2 RM66262 prtA::pKNOCK-Cm
R
/pBB2; Km

R
 Este trabajo 

prtA/pBB2::prtA RM66262 prtA::pKNOCK-Cm
R
/pBB2::prtA; Km

R
 Este trabajo 

wt/pBB5 RM66262/pBB5; Gm
R
 Stock del laboratorio 

cpxR/pBB5 RM66262 cpxR::pKNOCK-Cm
R
/pBB5; Gm

R
 Este trabajo 
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cpxR/pBB5::cpxR RM66262 cpxR::pKNOCK-Cm
R
/pBB5::cpxR; Gm

R
 Este trabajo 

wt/pSU36 RM66262/pSU36; Km
R
 Este trabajo 

wt/pSU36::nlpE RM66262/pSU36::nlpE; Km
R
 Este trabajo 

cpxR/pSU36 RM66262 cpxR::pKNOCK-Cm
R
/pSU36; Km

R
 Este trabajo 

cpxR/pSU36::nlpE RM66262 cpxR::pKNOCK-Cm
R
/pSU36::nlpE; Km

R
 Este trabajo 

prtA/pSU36 RM66262 prtA::pKNOCK-Cm
R
/pSU36 Este trabajo 

prtA/pSU36::nlpE RM66262 prtA::pKNOCK-Cm
R
/pSU36::nlpE; Km

R
 Este trabajo 

Db10 salvaje (wt); aislamiento entomopatogénico  (275) 

Db10 prtA Db10 prtA:: pKNG101-Sm
R
 Este trabajo 

Escherichia coli 

XL1-Blue 
endA1 gyrA96 (Nal

R
) thi-1 recA1 relA1 lac [F′ 

proAB, lacI
q
Z, ΔM15::Tn10]; Tc

R
 

(276) 

SM10 λpir 

thi‐J thr leu tonA lacY 61lic recA::RP4‐2‐Tc::Mu; 

λpir; Km
R
. 

(277) 

One Shot
®
 TOP10 

F-, mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) Φ80lacZΔM15 

ΔlacX74 nupG recA1 araD139 Δ(ara-leu) 7697 

galE15 galK16 rpsL endA1; Sm
R
 

Invitrogen™ 

M15/pREP4 F-, Φ80ΔlacM15 thi lac mtl recA+; placI; Km
R
 Qiagen 

HB101/pRK2013 

F- mcrB mrr hsdS20(rB- mB-) recA13 leuB6 ara-14 

proA2 lacY1 galK2 xyl-5 mtl-1 rpsL20 (Sm
R
) 

glnV44 λ-; genes mob; Km
R
 

(278) 

 

Tabla III.2. Líneas celulares. 

Línea celular  Características relevantes Referencia 

CHO 
Células epiteliales provenientes de 

ovario de hámster 
(279) 

CHO-EGFP-LC3 
Células CHO transfectadas establemente con 

pEGFP::lc3 
(279) 
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Tabla III.3. Líneas de insectos. 

Línea de insecto Características relevantes Referencia 

Drosophila melanogaster 

A5001 Línea salvaje (25) 

A5001/Imd Mutante homocigota para Imd, en fondo A5001 (280) 

A5001/Myd88 Mutante homocigota para Myd88, en fondo A5001 (281) 

CnBw Línea salvaje (282) 

CnBw/Myd88 Mutante homocigota para Myd88, en fondo CnBw (281) 

CnBw/Kenny Mutante homocigota para IKKγ, en fondo CnBw (282) 

W1118 Línea salvaje (246) 

W1118/Hayan Mutante homocigota para Hayan, en fondo W1118 (246) 

 

Tabla III.4. Plásmidos. 

Plásmido  Características relevantes Referencia 

pRK2013 

Plásmido auxiliar (helper), utilizado para la 

movilización de plásmidos no autotransmisibles 
(278) 

pGEM-T
®
easy 

Vector de clonado de productos de PCR, 

linealizado, con T colgantes en los extremos 3’, 

alto número de copias, Amp
R
 

Promega 

pGEM-T
®
easy::prtA 

Gen prtA y las 500 pb flanqueantes (corriente 

arriba y abajo) clonados en pGEM-T
®
easy 

Este trabajo 

pGEM-T
®
easy::PprtA 

Promotor putativo de prtA clonado en pGEM-

T
®
easy 

Este trabajo 

pGEM-T
®
easy::cpxR Gen cpxR clonado en pGEM-T

®
easy Este trabajo 

pJET1.2/blunt 
Vector de clonado de productos de PCR con 

extremos romos, alto número de copias, Amp
R
 

Thermo 

pJET1.2::prtA-Strep-tag 

Fragmento interno de prtA de Sma Db10 

modificado por SOE-PCR, clonado en 

pJET1.2/blunt 

Este trabajo 

pBBR1-MCS2 (pBB2) 

Vector de clonado de amplio rango de 

hospedador, movilizable y de mediano número 

de copias, Km
R
 

(283) 
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pBB2::prtA Gen prtA completo, clonado en pBBR1-MCS2 Este trabajo 

pBBR1-MCS5 (pBB5) 

Vector de clonado de amplio rango de 

hospedador, movilizable y de mediano número 

de copias, Gm
R
 

(283) 

pBB5::cpxR Gen cpxR completo, clonado en pBBR1-MCS5 Este trabajo 

pBB5::slpE-inhE 
Genes slpE e inhibidor putativo (inhE), 

clonados en pBBR1-MCS5 
Este trabajo 

pQE32   Ori ColE1, Amp
R
, PT5-lac, N-His Qiagen 

pQE32::cpxR Gen cpxR completo, clonado en pQE32 Este trabajo 

pPROBE-NT [ASV] 
Vector reportero, gen gfp carente de región 

promotora, Km
R
 

(284) 

pPROBE::PprtA-gfp [ASV] 
Región promotora putativa de prtA, clonada en 

pPROBE-NT [ASV]  
Este trabajo 

pKNOCK-Cm Vector suicida (ori R6K), movilizable (285) 

pKNOCK-Cm::prtA 
Fragmento interno de prtA, clonado en 

pKNOCK-Cm
R
 

Este trabajo 

pKNOCK-Cm::prtA-

3xFLAG 

Fragmento C-terminal de prtA en fase con 

epítope 3xFLAG, clonado en pKNOCK-Cm
R
 

Este trabajo 

pKNOCK-Cm::prtA-6xHis 
Fragmento C-terminal de prtA en fase con 

epítope 6xHis, clonado en pKNOCK-Cm
R
 

Este trabajo 

pKNOCK-Cm::rssB 
Fragmento interno de rssB clonado en 

pKNOCK-Cm
R
 

Este trabajo 

pKNOCK-Cm::fur 
Fragmento interno de fur clonado en pKNOCK-

Cm
R
 

Este trabajo 

pKNOCK-Cm::slpE 
Fragmento interno de slpE clonado en 

pKNOCK-Cm
R
 

Este trabajo 

pKNG101 
Vector suicida (oriR6K), movilizable  (mobRK2), 

con marcardor de contraselección (sacB), Sm
R
 

(286) 

pKNG101::prtA-Strep-tag 

Fragmento interno de prtA de Sma Db10 

modificado por SOE-PCR, clonado en 

pKNG101 

Este trabajo 

pKNG101::ompA-4Cys 
Fragmento interno de ompA modificado por 

SOE-PCR, clonado en pKNG101 
Este trabajo 
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Tabla III.5. Oligonucleótidos.  

Nombre Secuencia (5´ 3´) 

prtA left Fw AGGCTCGCTGCCGTTAG 

prtA right Rv CCTGATCGTGCGTTCGC 

prtA ATG Fw GGGGTACCGTTATGTCTATCTGTCTG 

prtA Rv CCCAAGCTTTTACACGATAAAGTCAGTG 

prtA C-ter Fw GCTCTAGAGAGAAATCGTTCTCCGATGTG 

prtA C-ter Rv 3xFLAG 

CCGCTCGAGTTACTATTTATCGTCGTCATCTTTGTAGTCGATATC

ATGATCTTTATAATCACCGTCATGGTCTTTGTAGTCCACGATAAA

GTCAGTGGCGAC 

prtA C-ter Rv 6xHis 
CCGCTCGAGTTACTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGCACGATAAAG

TCAGTGGCGAC 

prtA loop 1 left Fw GCTCTAGAGAGGTTCATTAACCGTGG 

prtA loop 1 left Rv 
CGCTTTTTCAAACTGCGGATGGCTCCACGCAGAGAACTTATAAT

CCGGG 

prtA loop 1 right Fw 
GCGTGGAGCCATCCGCAGTTTGAAAAAGCGTCCACTAACGTCG

CCGGC 

prtA loop 1 right Rv CGGGATCCGTGACGTCGCGGTAGGTC 

prom prtA FW CGGAATTCAGGCTCGCCGCCGATAG 

prom prtA RV CGAAGCTTAACCTCCCCGTAAGCCAG 

prtA RT-Fw TTACCCGTGAGAACCAAACC 

prtA RT-Rv TGTAGTTGCCGAAGGTGATG 

slpC RT-Fw GTTTCAGATCTGTTGCTGAGG 

slpC RT-Rv ATGGTGCTTTTCAGGTCG 

slpD RT-Fw GGGTAAAATCCGCGATAAC 

slpD RT-Rv GCGCGATGATTGATATCG 

slpE RT-Fw AAACCTGGAATGGCGTGCAC 

slpE RT-Rv CAAGGCATACGCTTGTCCTG 

slpE ATG Fw GGGGTACCATGGGTAATACCATGAATGG 

slpE inhE RV GGACTAGTCGTGATAACCGCGTTCAG 

fur Fw GCTCTAGAGCGACTCAAAATCCTGGAAG 
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fur Rv CCGCTCGAGCTGCTTGGCGATATCACG 

fur ORF Rv CCACTAGTTTATTTCTTGTCGTGCAGC 

rssB Fw GCTCTAGAGATGCTGTTGGATCTCACG 

rssB Rv CCGCTCGAGCGATGTGCACTTCCAGCG 

cpxR Fw ACGGGATCCATATGAACAAGATTCTGTTAG 

cpxR Rv AGCAAGCTTTCATGTTGCAGATACCATC 

cpxP RT-Fw TGGAAGCCATGCATAAACTG 

cpxP RT-Rv TACGCTGCTGATGTTTCTGG 

dsbA RT-Fw GGCATGGTGATGGCATTCAG 

dsbA RT-Rv GCCTGAGTCAGCTGTTTG 

16S Fw AAACTGGAGGAAGGTGGGGATGAC 

16S Rv ATGGTGTGACGGGCGGTGTG 

nuclease Fw GCTCTAGAGGCAAGACGCGCAACTGG 

nuclease Rv CCGCTCGAGGAAATCGGCGCCCTTCGG 

ompA left Fw loop3 GCTCTAGAACTGGCAGGTTTCGCTAC 

ompA left Rv ARS tag 

loop 3 
GTAGCAGCAGCCCGGGCAGCAGTTAGCTTTGGAATCTGC 

ompA right Fw ARS tag 

loop 3 
AACTGCTGCCCGGGCTGCTGCTACGGCCGTACTGGTCAG 

ompA right RV loop 3 GGACTAGTGATCCAGAGCCTGTTGGC 

FLASH check Rv GTACGGCCGTAGCAGCAG 

pKNOCK ori Fw TAAGGTTTAACGGTTGTGG 

pKNOCK ori Rv CTTACGTGCCGATCAACG 

strAB Rv check 1 TGATGAGAATATCGTCGGAG 

Drosomycin Fw CGTGAGAACCTTTTCCAATATGATG 

Drosomycin Rv TCCCAGGACCACCAGCAT 

Diptericin Fw GCTGCGCAATCGCTTCTACT 

Diptericin Rv TGGTGGAGTGGGCTTCATG 

Rp49 Fw GACGCTTCAAGGGACAGTATCTG 

Rp49 Rv AAACGCGGTTCTGCATGAG 
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III.2. Medios de cultivo 

III.2.1. Medios de cultivo bacterianos y antibióticos 

Las bacterias fueron cultivadas en el medio de cultivo comercial Luria‐Bertani 

(LB, Difco): peptona de carne 10 g/l; de extracto de levadura 5 g/l; NaCl 10 g/l. Para 

los experimentos utilizando medios de cultivo a pH 5,0 u 8,0, se preparó LB comercial 

(Difco) suplementado con MES 100 mM (Sigma) y MOPS 50 mM (Sigma), y se llevó al 

pH indicado mediante el agregado de NaOH (Sigma).  

En el caso de los experimentos utilizando medios de osmolaridad variable, en 

primer lugar se preparó medio de cultivo SLB: peptona de carne 10 g/l (Sigma); 

extracto de levadura 5 g/l (Merck). A partir del mismo, se añadió NaCl 10 g/l (Sigma) 

para obtener medio LB, o bien NaCl 26 g/l para obtener medio Na-LB.  

Alternativamente, las bacterias fueron cultivadas en el medio mínimo de cultivo 

comercial M9 (M9 minimal salts 5X, Difco): Na2HPO4 33,9 g/l; KH2PO4 15g/l; NaCl 

2.5g/l, NH4Cl 5g/L. Las sales concentradas fueron diluídas y suplementadas con 

MgSO4 2 mM, CaCl2 0,1 mM, y –según se indique- glucosa 0,4 % (p/v) (Sigma) o 

sacarosa 15% (p/v) (Sigma) como fuente de carbono.  

Para la preparación de medios sólidos, se agregó agar en una concentración 

final de 15 g/l. Los antibióticos empleados para los cultivos bacterianos fueron: 

ampicilina (100 μg/ml), cloranfenicol (20 μg/ml), kanamicina (50 μg/ml), tetracilina (15 

μg /ml), estreptomicina (100 μg/ml) y gentamicina (15 μg/ml).  

Las cepas de Sma se crecieron a la temperatura indicada con agitación. Las 

cepas de E. coli se crecieron a 30°C o 37°C con agitación, según cada caso. 

III.2.2. Medios de cultivo celular 

Las células epiteliales CHO (Chinese hamster ovary) y CHO-EGFP-LC3 fueron 

cultivadas en medio α‐MEM (Invitrogen). Todos los medios fueron suplementados con 

10% de suero fetal bovino (Natocor) y antibiótico‐antimicótico (penicilina 10 mg/ml; 

estreptomicina 10 μg/ml; anfotericina B 25 μg/ml). Las células fueron mantenidas a 

37ºC en atmósfera de CO2 al 5%. 

III.2.3. Medios de crecimiento de D. melanogaster  

Todos los animales se mantuvieron en medio harina de maíz-agar a 25°C con un 

65% de humedad. 25 litros de este medio se componen de: harina de maíz (Priméal) 
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1,2 kg; cristales de azúcar 1,2 kg (Erstein); levadura 300 g (Bio Springer), antifúngico 

moldex 100 g/400 ml H2O milli-Q; agar-agar 20 g (Sobigel), y H2O hasta completar 

volumen.  

III.3. Técnicas moleculares de ácidos nucleicos 

III.3.1. Preparación de ADN cromosomal 

El ADN cromosomal se preparó a partir de células de Sma RM66262 o Sma 

Db10, o mutantes derivadas de alguna de estas cepas parentales, según se indique. 

Se centrifugaron 3 ml de un cultivo saturado de células crecidas en medio LB a 37 °C 

con agitación constante. Las células se recolectaron por centrifugación, se 

resuspendieron en 2,5 ml de Tris-HCl 10 mM pH 8,0; EDTA 25 mM; NaCl 150 mM y 

luego se repitió la centrifugación. El sedimento celular se resuspendió en 2,5 ml de 

Tris-HCl 10 mM pH 8,0; EDTA 25 mM. Luego se agregaron 275 μl de lisozima 2 mg/ml 

(Sigma), y se incubó 20 min a 37ºC. Se agregaron 300 μl de una solución de Sarkosyl 

10% (p/v) (Sigma) y 30 μl de una solución de proteinasa K 1 mg/ml (Invitrogen), y se 

incubó a 55ºC durante 1 hora. Posteriormente, se realizaron extracciones sucesivas 

con volúmenes iguales de fenol equilibrado con Tris-HCl 100 mM pH 8,0 (para la 

primera y segunda extracción); y con cloroformo: fenol en proporción 1:1 (v/v) (para la 

tercera extracción), conservando siempre la fase acuosa. Se centrifugó la mezcla a 

10000 X g durante 5 min, se recuperó la fase acuosa que contiene al ADN 

cromosomal y se le agregaron 1/10 partes en volumen de acetato de amonio 5 M y 1 

volumen de isopropanol. Se centrifugó a 15000 X g durante 20 min. El precipitado 

obtenido se lavó con 1 ml de etanol 80% (v/v) (Merck), se secó a temperatura 

ambiente, y se resuspendió en 300 µl de H2O miili-Q. La concentración de ADN fue 

determinada midiendo la absorbancia de una alícuota a 260 nm, según la siguiente 

fórmula:  

 

1 unidad de Abs260 = 50 μg de ADN/ml de solución (276).  

 

La calidad de la preparación se evaluó a través del cociente Abs260/Abs280. Un 

valor entre 1,7 y 2,0 indica que se halla libre de proteínas y fenol (276). También se 

analizó el ADN genómico mediante electroforesis en geles de agarosa al 1%, como se 

indica en la sección III.3.9.  

 



Materiales y Métodos 

 
68 

III.3.2. Preparación de ADN bacteriano plasmídico 

La extracción de plásmidos a partir de células de E. coli, previamente 

transformadas, se realizó creciendo las bacterias durante toda la noche a 37ºC, con 

agitación constante en 3 ml de LB suplementado con el antibiótico correspondiente. El 

cultivo se centrifugó y las bacterias sedimentadas se resuspendieron en 350 μl de 

solución STET: Tris-HCl 50 mM pH 8,0; EDTA 50 mM pH 8,0; sacarosa 8% (p/v); 

Tritón X‐100 5% (v/v) (Sigma). Luego se adicionaron 10 μl de una solución 

conteniendo: Tris-HCl 50 mM pH 8,0; lisozima 10 mg/ml; ARNasa 1 mg/ml (Sigma); y  

glicerol 50% (v/v). La mezcla se incubó 1 min a 100ºC y, posteriormente, se centrifugó 

10 min a 15000 X g. Con un palillo estéril se removió el pellet y se conservó el 

sobrenadante que contenía el ADN plasmídico. Se realizó una extracción con 1 

volumen de la mezcla fenol:cloroformo en relación 1:1 (v/v) y se recuperó la fase 

acuosa. El ADN se precipitó agregando 1/10 partes en volumen de acetato de amonio 

5 M y 1 volumen de isopropanol. Se incubó la mezcla a ‐20ºC durante 30 min. Y se 

centrifugó por 10 min a 15000 X g. El ADN precipitado se lavó con 1 ml de etanol 80% 

(v/v) y se secó a temperatura ambiente. Finalmente, el precipitado se resuspendió en 

20 µl de H2O miili-Q y se conservó a ‐20ºC hasta el momento de su utilización. 

Alternativamente, para obtener ADN plasmídico de mejor calidad, se utilizó el kit 

comercial GenElute Plasmid Miniprep Kit (Sigma), siguiendo las instrucciones del 

fabricante. 

III.3.3. Preparación de ARN 

a) Extracción de ARN total a partir de insectos de D. melanogaster 

Luego de seis horas del tratamiento correspondiente, grupos de 5 moscas 

hembras adultas de la línea A5001 fueron transferidas a microtubos de 2 ml (Starsted) 

conteniendo cinco perlas de cerámica de 14 mm (Dominique Dutcher) en 200 µl de 

reactivo Trisol-RT. Luego, los insectos fueron triturados mediante la utilización de un 

homogeneizador de tejidos Precellys 24 (Bertin Technologies). El ARN total se extrajo 

utilizando el kit NucleoSpin 96 RNA (Macherey-Nagel), siguiendo las instrucciones del 

fabricante.  

b) Extracción de ARN total a partir de cultivos bacterianos de Sma  

En primer lugar, se realizó una dilución 1/100 de cultivos saturados de la cepa de 

interés en 10 ml de medio LB. Las bacterias se cultivaron a 30° o 37°C (según se 

indique) con agitación durante 16 horas. Posteriormente, se tomó 1 ml del cultivo y se 
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adicionaron 250 µl de una mezcla fría de etanol:fenol pH 5,5 95:5 (v:v) y se incubó en 

hielo durante 20 min. Luego, las células fueron cosechadas por centrifugación a 6000 

X g durante 5 min, resuspendidas en buffer TE (Tris-HCl 10mM pH 7,0; EDTA 1mM) y 

nuevamente centrifugadas a 6000 X g durante 5 min. Los siguientes pasos de 

extracción se realizaron usando el kit comercial Promega SV Total RNA Isolation Kit 

(Promega), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se determinó la concentración 

de ARN midiendo la absorbancia de una alícuota a 260 nm, según la fórmula: 1 unidad 

de Abs260nm = 40 µg de ARN/ml de solución. 

Todas las preparaciones de ARN que fueron utilizadas en los ensayos de RT-

PCR presentaron un valor del cociente (Abs260nm/Abs280nm) entre 1,8 y 2,0, lo que 

indica que se hallaban esencialmente libres de proteínas y fenol (276). Además se 

analizó el ARN total obtenido mediante electroforesis en geles de agarosa al 1% (p/v), 

como se indica en la sección III.3.9. 

III.3.4. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

Para la amplificación de fragmentos por PCR se siguió un protocolo básico 

consistente en la desnaturalización inicial del ADN a 94ºC durante 4 min, luego una 

iteración de 30 ciclos compuestos por desnaturalización del ADN a 94ºC, anillado de 

los cebadores entre 50 y 60ºC (dependiendo de las características de los 

oligonucleótidos) y elongación del ADN a 72ºC o 68°C (según la ADN polimerasa 

utilizada), para cada ciclo. Los tiempos de desnaturalización y anillado fueron de 30 

segundos cada uno, y los de elongación dependieron de la longitud de los productos a 

amplificar (se calculó 1 min por kpb). Finalmente, se incluyó una etapa de extensión a 

72ºC o 68 °C durante 5 min. Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador 

Eppendorf Mastercycle Gradient. El volumen final de las reacciones fue de 50 μl, 

conteniendo solución 1X de amplificación comercial suplementada con: MgCl2 2,5 mM; 

desoxinucleósidos trifosfato dATP, dGTP, dCTP y dTTP 0,25 mM de cada uno 

(Invitrogen); ADN genómico 500 ng; oligonucleótidos directo y reverso 10 pmoles cada 

uno; y 2,5 U de Taq ADN polimerasa (Invitrogen) o de Pfx50 ADN polimerasa 

(Invitrogen). Los oligonucleótidos se describen en la Tabla III.5. Los productos de PCR 

fueron analizados mediante electroforesis en geles de agarosa, como se indica en la 

sección III.3.9. 
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III.3.5. Reacción en cadena de la polimerasa a partir de colonias (Colony-PCR) 

La reacción de amplificación de ADN se realizó a partir de una colonia bacteriana 

inoculada directamente en un volumen final de 20 μl, conteniendo solución 1X de 

amplificación comercial suplementada con: MgCl2 2,5 mM; desoxinucleósidos trifosfato 

dATP, dGTP, dCTP y dTTP 0,25 mM de cada uno; oligonucleótidos directo y reverso 

10 pmoles cada uno; y Taq ADN polimerasa 1 U. Se utilizó un termociclador Eppendorf 

Mastercycler Gradient. Esta técnica se utilizó para la búsqueda de la presencia de 

distintos fragmentos de interés en las cepas de E. coli transformadas. Los 

oligonucleótidos se describen en la Tabla III.5. Los productos de amplificación fueron 

analizados mediante electroforesis en geles de agarosa como se indica en la sección 

III.3.9. 

III.3.6. Reacción en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR) 

y reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real o cuantitativa (qPCR) 

a) RT-PCR y qPCR a partir de ARN de D. melanogaster 

La reacción de transcripción reversa se efectuó utilizando el kit iScript cDNA 

Synthesis (Bio-Rad), de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las muestras de 

ADN copia fueron diluidas 1/20 en H2O milli-Q. La cuantificación de la expresión de los 

genes de péptidos microbicidas se realizó por qPCR utilizando SYBR Green (Bio-Rad), 

que se intercala en fragmentos de ADN de doble cadena, como se describió 

previamente en (287). Se utilizaron los pares de cebadores diptericin Fw-Rv; 

drosomycin Fw-Rv. Se incluyó el gen Rp49 como gen normalizador, utilizando los 

cebadores rp49 Fw y rp49 Rv.  

 

b) RT-PCR y qPCR a partir de ARN de Sma 

La síntesis de ADN copia se realizó utilizando oligonucleótidos aleatorios; ARN 

total 2-4 µg; y retrotranscriptasa Superscript II™ 1 U (Invitrogen), siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Las muestras de ADN copia fueron diluidas 1/10 en H2O 

milli-Q. 5 μl de cada una de estas diluciones se utilizaron como molde para las 

reacciones de qPCR, usando los pares de cebadores: prtA Fw-Rv; cpxP Fw-Rv; dsbA 

Fw-Rv; según se indique. Se incluyó el gen 16S como gen normalizador (combinando 

los cebadores 16S Fw y 16S Rv). En todos los casos, el fragmento amplificado fue de 

alrededor de aproximadamente 250 pb. Las reacciones de qRT-PCR se llevaron a 

cabo en presencia del colorante SYBR Green (Roche), y se monitorearon en tiempo 

real con el termociclador Mastercycler ep Realplex RT-PCR (Eppendorf). 
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Para todas las qPCRs, la expresión relativa se calculó utilizando los valores de 

ciclo umbral (Ct) obtenidos para cada transcripto de la siguiente manera: expresión 

relativa = 2-ΔΔCt; siendo ∆Ct = Ct transcripto de interés – Ct gen normalizador; y ΔΔCt = 

ΔCt condición experimental – ΔCt condición de referencia.  

III.3.7. Mutagénesis dirigida mediante la técnica de SOE-PCR 

Para la construcción de la cepa etiquetada de Sma ompA::4-Cys (con la etiqueta 

hexa-aminoacídica CCPGCC en el tercer bucle extracelular de OmpA) fue necesario 

generar un fragmento de ADN recombinante de 800 pb conteniendo la secuencia 

codificante para dicho motivo, y flanqueada por regiones de homología con el gen 

ompA. Para ello, aplicamos la técnica denominada SOE-PCR. El término “SOE” 

deviene del inglés splicing overlap extension, es decir, empalme por extensión de la 

superposición. En primer lugar, se realizaron dos reacciones convencionales de PCR, 

denominadas PCR I y PCR II (figura III.1.A). La PCR I consistió en la amplificación de 

un fragmento de 400 pb usando el cebador directo ompA left FW loop 3 y el cebador 

reverso ompA left RV ARS Tag loop 3 (el cual codifica la secuencia de la etiqueta 

CCPGCC en su extremo 5’) utilizando ADN genómico silvestre de Sma RM66262 

como molde. Así, se obtuvo un fragmento de ADN conteniendo parte de la secuencia 

codificante de ompA más 18 pb extra correspondientes a la etiqueta. De modo 

análogo, la PCR II se llevó a cabo con los oligonucleótidos ompA right FW ARS Tag 

loop 3 (conteniendo la secuencia codificante de CCPGCC en su extremo 5’) y ompA 

right RV loop 3. Se generó entonces un segundo producto de PCR, con 

complementariedad al fragmento PCR I en la región codificante de CCPGCC. Ambos 

productos de PCR fueron purificados y cuantificados mediante absorbancia a 260 nm, 

utilizando 150 ng de cada uno de ellos como moldes para el próximo paso. La primera 

etapa de la SOE-PCR transcurrió sin el agregado de oligonucleótidos, ya que los 

fragmentos hacen las veces de cebadores entre sí (figura III.1.B). Esta etapa consistió 

en una etapa de desnaturalización inicial del ADN a 94ºC durante 4 min, seguida de 

una iteración de 15 ciclos compuestos por desnaturalización del ADN a 94ºC durante 

30 segundos, anillado de los productos a 60ºC durante 30 segundos y elongación del 

ADN durante 40 segundos a 68ºC utilizando 2,5 U de la ADN polimerasa Pfx50 

(Invitrogen), para cada ciclo. Posteriormente, se pausó la reacción, y se procedió a la 

segunda etapa (figura III.1.C), en donde se agregaron 8 nmoles de los oligonucleótidos 

externos ompA left FW loop 3 y ompA right RV loop 3 a la mezcla de reacción, y se 

ejecutó una iteración de 15 ciclos compuestos por desnaturalización del ADN a 94ºC 
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durante 30 segundos, anillado de los productos a 60ºC durante 30 segundos, y 

elongación del ADN a 68ºC durante 1 min 20 segundos. Finalmente, se amplificó el 

producto deseado de 800 pb a partir de un gel de agarosa, como se indica en la 

sección III.3.9. 

 

Figura III.1. Esquema general de la SOE-PCR. A) A partir del ADN cromosomal de Sma RM66262 se 

amplificaron por PCR dos regiones adyacentes del gen ompA, obteniendo los fragmentos denominados 

PCR I y PCR II.  B) Posteriormente, en la primera etapa de la SOE-PCR, ambos fragmentos actuaron de 

cebadores entre sí para generar un producto de empalme de 800 pb conteniendo en el medio la 

secuencia codificante para el motivo CCPGCC (en rojo). C) En una segunda etapa de la reacción, se 

agregaron los cebadores externos para amplificar el producto de empalme deseado. Oligo 1: ompA left 

Fw loop3; oligo 2: ompA left Rv ARS Tag loop 3; oligo 3: ompA right Fw ARS tag loop3; oligo 4: ompA 

right Rv loop 3. Una estrategia análoga se aplicó para generar un fragmento recombinante conteniendo la 

etiqueta Strep-tag flanqueada por secuencia codificante del gen prtA. En este caso, los oligonucleótidos 

utilizados fueron: oligo 1,  prtA loop 1 left Fw; oligo 2, prtA loop 1 left Rv; oligo 3, prtA loop 1 right Fw; oligo 

4, prtA loop 1 right Rv. 

 

III.3.8. Adenilación terminal sobre fragmentos de ADN romos 

Se utilizó este protocolo con el objeto de añadir adeninas terminales 3’ a los 

extremos romos de un fragmento de ADN previamente amplificados por una ADN 

polimerasa de alta fidelidad, como ser Pfx50. En primer lugar, se purificó el fragmento 

de PCR mediante la tecnología de adsorción en columna comercial GFX (GE Life 

Sciences), siguiendo las indicaciones del fabricante. La reacción de adenilación se 

llevó a cabo en un volumen final de 50 μl conteniendo: 25-35 µl del ADN purificado, 

solución 1X de amplificación comercial, dATP 1mM 10 µl; Taq ADN polimerasa 1 U. La 

mezcla de reacción se incubó a 72°C durante 20 min en un  termociclador Eppendorf 
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Mastercycle Gradient. Finalmente, el ADN modificado fue purificado nuevamente 

mediante el uso de columnas de adsorción comerciales. 

III.3.9. Electroforesis de ADN en geles de agarosa 

El ADN plasmídico, los fragmentos de restricción enzimática, y productos de la 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR) fueron separados por electroforesis en 

geles de agarosa de distinta concentración. Se utilizó el sistema de tipo submarino 

(276). La solución reguladora TBE 0,5X (Tris base 45 mM; ácido bórico 45 mM; EDTA 

1mM) se utilizó como solución de electroforesis y para la preparación de geles. A estos 

últimos se les agregó el agente intercalante bromuro de etidio en una concentración de 

0,3 g/ml antes de su gelificación. Previo a la siembra, las muestras se mezclaron con 

solución de siembra compuesta por: azul de bromofenol 0,025% (p/v); xilencianol 

0,025% (p/v); y glicerol 30% (v/v), en una proporción 5:1 en volumen de muestra: 

solución de siembra. Como marcador de peso molecular se utilizó 1Kb DNA Ladder 

(GenBiotech). La corrida electroforética se realizó a un voltaje constante de 180 V y –

una vez finalizada- los fragmentos de ADN se detectaron empleando el sistema de 

captura de imágenes ChemiDoc™ XRS+ system (Bio-Rad), utilizando el modo de 

iluminación Trans-UV, mediante el cual se fotografiaron los geles. 

III.3.10. Purificación de fragmentos de ADN 

Los fragmentos de ADN obtenidos por PCR, o luego de la digestión con 

enzimas de restricción, fueron purificados a partir de geles de agarosa mediante la 

tecnología de adsorción en columna provista por el kit comercial GFX (GE Life 

Sciences), siguiendo las indicaciones del fabricante. Alternativamente, se utilizó el 

mismo kit comercial para purificar fragmentos de ADN directamente a partir de 

mezclas de reacción de PCR. 

III.3.11. Digestión de ADN con enzimas de restricción 

Las condiciones de digestión usadas en cada caso fueron las recomendadas 

por los proveedores de las endonucleasas de restricción. Los volúmenes de reacción 

variaron entre 20 y 30 μl, utilizándose aproximadamente 1U de enzima por μg de ADN 

a digerir. El tiempo de incubación a las temperaturas recomendadas fue de 3 horas en 

la mayoría de los casos, pudiendo ser mayor según la enzima utilizada. El tamaño de 

los fragmentos de ADN digeridos con las enzimas de restricción se verificó mediante 

electroforesis en geles de agarosa, como se describe en la sección III.3.9. 
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III.3.12. Reacciones de ligación de fragmentos de ADN 

Las reacciones de ligación se llevaron a cabo en un volumen final de 10 μl 

conteniendo: enzima T4 ADN ligasa 2 U (Thermo); solución de reacción comercial 1X; 

y los fragmentos de ADN a ligar en proporciones molares 1:3, 1:1 o 3:1 de 

vector:inserto. Las reacciones se incubaron durante toda la noche a una temperatura 

de 18°C.  

III.3.13. Construcciones de plásmidos de expresión y reporteros 

La construcción del plásmido pBB2::prtA se efectuó amplificando por PCR el gen 

prtA a partir del ADN cromosomal de Sma RM66262, utilizando los oligonucleótidos 

prtA ATG Fw y prtA Rv. El producto de PCR obtenido fue purificado, cortado con las 

enzimas de restricción KpnI y HindIII y ligado al vector pBB2 digerido con las mismas 

enzimas. El plásmido resultante se introdujo a la cepa E. coli One Shot® TOP10 por 

transformación química; y posteriormente a Sma prtA por conjugación tripartita. 

Para la construcción del plásmido pBB5::slpE-inhE, se amplificaron por PCR los 

genes slpE junto a su inhibidor putativo codificado corriente abajo (inhE) a partir del 

ADN cromosomal de Sma RM66262, utilizando los oligonucleótidos slpE ATG Fw y 

slpE inh Rv. El producto de PCR obtenido fue purificado, cortado con las enzimas de 

restricción KpnI y SpeI y ligado al vector pBB5 digerido con las mismas enzimas. El 

plásmido resultante se introdujo a la cepa E. coli One Shot® TOP10 por transformación 

química. 

Con el objeto de construir el vector reportero pPROBE::PprtA-gfp [ASV], se 

amplificó por PCR la región promotora putativa del gen prtA de Sma RM66262 

utilizando los cebadores prom prtA Fw y prom prtA Rv. El producto obtenido fue 

purificado, clonado en el vector pGEM-T®easy e introducido por transformación 

química en la cepa E. coli One Shot® TOP10. Luego se realizó una restricción con la 

enzima EcoRI sobre el vector pGEM-T®easy::PprtA, liberando el fragmento clonado 

previamente. Éste se purificó a partir de un gel de agarosa, y se ligó al vector 

pPROBE-NT [ASV], digerido previamente con EcoRI y tratado con fosfatasa alcalina 

(Invitrogen), siguiendo las indicaciones del fabricante. El plásmido resultante se 

introdujo a la cepa E. coli One Shot® TOP10 por transformación química. La 

orientación del clonado se verificó por PCR utilizando los cebadores M13 Fw y prom 

prtA Rv, obteniendo sólo producto en el caso de los clones con la región promotora en 

la orientación deseada. Finalmente, el plásmido pPROBE::PprtA-gfp [ASV] se movilizó a 

las cepas de Sma salvaje y cpxR mediante conjugación tripartita. 
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Para complementar la mutante cpxR se construyó el plásmido pBB5::cpxR. En 

primera lugar, a partir de ADN cromosomal de Sma RM66262, se amplificó por PCR el 

gen cpxR utilizando los oligonucleótidos cpxR Fw y cpxR Rv. El producto de PCR 

purificado fue sometido a un protocolo de adenilación de extremos 3’ (detallado en la 

sección III.3.8) y se ligó al vector comercial pGEM®-T easy dando lugar al plásmido 

pGEM®-T easy::cpxR, el cual se introdujo en la cepa E. coli One Shot® TOP10. A partir 

de una purificación de dicho plásmido, se realizó una doble digestión con las enzimas 

BamHI y SacI, liberando un fragmento de ADN de 764 pb, el cual fue purificado y 

ligado al vector pBB5, previamente digerido con las mismas enzimas. El plásmido 

resultante se movilizó a la cepa cpxR por conjugación tripartita, como se describe en la 

sección III.7. 

Para obtener la proteína de fusión CpxR-6xHis, en primera instancia se amplificó 

el gen cpxR por PCR a partir del ADN cromosomal de Sma RM66262, utilizando los 

cebadores cpxR Fw y cpxR Rv. Luego, el fragmento obtenido se clonó entre los sitios 

BamHI y HindIII del vector de expresión pQE32, obteniendo el plásmido pQE32::cpxR-

6xHis. Éste finalmente se introdujo por transformación química en la cepa E. coli 

M15/pREP4. 

III.3.14. Servicios de secuenciación de ADN 

Los fragmentos de ADN amplificados o insertos de ADN clonados en plásmidos 

fueron secuenciados a través del servicio de secuenciación de la Universidad de 

Maine, USA (http://www2.umaine.edu/dnaseq/services.html), o alternativamente, a 

través del servicio de secuenciación de la compañía GATC Biotech AG, Colonia, 

Alemania (http://www.gatc-biotech.com/shop/en/sanger_products.html). 

III.4. Preparación de células competentes 

Para la preparación de células competentes de E.coli se inocularon 300 ml de 

medio LB fresco con 3 ml de un cultivo saturado de la bacteria y se incubó con 

agitación permanente a 37°C hasta alcanzar una DO600 de entre 0,5 y 0,8. Dicho 

cultivo se enfrió en hielo durante 20 min y se centrifugó a 6000 X g a 4°C. El 

sedimento celular obtenido se lavó con una solución fría de CaCl2 0,1 M. 

Posteriormente, se volvieron a resuspender las células en CaCl2 0,1M y se incubaron 

en hielo durante 20 min, periodo tras el cual se centrifugaron las células a 6000 X g a 

4°C durante 5 min. Finalmente, el sedimento celular obtenido se resuspendió en 3 ml 

http://www2.umaine.edu/dnaseq/services.htm
http://www/
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de glicerol 50% (v/v) y 7 mL CaCl2 0,1M, y se fraccionó en tubos estériles que se 

guardaron a -80°C hasta el momento de su uso. 

Para la preparación de células electrocompetentes de Sma, se inocularon 300 ml 

de medio LB fresco con 3 ml de un cultivo saturado de la bacteria, y se incubó a 37ºC 

con agitación permanente hasta alcanzar una DO600 de entre 0,5 a 0,8. Dicho cultivo 

se enfrió en hielo durante 20 min y se centrifugó durante 10 min a 4ºC y 6000 X g. El 

sedimento celular obtenido se lavó dos veces con 1 volumen de H2O destilada estéril 

fría y una vez con 10 ml de glicerol 10% (v/v). Finalmente, el pellet se resuspendió en 

0,6 ml de glicerol 10% (v/v), y se dividió en tubos estériles que fueron almacenados a ‐

80ºC hasta el momento de su uso. 

III.5. Transformación de células competentes y selección de transformantes 

Para la transformación de células de E. coli, se agregaron 10 µl de mezcla de 

ligación, o 1 µl de plásmido, a 100 µl de la suspensión de células competentes 

preparadas como se indicó en la sección anterior y se incubó en hielo durante 20 min. 

A continuación, las células se sometieron a un choque térmico consistente en 

introducir el tubo eppendorf durante 2 min en un termobloque a 42°C. Tras la 

transformación, las células se recuperaron añadiendo 1 ml de medio LB fresco sin 

antibiótico e incubándolas durante 1 hora a 37°C con agitación. Finalmente, las células 

se sembraron en placas de medio LB suplementado con el antibiótico adecuado para 

seleccionar las bacterias transformantes, y se incubaron a 37ºC durante una noche. 

La transformación de células de Sma se efectuó a través de un protocolo de 

electroporación. En primer lugar, se colocaron 40 µl de la suspensión de células 

competentes preparadas como se indica en la sección anterior en una cubeta de 

electroporación (Bio-Rad), se agregó 1 µl del plásmido correspondiente y se efectuó 

un choque eléctrico utilizando un voltaje de 2,5 kV con un electroporador Bio-Rad. 

Luego se agregó 1 ml de medio LB y se incubó 1 hora a 37ºC con agitación constante. 

Se concentró por centrifugación. Finalmente, se sembraron 100 µl con espátula de 

Drigalsky en placas de Petri conteniendo LB-agar suplementado con el antibiótico 

adecuado para seleccionar las bacterias transformantes, y se incubaron a 37ºC 

durante una noche. 

III.6. Conjugación bipartita 

Se cultivaron las cepas dadoras de E. coli SM10 λpir (transformadas 

previamente con el plásmido a conjugar) y las cepas aceptoras de Sma en placas de 



Materiales y Métodos 

 
77 

LB‐agar suplementada con el antibiótico correspondiente, durante toda la noche a 

37°C. Posteriormente, con un palillo estéril, se tomaron varias colonias de la cepa 

dadora y se mezclaron con colonias de la cepa aceptora en una placa de LB‐agar sin 

antibiótico. Dicha placa se incubó a 37°C entre 6 y 18 horas. Finalmente, las bacterias 

transconjugantes se seleccionaron repicando colonias de la placa anterior en placas 

de LB‐agar suplementada con el antibiótico correspondiente al plásmido conjugado, y 

con un antibiótico resistente para la cepa aceptora: para Sma RM66262 se usó 

ampicilina 100 µg/ml o tetraciclina 4 µg/ml; para Sma Db10 se utilizó tetraciclina 12,5 

µg/ml. La placa se incubó a 37°C durante toda la noche.  

III.7. Conjugación tripartita 

Se cultivaron la cepa dadora (E. coli transformada con el plásmido a conjugar), la 

cepa aceptora (Sma) y una cepa que contiene un plásmido auxiliar (helper), E. coli 

HB101/pRK2013, en placas de LB‐agar suplementada con el antibiótico 

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 antibiótico. Dicha placa se incubó se 

incubó a 37°C entre 6 y 18 horas. Finalmente, las bacterias transconjugantes se 

seleccionaron repicando colonias de la placa anterior en placas de LB‐agar 

suplementada con el antibiótico correspondiente al plásmido a conjugar y con un 

antibiótico para el cual la cepa aceptora sea resistente, como se detalló en la sección 

anterior. La placa se incubó a 37°C durante toda la noche.  

III.8. Manipulación genética 

III.8.1. Construcción de cepas mutantes en Sma RM66626 por inserción del 

vector suicida pKNOCK 

La construcción de las mutantes prtA, rssB, fur y slpE en Sma RM66262 se 

realizó a través de la estrategia de mutagénesis insercional dirigida, utilizando el vector 

suicida pKNOCK-Cm (285) que interrumpió dichos genes. 

Para el caso de la cepa prtA, utilizando los cebadores prtA left Fw y prtA right Rv, 

se amplificó por PCR el gen prtA de Sma RM66262 incluyendo sus regiones 

flanqueantes (500 pb corriente arriba del codón de inicio putativo ATG y 500 pb 

corriente abajo del codón de parada). Se obtuvo un producto de 2556 pb, el cual se 

separó electroforéticamente, se purificó de gel de agarosa, y se ligó al vector comercial 

pGEM-T®easy. La construcción pGEM-T®easy::prtA se introdujo en una cepa de E. coli 
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XL1-Blue mediante transformación química (figura III.2.A), según se indica en la 

sección III.5. A partir esta cepa, se purificó ADN plasmídico y se digirió con las 

enzimas NotI y SmaI en sitios internos al fragmento de ADN clonado, liberando un 

fragmento de 560 pb, el cual fue separado electroforéticamente, purificado y ligado en 

los mismos sitios del vector pKNOCK-Cm (figura III.2.B). A continuación, se transformó 

la cepa E. coli SM10 λpir con la ligación pKNOCK-Cm::prtA, y mediante conjugación 

bipartita en Sma, dicho plásmido recombinó en el cromosoma de la bacteria 

interrumpiendo el gen prtA por inserción del vector completo (Figura III.2 C). La cepa 

mutante fue seleccionada a partir de colonias cloranfenicol resistentes y la mutación 

cromosomal prtA::pKNOCK-Cm fue confirmada por PCR, empleando los 

oligonucleótidos  pKNOCK ori Fw (que hibrida en el origen de replicación del vector 

pKNOCK-Cm) y prtA right Rv. 

Para la  construcción de la mutante rssB, se utilizó el par de cebadores rssB Fw-

Rv para amplificar –por PCR- un fragmento de 439 pb correspondiente a una región 

interna del gen rssB, usando ADN genómico de Sma como molde. Dicho fragmento 

fue purificado, digerido con las enzimas XhoI y XbaI, y ligado en los mismo sitios del 

pKNOCK-Cm, obteniendo el plásmido pKNOCK-Cm::rssB.  

En el caso de la cepa fur, se amplificó por PCR –a partir de un molde de ADN 

genómico de Sma- una región interna del gen fur compuesta por 298 pb. Se utilizaron 

para ello los cebadores fur Fw y fur Rv. El fragmento fue purificado, digerido con las 

enzimas XhoI y XbaI, y ligado en los mismo sitios del pKNOCK-Cm, obteniendo el 

plásmido pKNOCK-Cm::fur.  

Para obtener la mutante slpE, en primer lugar se amplificó por PCR el gen slpE 

junto a su inhibidor putativo inhE, utilizando como ADN molde el plásmido pBB5::splE-

inhE (detalles de la construcción en la sección III.3.13), y como cebadores a slpE ATG 

Fw (KpnI) y slpE inh Rv (SpeI). El producto de PCR obtenido fue purificado y cortado 

con las enzimas de restricción EcoRV y ClaI. La doble restricción se corrió en un gel 

de agarosa al 1,5%, y posteriormente se aisló y purificó una banda de 491 pb, 

correspondiente a una región interna del gen slpE. Dicho fragmento se ligó al vector 

pKNOCK-Cm previamente digerido con enzimas EcoRV y ClaI, dando lugar al 

plásmido pKNOCK-Cm::slpE. 
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Figura III.2. Estrategia utilizada para construir la mutante Sma prtA. A) A partir del ADN cromosomal 

de Sma RM66262 se amplificó por PCR el gen prtA y sus regiones adyacentes, y se clonó en el vector 

pGEM-T
®
easy. B) Posteriormente, se digirió dicho vector utilizando las enzimas NotI y SmaI, generando 

un fragmento interno de prtA que se clonó en el vector pKNOCK-Cm. C) El gen prtA cromosomal fue 

interrumpido por recombinación, que genera la inserción del vector pKNOCK-Cm en prtA, la cual fue 

verificada por reacciónes de PCR. SMC: sitio de múltiple clonado. 

 

La construcción de las cepas rssB, fur y slpE se prosiguió de manera análoga a 

lo descripto previamente para la cepa prtA: se electroporó la cepa E. coli SM10 λpir 

con la mezcla de ligación conteniendo el vector pKNOCK-Cm recombinante 

correspondiente, y mediante conjugación bipartita en Sma RM66262, dicho plásmido 

interrumpió el gen correspondiente por inserción del vector completo. La cepa mutante 

fue seleccionada a partir de colonias resistentes a cloranfenicol y la inserción 

cromosomal fue confirmada por PCR utilizando como molde ADN cromosomal 

purificado. Para dicha verificación, se utilizaron los pares de cebadores: pKNOCK ori 

Fw y rssB Rv, para la cepa rssB; slpE RT-Fw y pKNOCK ori Rv, para la cepa slpE; 

pKNOCK ori Fw y fur ORF Rv, para la cepa fur.  
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III.8.2. Construcción de cepas etiquetadas en prtA por inserción del vector 

suicida pKNOCK en Sma RM66626 

La construcción de las cepas Sma prtA-3xFLAG y Sma prtA-6xHis se realizó de 

modo similar a lo expuesto en la sección III.8.1, a través de la estrategia de 

mutagénesis insercional dirigida utilizando el vector suicida pKNOCK-Cm (285). 

Para el caso de la cepa prtA-3xFLAG, utilizando los cebadores prtA C-ter Fw y 

prtA C-ter Rv 3xFLAG, se amplificaron por PCR 495 pb correspondientes al extremo 3’ 

de prtA de Sma RM66262 (exceptuando el codón de parada del gen). Adicionalmente, 

el oligonucleótido prtA C-ter Rv 3xFLAG codifica para el motivo aminoacídico 3xFLAG 

en su extremo 5’. Se obtuvo así un producto de 584 pb, el cual se separó 

electroforéticamente y se purificó de gel de agarosa, según se indica en las secciones 

III.3.9 y III.3.10. Posteriormente, el ADN purificado fue digerido con las enzimas XbaI y 

XhoI en sitios presentes en los extremos de dicho fragmento, purificado nuevamente y 

ligado en los mismos sitios del vector pKNOCK-Cm (figura III.3; A y B). Finalmente, se 

electroporó la cepa E. coli SM10 λpir con la ligación pKNOCK-Cm::prtA-3xFLAG, y 

luego, mediante conjugación bipartita en Sma, dicho plásmido recombinó en el 

cromosoma de la bacteria dando lugar a una copia del gen prtA conteniendo la 

secuencia codificante del 3xFLAG en su extremo 3’ (figura III.3.C). La cepa prtA-

3xFLAG fue seleccionada a partir de colonias cloranfenicol resistentes y la inserción 

cromosomal del vector pKNOCK-Cm fue verificada por PCR, empleando los 

oligonucleótidos  pKNOCK ori FW y prtA right RV.  

Para la construcción de la cepa prtA-6Xhis, se ejecutó una estrategia similar a la 

descripta arriba. En este caso, se amplificó por PCR el extremo 3’ de prtA utilizando el 

par de oligonucleótidos prtA C-ter Fw y prtA C-ter Rv 6xHis, generando un producto de 

PCR de 536 pb, que fue purificado, digerido XhoI-XbaI, y clonado en el vector 

pKNOCK-Cm. El vector recombinante resultante, pKNOCK-Cm::prtA-6xHis se movilizó 

a la cepa salvaje de Sma mediante conjugación bipartita, y finalmente, la cepa prtA-

6xHis fue verificada por PCR, empleando los oligonucleótidos  pKNOCK ori FW y prtA 

right RV. 
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Figura III.3. Estrategia utilizada para construir las cepas S. marcescens prtA-3xFLAG y prtA-6Xhis. 

A) A partir del ADN cromosomal de Sma se amplificó por PCR el extremo 3’ del gen prtA, adicionando en 

fase la secuencia codificante para la etiqueta 3xFLAG o 6xHis. B) Posteriormente, se digirió dicho ADN 

utilizando las enzimas XbaI-XhoI, y se clonó en el vector pKNOCK-Cm, previamente digerido con las 

mismas enzimas. C) El extremo 3’ del gen prtA nativo fue reemplazado mediante recombinación 

homóloga por el fragmento recombinante clonado en el pKNOCK-Cm correspondiente, generando de este 

modo las dos versiones etiquetadas de PrtA en su extremo C-terminal. La inserción plasmídica fue 

verificada por reacciones de PCR. SMC: sitio de múltiple clonado. 

III.8.3. Construcción de las cepas ompA y ompA::4-Cys en Sma RM66262 

mediante la utilización del vector suicida pKNG101 

La construcción de la cepa mutante ompA y de la cepa etiquetada ompA::4-Cys 

se realizó utilizando el vector suicida pKNG101 (286). Este vector posee un marcador 

de selección (strAB, de resistencia a estreptomicina) y un marcador de contraselección 

(sacB, codificante para la levanosacarasa que –en presencia de sacarosa- sintetiza 

polifructosa, un producto tóxico para muchos géneros bacterianos Gram negativos). 

En primera instancia, se clonó un fragmento de ADN obtenido mediante SOE-PCR que 

contuvo la secuencia codificante de la etiqueta CCPGCC flanqueada por regiones de 

homología a ompA (detallado en la sección III.3.7) en los sitios XbaI y SpeI del sitio de 

múltiple clonado del pKNG101, y se transformó la cepa de E. coli SM10 λpir. En 

segundo lugar, se movilizó dicho vector recombinante a la cepa Sma RM66262 a 

través de un protocolo de conjugación tripartita, produciéndose un primer evento de 

recombinación (figura III.4.A) que interrumpió la secuencia codificante de ompA dando 

lugar a la cepa Sma ompA, resistente a estreptomicina y sensible al crecimiento en 

sacarosa. La inserción del vector fue verificada a través de reacciones de PCR 
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utilizando los cebadores ompA left Fw loop3 y strAB Rv check 1. Posteriormente, se 

cultivó la cepa ompA durante 16 horas a 37°C con agitación en medio mínimo M9 

suplementado con sacarosa 15% (p/v) como única fuente de carbono, a modo de 

forzar un segundo evento de recombinación (figura III.4.B). Este evento puede 

producirse en el locus α, dando un intercambio alélico indeseable dado que se obtiene 

un genotipo salvaje; o bien en el locus β, produciendo el intercambio alélico deseado 

con la inserción cromosomal en fase de la secuencia correspondiente a la etiqueta en 

el gen ompA (figura III.4.C). Las bacterias se sembraron en placas de LB-agar 

suplementadas con sacarosa 15% (p/v) y, posteriormente, se seleccionaron aquellas 

colonias sensibles a estreptomicina y resistentes a sacarosa. Finalmente, a través de 

reacciones de PCR utilizando los oligonucleótidos ompA left Fw loop3 y FLASH check 

Rv se seleccionó la cepa recombinante en el sitio β. 

 

 

Figura III.4. Estrategia utilizada para construir las cepas Sma ompA y ompA::4-Cys. A) El plásmido 

suicida pKNG101::ompA-4Cys fue introducido por conjugación tripartita en Sma salvaje, dando lugar al 

primer evento de recombinación que provoca la disrupción del gen ompA. B) Posteriormente, durante el  

crecimiento en medio mínimo con sacarosa como única fuente de carbono, se produjo un segundo evento 

de recombinación, el cual provocó la escisión del plásmido y la reconstitución del marco abierto de lectura 

para ompA. C) Un segundo evento de recombinación en el locus α generó un genotipo salvaje 

(indesable); mientras que la recombinación en el locus β dio lugar a la cepa etiquetada, la cual es 

verificada por PCR.  

III.8.4. Construcción de la cepa mutante prtA en Sma DB10 por inserción del 

vector suicida pKNG101 

La cepa mutante prtA de Sma Db10 se originó a partir de un simple evento de 

recombinación en la cual el vector pKNG101 interrumpió la secuencia codificante de 

prtA. Dicho evento ocurrió en el marco de una estrategia de mutagénesis sitio dirigida 

cuyo objetivo final fue el etiquetado de prtA con el epítope Strep-tag dentro de su 



Materiales y Métodos 

 
83 

secuencia codificante (específicamente en un sitio que denominamos loop 1). El 

primer paso consistió en la amplificación por PCR dos fragmentos flanqueantes a este 

sitio: el primero, de 365 pb, utilizando el par de cebadores prtA loop 1 left Fw-Rv; el 

segundo, de 434 pb, utilizando el par de cebadores prtA loop 1 right Fw-Rv. Ambos 

fragmentos fueron purificados, cuantificados, y 150 ng de cada uno de ellos sirvieron 

de molde para una reacción de SOE-PCR, efectuada de manera análoga a la 

descripta en la sección III.3.7. Se obtuvo un producto de empalme de 769 pb 

consistente en la secuencia codificante del Strep-tag (WSHPQFEK) flanqueada por 

regiones homólogas a prtA. Posteriormente, este producto fue purificado a partir de un 

gel de agarosa, clonado en el vector pJET 1.2/blunt e introducido en la cepa de E. coli 

One Shot® TOP10. Luego, a partir de una preparación plasmídica del vector pJET 

1.2::prtA-Strep-tag, se realizó una doble restricción con las enzimas XbaI y BamHI 

liberando el fragmento de ADN previamente clonado, el cual se purificó a través de un 

gel de agarosa y se ligó al vector pKNG101 digerido con las enzimas XbaI y BamHI, 

generando el plásmido suicida pKNG101::prtA-Strep-tag. Esta construcción se 

introdujo en una cepa de E. coli SM10 λpir, y mediante conjugación tripartita en Sma 

Db10, dicho plásmido recombinó en el cromosoma de la bacteria interrumpiendo el 

gen prtA por inserción del vector completo. Dicho evento se verificó por PCR a partir 

de ADN genómico de la cepa mutante, utilizando los cebadores prtA loop1 left Fw y 

strAB Rv check 1. Posteriormente, se intentó –sin éxito- seleccionar un segundo 

evento de recombinación que originara la versión etiquetada de PrtA en el sitio loop 1. 

III.9. Análisis de actividad proteolítica secretada 

III.9.1. Análisis cualitativo o semi-cuantitativo en medio sólido 

La actividad proteolítica secretada durante el crecimiento de cepas de Sma en 

medio sólido se ensayó en placas de LB-agar suplementadas con leche en polvo 

descremada (La Serenisima) 2% (p/v). Las bacterias se inocularon a partir de un 

cultivo líquido saturado, o bien se repicaron a partir de colonias crecidas en otra placa. 

Posteriormente, las placas de LB-agar-leche fueron incubadas a la temperatura en 

estudio, durante 16, 24 o 48 hs (según se indique), y fotografiadas empleando el 

sistema de captura de imágenes ChemiDoc™ XRS+ system (Bio-Rad), en el modo de 

iluminación Epi-white. Mediante el software ImageJ para el análisis de las imágenes, 

se midieron los diámetros de los halos y de las colonias bacterianas. El cociente 

obtenido entre estos valores se utilizó como estimación semi-cuantitativa de la 

actividad proteolítica. 
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III.9.2. Análisis cuantitativo en medio líquido 

Se cultivaron las cepas de Sma en el medio de crecimiento líquido 

correspondiente, en las condiciones indicadas para cada ensayo. Luego, se 

removieron las células bacterianas mediante dos series de centrifugación (la primera a 

5000 X g, 5 min; la segunda a 15000 X g, 5 min), recuperando los sobrenadantes. La 

actividad proteasa extracelular se determinó utilizando el método de Wassif et al. 

levemente modificado (87). La mezcla de reacción consistió de 50 μl de azocaseína 

(Sigma) 1% (p/v), 50 μl de sobrenadante de cultivo y 140 μl de PBS, totalizando un 

volumen final de 240 μl. Se incubó dicha mezcla a 37°C durante 1 hora. La reacción se 

detuvo por agregado de 80 μl de TCA (Sigma) 10% (v/v), precipitando las proteínas no 

digeridas. Luego, la mezcla se centrifugó a 15000 X g durante 5 min y el 

sobrenadante, conteniendo azo-aminoácidos libres, fue recuperado. Se midió su 

absorbancia a 340 nm contra un control de reacción conteniendo LB en reemplazo de 

sobrenadante de cultivo. La actividad proteasa se calculó como: (Abs340 muestra – 

Abs340 blanco)/(DO600 cultivo). La actividad proteasa relativa se calculó como: Actividad 

proteasacepa o condición de estudio / Actividad proteasacepa o condición de referencia. 

III.10. Curvas de crecimiento bacteriano y de fluorescencia 

Las curvas de crecimiento bacteriano se realizaron en medio LB y se 

monitorearon en un lector de microplacas de 96 pocillos  Synergy2 (BioTek), durante 

un período de 16 horas con control de temperatura. Cultivos bacterianos crecidos 

hasta saturación fueron diluidos 1/100 en medio LB. Un volumen de 100 µl de cada 

dilución se colocó en un pocillo de microplaca, y se incubó a 30° o 37°C –según se 

indica- en el lector de microplacas, y se determinó la DO600 cada 60 min. 

Para las cepas conteniendo el vector reportero pPROBE::PprtA-gfp [ASV], se 

ensayaron curvas de fluorescencia: a partir de cultivos saturados crecidos en medio 

LB con kanamicina, se realizó una dilución 1/100 en el medio indicado y se sembraron 

100 µl de cada dilución en un pocillo de microplaca, la cual se incubó a 30° o 37°C con 

agitación durante 16 horas en el equipo Biotek Synergy 2, periodo durante el cual se 

midió de forma simultánea la DO600 y la fluorescencia emitida por la GFP (λ excitación 

= 485 ± 35 nm; λ emisión = 535 ± 25 nm) cada 60 min. Al valor de fluorescencia 

obtenido se le sustrajo la fluorescencia intrínseca de las bacterias, y luego fue 

normalizado respecto a la DO600 del cultivo. 
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III.11. Técnicas bioquímicas y moleculares de proteínas 

III.11.1. Preparación de extractos extracelulares de Sma 

3 ml de cultivo de las cepas de Sma, crecidas en las condiciones indicadas, 

fueron centrifugados durante 10 min a 6000 X g. Los sobrenadantes fueron filtrados 

con filtros de acetato de celulosa (tamaño de poro 0,2 µm; Minisart, Sartorius Stedim 

Biotech) y precipitados con TCA 12% (v/v) durante 2 horas a 4ºC. La mezcla fue 

centrifugada 20 min a 20000 X g y lavadas una vez con 1 ml de acetona (Merck) fría. 

Las proteínas precipitadas fueron resuspendidas en 60 µl de solución de siembra de 

proteínas (Tris-HCl 120 mM pH 6,8; β-mercaptoetanol 0,5 % (v/v); glicerol 2% (v/v); 

SDS 2% (p/v); y azul de bromofenol 0,002% (p/v).  

III.11.2. Preparación de extractos totales de Sma 

3 ml de cultivo de las cepas de Sma, crecidas en las condiciones indicadas, 

fueron centrifugados durante 10 min a 6000 X g. El sedimento celular fue 

resuspendido en un volumen (en ml) igual a la DO600/10 en solución de siembra de 

proteínas (Tris-HCl 120 mM pH 6,8; β-mercaptoetanol 0,5 % (v/v); glicerol 2% (v/v); 

SDS 2% (p/v); y azul de bromofenol 0,002% (p/v). 

III.11.3. Preparación de membrana externa de Sma 

Para obtener la fracción de membrana externa (ME) de Sma, se siguió el 

protocolo descripto por McMahon et al. (123). Células bacterianas cultivadas en la 

condición indicada se separaron de los sobrenadantes por centrifugación (6000 X g; 

10 min). Se resuspendió el pellet en buffer Tris-HCl 50 mM pH 8,0; NaCl 150 mM; 

MgCl2 50 mM. Luego, las células fueron lisadas mediante 5 pulsos de sonicación de 30 

segundos cada uno al 40% de la amplitud máxima espaciados 4 min entre sí, 

empleando un procesador ultrasónico GEX 600 (Sonics & Materials, Inc). El 

procedimiento se llevó a cabo a 4ºC. La fracción correspondiente a membranas totales 

fue recolectada por ultracentrifugación de la suspensión celular a 100.000 X g durante 

1 hora a 4°C. Posteriormente, las membranas externas fueron obtenidas por 

extracción diferencial con el buffer de sonicación suplementado con Tritón X-100 1,5% 

(v/v) e incubación durante 16 horas a 4°C, con agitación suave. El Tritón X-100 

solubiliza las membranas internas. Las membranas externas forman micelas y son 

finalmente recolectadas por centrifugación a 100.000 X g durante 1hora a 4°C. 
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III.11.4. Determinación de la concentración de proteínas 

La concentración de proteínas se determinó por el método del ácido 

bicinconínico utilizando un kit comercial (Sigma), según especificación del fabricante. 

Brevemente, se agregaron 200 μl de reactivo, conteniendo CuSO4 y solución de ácido 

bicinconínico en una proporción 1:50 en volumen, a 50 μl de muestra y se incubó a 

37ºC. A los 10 min, se midió absorbancia a 560 nm en un lector de microplacas BioTek 

Elx808. Todas las determinaciones se efectuaron por duplicado y utilizando dos 

diluciones diferentes de la muestra. Como testigo se utilizó albúmina sérica bovina 

(Sigma). 

III.11.5. Electroforesis de proteínas 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 

min a 100ºC en solución de muestra conteniendo: Tris-HCl 120 mM pH 6,8; β-

mercaptoetanol 0,5% (v/v); glicerol 2% (v/v); SDS 2% (p/v); y azul de bromofenol 

0,002% (p/v). Las corridas electroforéticas se realizaron en una solución tampón Tris 

base 25 mM; glicina 192 mM pH 8,3; y SDS 0,1 % (p/v), a una intensidad de corriente 

constante de 20 mA. La concentración de poliacrilamida utilizada en los geles de 

separación fue de 10, 12 o 15% (p/v), según se indique.  

III.11.6. Tinción y visualización de geles con azul de Coomassie o nitrato de plata 

Luego de la separación proteica por electroforesis indicada el apartado anterior, 

se incubaron los geles durante al menos 1 hora con agitación constante en una 

solución conteniendo: azul brillante de Coomassie R 250 (Sigma) 0,25% (p/v); 

isopropanol (Merck) 30% (v/v); ácido acético (Merck) 10% (v/v). La solución fue 

previamente filtrada a través de un papel de filtro Whatman N°1. Posteriormente, se 

hicieron lavados sucesivos de los geles con agua caliente, hasta lograr que el fondo 

fuera claro. Los geles teñidos fueron visualizados y digitalizados usando el sistema de 

captura de imágenes ChemiDoc™ XRS+ (Bio-Rad), utilizando el modo de iluminación 

Trans-white.  

Alternativamente, los geles se tiñeron con una solución de nitrato de plata 

siguiendo el protocolo descripto por Chevallet M. et al. (288). 
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III.11.7. Transferencia e inmunodetección de proteínas en membrana de 

nitrocelulosa (Western blot) 

Las muestras proteicas fueron sometidas a SDS‐PAGE (sección III.11.5) y luego 

fueron electrotransferidas a membranas de nitrocelulosa Hybond‐ECL (GE Life 

Sciences) en una cuba de transferencia semi seca Trans‐blot SD (Bio‐Rad). La 

transferencia se llevó a cabo en solución Tris 25 mM pH 8,3, glicina 192 mM y metanol 

10% (v/v), durante 30 min con una intensidad de corriente constante de 300 mA. Una 

vez finalizada la transferencia, la membrana fue bloqueada durante 1 hora con 

solución TBS (Tris-HCl 20 mM pH 7,6; NaCl 137 mM) conteniendo 5% (p/v) de leche 

en polvo descremada. Posteriormente, se la incubó por 1 hora con el anticuerpo 

primario en una dilución adecuada en solución TBS y, al cabo de esta incubación, se 

realizaron tres lavados de 10 min con TBS. Después, la membrana se incubó durante 

1 hora con el anticuerpo secundario policlonal anti‐conejo conjugado a la enzima 

fosfatasa alcalina (Sigma) o a peroxidasa de rabanito (Sigma) en una dilución 1/3500 

en TBS. A continuación, se realizaron 3 lavados de 10 min con TBS. Para el revelado 

a través de la fosfatasa alcalina, se incubó la membrana con 3 ml de la solución Tris 

100 mM pH 9,0; NaCl 100 mM; MgCl25 mM conteniendo BCIP 0,15 mg/ml y NBT 0,3 

mg/ml disueltos en N,N‐dimetilformamida 70% (v/v), hasta desarrollo de color. Los 

componentes NBT y BCIP reaccionan con la fosfatasa alcalina produciendo un 

precipitado insoluble color púrpura. En el caso de incubación con anticuerpo 

secundario conjugado a peroxidasa de rabanito, las membranas fueron reveladas 

mediante una reacción de quimioluminiscencia con ECL Plus (GE Life Sciences), 

según las indicaciones del fabricante. Las imágenes fueron tomadas mediante el 

sistema de captura de imágenes ChemiDoc™ XRS+ (Bio-Rad), utilizando el modo 

Chemi Hi-Sensitivity. 

III.12. Expresión y purificación de la proteína CpxR de fusión a cola de histidina 

Las cepa E. coli M15/pREP4 pQE32::cpxR-6xHis fue cultivada en medio LB 

suplementado con ampicilina y kanamicina, con agitación constante a 37ºC hasta 

saturación del cultivo. Luego se realizó una dilución 1/100 del cultivo en 300 ml de 

medio LB fresco. Se incubó a 30ºC hasta alcanzar una DO600 de 0,6, momento en que 

se adicionó ITPG (Sigma) a una concentración final de 50 µM. Luego de 16 horas de 

crecimiento, las células fueron cosechadas por centrifugación a 6000 X g a 4ºC 

durante 10 min. Posteriormente, se resuspendieron en 15 ml de solución de sonicación 

(Tris 20 mM pH 7,4; NaCl 0,5 M; imidazol 20 mM; PMSF 1 mM) y se sometieron a 5 
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pulsos de sonicación de 30 segundos cada uno al 30% de la amplitud máxima 

espaciados 4 min entre sí, empleando un procesador ultrasónico GEX 600. El 

procedimiento se llevó a cabo a 4ºC. La suspensión obtenida se centrifugó durante 20 

min a 20000 X g. La fracción soluble fue filtrada a través de un filtro de acetato de 

celulosa (tamaño de poro 0,2 µm; Minisart, Sartorius Stedim Biotech) y se sembró en 

una columna de Ni-NTA (HisTrap™ 1 ml, Amersham Biosciences) previamente 

equilibrada con la solución de sonicación. Luego de la unión de la proteína, se realizó 

un lavado de la columna con solución de lavado (Tris-HCl 20 mM pH 7,4; NaCl 0,5 M; 

imidazol 40 mM). Finalmente, se eluyó la proteína con solución de elución (Tris-HCl 20 

mM pH 7,4; NaCl 0,5 M; imidazol 300 mM). Se seleccionaron las fracciones de interés 

mediante análisis en geles de poliacrilamida teñidos con azul de Coomassie y se 

procedió al desalado de las fracciones deseadas mediante una columna de Sephadex 

G50 (HiTrap™ Desalting, Amersham Pharmacia Biotech) previamente equilibrada con 

buffer de desalado (Tris-HCl 20 mM pH 7,4; NaCl 50 mM). La concentración de la 

proteína purificada se calculó en base a su absorbancia a 280 nm, utilizando la fórmula 

Abs280 = c. d. ε, donde c es la concentración (mol/l), d es la longitud de la cubeta (cm), 

y  ε es el coeficiente de extinción [l/(mol*cm)], con un valor igual a 15470 para CpxR. 

III.13. Técnicas moleculares de interacción ADN/proteína 

III.13.1. Fosforilación de oligonucleótidos 

La reacción de fosforilación de los oligonucleótidos se llevó a cabo en un 

volumen de 15 μl, conteniendo solución de fosforilación comercial suplementada con 

45 μCi de [γ-32P] ATP (3000 mCi/μmol; 10 μCi/μl; Perkin Elmer Inc.), 15 pmoles del 

oligonucleótido prom prtA Fw o prom prtA Rv, y 10 U de T4 polinucleótido quinasa 

(Promega). Se incubó 30 min a 37ºC, y luego se detuvo la reacción por inactivación de 

la enzima, calentando la mezcla a 65ºC durante 10 min. Se separaron 3 µl del 

oligonucleótido marcado para las reacciones de secuenciación (sección III.13.4) y el 

resto se utilizó para amplificar mediante PCR el fragmento del promotor de prtA. 

III.13.2. Ensayos de retardo electroforético del ADN 

La interacción in vitro de la proteína CpxR-6xHis con la región promotora de prtA 

fue analizada mediante la técnica de retardo de la movilidad electroforética descripta 

por primera vez por Lane et al. (289).   

El fragmento de ADN de 500 pb de la región promotora fue amplificado por PCR 

utilizando los pares de cebadores prom prtA FW y prom prtA Rv. Previamente se 
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fosforiló el extremo 5´ del cebador prom prtA Rv con [γ-32P] ATP por medio de la 

oligonucleótido quinasa T4, como se detalla en la sección anterior.  Aproximadamente 

15 ng (45 fmoles) de la sonda marcada fueron incubados con 6 pmoles de CpxR-6xHis 

purificada, por 30 min a 30°C. Esta mezcla de reacción se realizó en un volumen final 

de 20 µl, conteniendo además buffer comercial React3 1X (Invitrogen), glicerol 10% 

(v/v), ADN de esperma de salmón 2,5 µg/ml, BSA 25 µg/ml y acetilfosfato 20 mM, 

utilizado para fosforilar al regulador CpxR (durante 30 min a 30°C, previo al agregado 

de la sonda). La mezcla se sembró en geles de poliacrilamida-bisacrilamida de 

concentración final 5%-0,1% (p/v). Para los ensayos de competencia específica se 

utilizó ADN no radioactivo amplificado a partir de los cebadores prom prtA Fw y prom 

prtA Rv. En el caso de los ensayos de competencia inespecífica, se utilizó ADN no 

radioactivo amplificado a partir de los cebadores nuclease FW y nuclease Rv. Las 

corridas electroforéticas se llevaron a cabo a una intensidad de corriente de 10 mA por 

gel. Los geles fueron secados a 80°C durante 60 min en un desecador de geles con 

bomba de vacío (SGD 2000 SAVANT), para luego ser incubados con una placa 

radiográfica de alta sensibilidad (Kodak) durante 24 horas y escaneados usando el 

equipo Typhoon FLA 7000 (GE Life Sciences) en el modo Phosphorimager. 

III.13.3. Ensayo de protección de la ADNasa I (huella digital o footprinting) 

La técnica de DNA footprinting con ADNasa I se basa en la protección que 

brindan las proteínas de unión al ADN contra la digestión por la ADNasa I (290). Esta 

enzima interacciona con el ADN doble hebra, principalmente a través de contactos con 

el surco menor, e introduce un corte en el esqueleto azúcar-fosfato de una de las 

hebras. 

Se realizaron reacciones de unión de manera análoga a la detallada en el punto 

anterior, utilizando 35 pmoles de la proteína CpxR-6xHis previamente fosforilada y 

aproximadamente 45 fmoles de ADN marcado correspondiente a la región promotora 

de prtA. Luego de 30 min de incubación a 37°C, se adicionaron 69 μl de H2O destilada, 

10 μl de solución 10X de ADNasa I compuesta por: Tris-HCl 400 mM pH 8,0; MgSO4 

100 mM; CaCl2 10 mM; ADNasa I (RQ1 DNAse, Promega) 1 U. La mezcla de reacción 

se incubó a 25°C durante 90 segundos. La reacción se detuvo por el agregado de 90 

μl de solución de corte conteniendo EDTA 20 mM pH 8,0 y 200 μl de fenol-cloroformo 

en una proporción 1:1 (v:v). Se centrifugó a 15000 X g durante 10 min, se separó la 

fase acuosa, y se precipitó con 1 volumen de isopropanol y 1/10 de volumen de 

acetato de amonio 5M. Se incubó a –20ºC durante 16 horas, se centrifugó a 15000 X g 

durante 15 min, se lavó con etanol 70% (v/v), y se secó a 37°C. El precipitado se 
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resuspendió en 7 μl de solución de siembra desnaturalizante (NaOH 10 mM; 

formamida 95% (v/v); azul de bromofenol 0,05% (p/v); xilencianol 0,05% (p/v)) y se 

sembró en un gel de secuenciación como se describe en el punto siguiente. 

III.13.4. Secuenciación de ADN 

La secuenciación de ADN se realizó utilizando el equipo comercial fmol 

(Promega). Éste utiliza una modificación del método enzimático (291), en el que la 

enzima Taq polimerasa sintetiza una hebra complementaria del ADN que se desea 

secuenciar a partir del oligonucleótido marcado. El método se basa en la capacidad de 

la ADN polimerasa de incorporar 2’,3’-didesoxinucleósidos trifosfato, los cuales, al 

carecer de hidroxilo 3’, impiden que continúe la síntesis. De modo que se realizan 

cuatro reacciones, cada una en presencia de los cuatro desoxinucleósidos trifosfato y 

de un didesoxinucleósido trifosfato. Al finalizar la reacción, cada tubo contiene una 

población de cadenas extendidas, todas con el mismo extremo 5’ determinado por el 

cebador, y con extremos 3’ variables, que terminan en un didesoxinucleósido 

específico. Se utilizaron como molde 0,05 pmoles del fragmento de ADN a secuenciar 

y 1,5 pmoles del oligonucleótido marcado con 32P y se siguieron las instrucciones del 

fabricante del kit de secuenciación. Al finalizar, las reacciones se mezclaron con 

solución de siembra desnaturalizante de composición final: formamida 32% (v/v); 

NaOH 3 mM; azul de bromofenol 0,025% (p/v); xilencianol 0,025% (p/v).  

La electroforesis se realizó en geles de poliacrilamida de concentración 6% (p/v), 

en presencia de urea 6 M. Antes de la siembra, las muestras fueron calentadas a 70ºC 

durante 2 min. Se utilizó TBE 1X como solución de electroforesis. La corrida 

electroforética se llevó a cabo a una potencia constante de 60 W durante 4,5 horas. 

Los geles se secaron a 80ºC durante 60 min en un desecador de geles con bomba de 

vacío (SGD 2000 SAVANT). Finalmente se expuso el gel seco en un cartucho de 

exposición con pantalla intensificadora durante 16 horas y se escaneó utilizando un 

equipo Typhoon FLA 7000 (GE Life Sciences) en el modo Phosphorimager. 

III.14. Vesículas de membrana externa (OMVs) 

III.14.1. Aislamiento y purificación de OMVs 

Como “protocolo estándar” de purificación de OMVs se siguió el procedimiento 

descripto por McMahon et al. (123). Brevemente, células correspondientes a 55 

unidades de DO600 provenientes de un cultivo en fase estacionaria de Sma fueron 

removidas por centrifugación a 6000 X g. Los sobrenadantes fueron filtrados a través 
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de membranas de ésteres de celulosa (Sartorius) con tamaño de poro de 0,45 µm. Las 

OMVs se recuperaron mediante la ultracentrifugación de los filtrados de sobrenadante 

a 100.000 X g durante 3 horas a 4°C (en rotor Ti90; ultracentrífuga Optima L-90K, 

Beckman Coulter). El pellet vesicular fue resuspendido en 500 µl de PBS. 

El “protocolo optimizado” de purificación de OMVs se desarrolló introduciendo 

modificaciones al procedimiento descripto previamente por Bauman et al. (292). A 

partir de un cultivo saturado de Sma salvaje o prtA, se realizó una dilución 1/500 del 

cultivo en 500 ml de medio LB fresco. Se incubó a 30ºC en agitación constante 

durante 16 horas, alcanzando un DO600 de aproximadamente 3 unidades. Se 

separaron las células mediante dos centrifugaciones consecutivas (6000 X g; 10 min; 

figura III.5.A). Se recuperó el sobrenadante de cultivo y se filtró utilizando membranas 

de ésteres de celulosa con tamaño de poro de 0,45 μm, para eliminar células 

remanentes. 20 µl del filtrado resultante se sembraron en una placa de LB-agar, la cual 

se incubó a 37°C toda la noche, con el objeto de verificar su esterilidad. Al resto del 

filtrado, se agregó lentamente sulfato de amonio (Sigma) hasta llegar a un porcentaje 

de saturación del  80% (p/v) (figura III.5.B). La precipitación se extendió durante 16 

horas, a 4°C y en agitación suave y constante. Posteriormente, se centrifugó la 

muestra a 10000 X g durante 20 min. Se decantó el sobrenadante, y el pellet fue 

resuspendido en 10 ml de buffer HEPES 50 mM pH 7,5. Se inyectó la muestra dentro 

de una membrana de diálisis (Sigma) con un valor de corte molecular de 12,4 kDa, y 

se dializó contra 2000 ml de buffer HEPES 50 mM pH 7,5 durante 16 horas a 4°C, con 

agitación. A continuación, se procedió a concentrar la muestra mediante el uso de una 

unidad de filtración centrífuga Amicon® Ultra 15 ml (Millipore) con un valor de corte 

molecular de 10 kDa, hasta obtener un volumen final de aproximadamente 500 μl 

(figura III.5.C). La muestra obtenida en este punto se denominó “OMVs/SSPs”, y 

contiene tanto las OMVs como también proteínas secretadas solubles no asociadas a 

OMVs (SSPs; soluble secreted proteins). 

Para continuar con la purificación, se aplicó una etapa de separación por 

gradiente de densidad, donde la menor densidad de las OMVs –dada por su contenido 

lipídico- provoca su separación de aquellos componentes no vesiculares que migran 

hacia las densidades mayores del gradiente. Se generó un gradiente de densidad 

continuo del 30% al 60% (p/v) de sacarosa, en un volumen final de 11 ml, al cual se 

inyectó el equivalente a 4 mg de proteína de la muestra OMVs/SSPs, previamente 

dosada por el método del ácido bicinconínico (sección III.11.4). Se centrifugó el 

gradiente de sacarosa conteniendo la muestra a 150.000 X g durante 16 horas a 4°C, 

utilizando un rotor SW40 Ti (Beckman Coulter) (figura III.5.D).  Luego, se recolectaron 
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cuidadosamente fracciones de 1 ml desde la cima del tubo, las cuales fueron 

sometidas a análisis de perfil proteico, de inmunodetección de flagelina y porina, y de  

cuantificación de contenido lípido, según se describe más adelante en el apartado de 

Resultados y Discusión. 

Para finalizar, las fracciones seleccionadas que se encontraban enriquecidas en 

contenido vesicular fueron mezcladas, dializadas durante 16 horas –a través de una 

membrana de diálisis con un valor de corte molecular de 12,4 kDa- contra buffer 

HEPES 50 mM pH 7,5, y finalmente, lavadas con este mismo buffer mediante 

ultracentrifugación a 100.000 X g, obteniendo la muestra de OMVs purificadas, cuyo 

volumen final fue de unos 500 µl (figura III.5.E).  

 

 
Figura III.5. Protocolo optimizado de purificación de vesículas de membrana externa (OMVs). Se 

utilizó un protocolo modificado de Bauman et al. que combina pasos de salting out del filtrado de 

sobrenadante, ultracentrifugación en gradiente de densidad de sacarosa, y  ultracentrifugación en ángulo 

fijo para obtener OMVs altamente purificadas.   
 

III.14.2. Cuantificación de OMVs 

La cuantificación de OMVs en los ensayos de co-incubación con células 

eucariotas y de microinyección en Drosophila melanogaster se realizó en base a la 

determinación del contenido proteico, detallada previamente en la sección III.11.4. 

Alternativamente, se ensayó la cuantificación del contenido lipídico de las OMVs 

utilizando el fluoróforo lipofílico FM4-64 (Molecular Probes). Para analizar las 

fracciones generadas tras la ultracentrifugación en gradiente de sacarosa, se diluyeron 

5 μl de cada una en 195 μl de PBS. Posteriormente, se agregó el reactivo FM4-64 a 

una concentración final de 1,65 µg/ml, y se incubó a 37°C durante 10 min, en 

protección de la luz. Finalmente, se midió la fluorescencia utilizando los parámetros: λ 

excitación = 530 nm;  λ emisión = 620 nm.  
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Para analizar la cantidad total de OMVs secretadas por una cepa particular en 

una determinada condición de crecimiento, se agregó FM4-64 a una concentración 

final de 1,65 µg/ml a 200 µl del sobrenadante de cultivo filtrado, y se siguió el mismo 

procedimiento que el descripto en el párrafo anterior. 

III.14.3. Microscopía electrónica transmisión (TEM) de OMVs 

El análisis por TEM de las OMVs se realizó a través del servicio provisto por el 

Laboratorio Nacional de Investigación y Servicios de Microscopía Electrónica LANAIS-

MIE (UBA-CONICET). Brevemente, una suspensión de OMVs de concentración 0,15 

μg/μl fue fijada durante 30 min a temperatura ambiente en una solución conteniendo: 

HEPES 10 mM pH 7,4; glutaraldehído 4% (v/v); NaCl 200 mM. Luego, las OMVs 

fueron teñidas con acetato de uranilo 2% (p/v) y visualizadas en un microscopio 

electrónico de transmisión Zeiss EM 109T equipado con cámara digital Gatan 

ES1000W. La determinación del tamaño de las OMVs se realizó utilizando el software 

específico del microscopio electrónico. 

III.15. Cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masa en tándem (LC-

MS/MS) 

El análisis por LC-MS/MS tanto de las OMVs como de la membrana externa fue 

realizado a través de la plataforma de proteómica del IBMC, de la Universidad de 

Estrasburgo, Francia. Las fracciones purificadas fueron sometidas a digestión por 

tripsina. La mezcla de péptidos generados fue fraccionada mediante un protocolo de 

HPLC a nanoescala, utilizando la tecnología Eksigent CHIP. A medida que los 

péptidos eluyeron, fueron sometidos a ionización por electrospray y luego introducidos 

en el espectrómetro de masa Triple TOF Sciex. Los péptidos fueron detectados, 

aislados, y fragmentados para producir espectros de masa en tándem de fragmentos 

iónicos específicos de cada péptido. 

Los espectros resultantes se estudiaron con el programa Proteinscape (Bruker), 

y las proteínas fueron identificadas buscando en la base de datos UnitProt 

(www.uniprot.org) usando el motor de búsqueda Mascot 

(http://www.matrixscience.com/search_form_select.html). El programa validó proteínas 

con una tasa de descubrimiento falso menor al 1%. Adicionalmente, se efectuó una 

validación manual, mediante la verificación de espectros de MS/MS para aquellas 

proteínas con un solo péptido.  

 

http://www.uniprot.org/
http://www.matrixscience.com/search_form_select.html
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III.16. Técnicas de tinción con FlAsH 

III.16.1. Tinción de extractos proteicos totales 

1 ml de cultivo de las cepas de Sma, crecidas en las condiciones indicadas, 

fueron centrifugados durante 5 min a 6000 X g. El sedimento celular fue resuspendido 

en un volumen (en ml) igual a la DO600/10 en solución de siembra de proteínas 

conteniendo TCEP-HCl 50 mM (tris-(2-carboxietil)fosfina) (Sigma) como reductor en 

lugar de β-mercaptoetanol. Se calientan las muestras a 100°C durante 3 min y se las 

deja enfriar. En paralelo, se prepara una mezcla FlAsH-EDT 10X (FlAsH 1mM; EDT 10 

mM) y se la incuba durante 15 min a temperatura ambiente protegida de la luz. 

Posteriormente, se agrega esta mezcla a las muestras proteicas previamente 

preparadas, y se incuba durante 60 min más a temperatura ambiente en protección de 

la luz. Se realiza la electroforesis en condiciones desnaturalizantes (descripto en 

III.11.5) y se visualizan las proteínas etiquetadas a través de un transiluminador UV. 

III.16.2. Tinción de suspensiones bacterianas 

200 µl  de cultivo de las cepas de Sma, crecidas en las condiciones indicadas, 

fueron centrifugados durante 5 min a 6000 X g. El sedimento celular fue resuspendido 

en 200 µl de LB. En paralelo, se prepara una mezcla FlAsH-TCEP-HCL 10X (FlAsH 

1mM; TCEP-HCl 10 uM) y se la incuba 15 min a temperatura ambiente protegida de la 

luz. Posteriormente, se incuba cada suspensión bacteriana con la mezcla FlAsH-

TCEP-HCl durante 60 min a temperatura ambiente protegidas de la luz. Se lavan las 

células dos veces con PBS. Finalmente, se colocan 3 µl de las células marcadas sobre 

un pad de agarosa 1% (p/v) en HEPES 50 mM, y se observan al microscopio de 

fluorescencia. Las bacterias se visualizaron mediante el objetivo de inmersión en 

aceite 100x usando el filtro de excitación FITC-HYQ (λ = 460–500 nm). 

III.16.3. Tinción de vesículas de membrana externa 

Se prepararon OMVs a partir de las cepas indicadas, según el protocolo 

estándar descripto en la sección III.14.1. Luego, 4,8 µl de una mezcla FlAsH-EDT, 

previamente incubada durante 15 min a temperatura ambiente, se agregaron a 15,2 µl 

de la suspensión de OMVs (equivalentes a 3 µg de proteína). La concentración final de 

la mezcla FlAsH-EDT fue 240 µM y 1,2 mM, respectivamente. Las vesículas se 

marcaron durante 90 min a temperatura ambiente, con protección de la luz. 

Posteriormente, se utilizó un sistema de ultrafiltración (Microcon, Millipore) para lavar 
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el colorante no unido. Se realizaron dos lavados con una mezcla HEPES 50 mM – 

EDT 1,2 mM, y un tercer lavado sólo con HEPES 50 mM. Finalmente, se colocan 3 µl 

de las OMVs marcadas sobre un pad de agarosa 1% (p/v) en HEPES 50 mM, y se 

observan al microscopio de fluorescencia, como se indicó en la sección anterior. 

III.17. Técnicas de cultivos celulares 

III.17.1. Ensayos de co-incubación de células epiteliales con OMVs 

Para la visualización de cambios morfológicos inducidos por OMVs en células 

epiteliales, se utilizaron células de la línea CHO (detalle en tabla III.2). 1x105 células 

fueron sembradas por pocillo en placas de 24 pocillos e incubadas toda la noche a 

37ºC en atmósfera de CO2 al 5%. El medio de cultivo utilizado fue α‐MEM 

suplementado con SFB 10%. Posteriormente, se diluyó la suspensión de OMVs en 

medio α‐MEM fresco a la dosis indicada, y se filtró con tamaño de poro 0,2 µm. Se 

aspiró el medio de cultivo de las células CHO, y se reemplazó con el medio de cultivo 

conteniendo la dosis indicada de OMVs. La co-incubación se extendió durante 20 

horas a 37°C en atmósfera de CO2 al 5%. Las células se visualizaron y fotografiaron 

utilizando un microscopio invertido (Nikon). Se aplicó un procedimiento similar 

utilizando células CHO-GFP-LC3 para determinar el gatillado de autofagia.  

La citotoxicidad se cuantificó a través del ensayo de MTT (bromuro de 3-(4,5-

dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio), el cual se basa en la reducción mitocondrial del 

tetrazolio a formazán. La síntesis de formazán se considera proporcional al número de 

células viables. 1,3x105 células CHO en 200 µl de medio fueron inoculadas por pocillo 

en una microplaca de 96 pocillos, e incubadas durante toda una noche a 37°C 

atmósfera de CO2 al 5%, antes de la adición de OMVs a la dosis indicada. La 

incubación se extendió durante 20 horas más. Transcurrido ese lapso, se agregó MTT 

(Sigma) a una concentración final de 0,05% (p/v) y se permitió reaccionar durante 3 

horas a 37°C. A continuación, se removió el medio, y se solubilizaron las células y los 

cristales de formazán agregando 200 µl de DMSO. La cuantificación se realizó 

midiendo la absorbancia a 570 nm, y sustrayendo el fondo de absorbancia a 630 nm. 

La citotoxicidad relativa se calculó sustrayendo de un valor de 1 la fracción de 

actividad metabólica total detectada en una monocapa de células tratadas con OMVs 

en relación a una monocapa control tratada con HEPES 50 mM pH 7,5. 
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III.17.2. Ensayos de co-incubación de células epiteliales con OMVs marcadas 

fluorescentemente 

30 μg de una preparación de OMVs salvajes correspondientes a cultivos 

bacterianos crecidos a 30°C hasta fase estacionaria se marcaron utilizando 5 μg de 

FM4-64 FX (Molecular Probes), durante 16 horas a 4°C. El fluoróforo no unido se lavó 

de la preparación mediante dos centrifugaciones consecutivas a 100.000 X g durante 

90 min. Luego, se volvió a determinar la cantidad de proteína en las vesículas 

marcadas mediante el método del ácido bicinconínico, y se incubaron 5 μg de las 

OMVs con una monocapa de células CHO, previamente incubadas durante 24 horas a 

37°C en atmósfera de CO2 a partir de un inoculo inicial de 7,5x104 células. Una vez 

transcurrido el periodo de co-incubación (120 min o 20 horas), se lavaron las células 

dos veces con buffer PBS, y se fijó la monocapa con paraformaldehído 3% (p/v). 

Finalmente, las células fueron montadas con el reactivo SlowFade Antifade en 

glicerol/PBS (Molecular Probes) y analizadas en el microscopio confocal Nikon Eclipse 

TE‐2000‐E2 (Nikon, Japón). 

III.18. Técnicas de Drosophila melanogaster  

III.18.1. Ensayos de microinyección de OMVs 

Se utilizaron siempre moscas hembras adultas (de la línea indicada) de entre 3 y 

7 días de vejez. Para la microinyección, se utilizó un dispositivo  Nanoject II 

(Drummond Scientific Company). Las micropipetas de inyección se prepararon a partir 

de microcapilares de vidrio, tirando de estos hasta una resistencia de 80-100 MΩ en 

un equipo de estirado de electrodos. Una vez ensamblada la micropipeta de inyección 

en el dispositivo eyector, se la llenó con aceite sintético, para luego cargar entre 2-3 µl 

de la suspensión de OMVs correspondiente. Grupos de moscas pertenecientes a una 

misma réplica biológica fueron anestesiadas con CO2, y posteriormente inyectados en 

la mesopleura (figura III.6) con 69 nl de la suspensión de OMVs. Inmediatamente, 

fueron transferidas a un vial conteniendo medio de crecimiento e incubadas a 25°C 

con 65% de humedad. La supervivencia se monitoreó cada una hora durante las 

primeras 5 horas, y luego se prosiguió hasta las 22 horas. Se descartaron aquellos 

individuos que sucumbieron en los primeros 20 min del tratamiento. 
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III.18.2. Ensayos de extracción de hemolinfa 

Cohortes de 40 moscas hembras adultas de la línea indicada fueron 

microinyectadas con OMVs, según se indica en la sección anterior. Tres horas luego 

del tratamiento, los insectos sobrevivientes fueron anestesiados con CO2. La hemolinfa 

se recolectó introduciendo una micropipeta de vidrio en la zona torácica del insecto 

(señalada en la figura III.6), donde la muestra exudó del insecto por capilaridad. Una 

cantidad de hemolinfa equivalente a 20 insectos se mezcló en 10 µl de un buffer de 

lisis consistente de: HEPES 30 mM; NaCl 150 mM; acetato de magnesio 2 mM; NP-40 

(Sigma) 1% (v/v); y solución 2X de un coctel de inhibidores de proteasas (Promega). 

III.18.3. Ensayos de silenciamiento génico 

Para los experimentos de ARNi, hembras vírgenes Elav-Gal4 fueron cruzadas 

con machos expresando UAS-Kayak ARNi. Las cruzas se realizaron a 25°C, y luego la 

progenie fue incubada durante una semana a 29°C con 70% de humedad. 

III.19. Análisis bioinformáticos. 

III.19.1. Predicción de la localización subcelular y función de las proteínas 

vesiculares. 

La predicción de la localización subcelular de las proteínas identificadas por 

LC/MS-MS en las OMVs se realizó utilizando el programa pSORT 

(https://psort.hgc.jp/), ingresando los datos de secuencia aminoacídica proteica 

correspondientes  a cada proteína. 

La función predicha para cada proteína se asignó a en base a proteínas 

ortólogas en organismos relacionados, previamente clasificadas según las normas 

COG (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/). 

 

Figura III.6. Ejemplar hembra de Drosophila melanogaster, 

línea salvaje A5001, luego de la microinyección de 69 nl de 

OMVs. En este caso, previo al procedimiento, se adicionó 

una pequeña cantidad de colorante para comida a la 

muestras de OMVs, lo cual permitió verificar el ingreso de la 

solución de vesículas a la hemolinfa del insecto. La flecha 

negra señala la mesopleura, el área de tejido blando sobre 

el tórax por donde se introdujeron las micropipetas de 

inyección. 

https://psort.hgc.jp/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/
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III.19.2. Predicción del sitio de unión para CpxR en la región promotora de prtA. 

El motivo consenso para el sitio de unión de CpxR fue generado entrenando el 

programa MEME (del inglés Multiple Expectation Maximization for motif Elicitation) 

(293) usando como datos los promotores de los siguientes genes regulados por CpxR 

en Salmonella: degP, ppiA, yihE, dsbA, motAB, cheAW, ygjT, ppiD, cpxRA, cpxP, y 

csgBAC. La matriz obtenida luego fue utilizada para buscar el motivo en la región 

promotora putativa de prtA de Sma RM66262 mediante el programa FIMO (Find 

Individual Motif Occurrences) (294).  
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IV. Vesículas de membrana externa en Serratia marcescens 

Introducción 

Serratia marcescens es patógeno oportunista responsable de múltiples 

infecciones, frecuentemente identificado como agente etiológico de brotes 

nosocomiales. A pesar de que la incidencia de infecciones de Sma se ha visto 

incrementada en los últimos años, el análisis de los mecanismos y factores de 

virulencia involucrados en la colonización, invasión y diseminación –fundamento de la 

interacción bacteria-hospedador a largo plazo y necesario para la identificación de 

nuevos blancos terapéuticas- ha permanecido relegado. 

Al igual que la mayoría de las bacterias Gram negativas –patógenas y no 

patógenas- Sma es capaz de secretar de modo natural vesículas proteolipídicas 

derivadas de la membrana externa. Como se refirió en la Introducción, estas vesículas 

de membrana externa (OMVs) están compuestas de lipopolisacárido, fosfolípidos, un 

subconjunto de proteínas de membrana externa, componentes periplásmicos, 

citoplásmicos, y extracelulares (166). Dentro del contexto de la interacción patógeno-

hospedador, numerosos factores de virulencia de patógenos Gram negativos han sido 

encontrados asociados a las OMVs, y se postula que las vesículas actúan como un 

vehículo de diseminación de toxinas a larga distancia durante el proceso infectivo, 

pudiendo interactuar e internalizarse en las células hospedadoras e incluso también 

modular la respuesta inmune del hospedador (136, 168, 171, 295–297).  

Trabajos previos realizados en colaboración con el grupo del Dr. Mario Feldman 

en la Universidad de Edmonton, Canadá, han indagado fundamentalmente en la 

biogénesis de OMVs en nuestro aislamiento clínico de estudio Sma RM66262. Se 

demostró que la formación de OMVs es un proceso termorregulado, con una 

producción al menos cinco veces mayor al cultivar las bacterias a 22 o 30°C con 

respecto a 37°C (123). Se observó, además, incremento en la vesiculización, tanto a 

30°C como a 37°C, en una serie de cepas mutantes carentes de ECA (antígeno 

común de enterobacterias) (123), pudiendo especular que estos carbohidratos de 

superficie poseen un rol de en la modulación de la producción de OMVs. Por otro lado, 

el análisis comparativo por espectrometría de masa entre preparaciones de  

membrana externa y vesículas de membrana externa arrojó evidencias claras sobre la 

existencia de un proceso de selección de carga de las OMVs en Sma RM66262, 

sugiriendo un posible rol patogénico de las vesículas al identificar una serie de factores 

de virulencia asociados a las mismas. Además, utilizando el modelo de infección de 

Galleria melonella, se demostró que la inyección de OMVs en el hemocele de larvas 
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de dicho insecto tiene un efecto letal a las 24 horas, siendo la toxicidad de las OMVs 

independiente de la presencia de LPS en las preparaciones (123).  

En base a estos antecedentes, en el presente capítulo se propuso como objetivo 

profundizar en la caracterización proteómica y estructural de la vesículas producidas 

por Serratia marcescens, para luego examinar su incumbencia en la interacción con el 

hospedador, mediante la utilización tanto de células eucariotas en cultivo como del 

insecto Drosophila melanogaster, identificando los componentes críticos de las OMVs 

para ejercer su rol patogénico.  

IV.1. Puesta a punto de una metodología optimizada de purificación de OMVs 

La recolección directa de OMVs a través de la ultracentrifugación de los filtrados 

de sobrenadante de cultivo bacteriano, detallada en la sección III.14.1 de Materiales y 

Métodos, es la metodología estándar de purificación de OMVs. Sin embargo, las 

muestras obtenidas de este modo raramente se encuentran puras, debido a que el 

procedimiento provoca la co-sedimentación de las OMVs junto con componentes no 

vesiculares, como ser agregados proteicos, pili y flagelos (292). Estos últimos se 

encuentran presentes en gran proporción en los todas las bacterias flageladas. El 

análisis por LC-MS/MS de las OMVs preparadas a partir de nuestro aislamiento Sma 

RM66262 –realizado en colaboración con el laboratorio del Dr. Mario Feldman en 

Canadá- reveló la presencia de flagelina (123). Posteriormente, para contrastar dicho 

resultado preparamos OMVs de la cepa salvaje (wt) de Sma, y de su mutante 

isogénica aflagelada flhD, como control negativo. Se analizaron comparativamente los 

perfiles proteicos de ambas preparaciones y se ensayó la inmunodetección de 

flagelina por Western blot. Como vemos en la figura IV.1, los resultados corroboraron 

la presencia de flagelina en las OMVs preparadas a partir de la cepa wt cultivada en 

las condiciones indicadas.  

  

 

 

 

 

 

 

Figura IV.1. Contaminación de flagelina en 

preparaciones de OMVs. Se cultivaron las 

cepas salvaje (wt) y flhD de Sma durante 16 

horas a 30°C en agitación. Posteriormente, se 

aislaron OMVs mediante un protocolo 

estándar, descripto en la sección III.14.1.       

(A) 5 µg de cada preparación se analizaron 

mediante SDS-PAGE, seguida de tinción de 

proteínas con plata, como se detalla en la 

sección III.11.5-6. (B) Inmunodetección de 

flagelina mediante Western blot. Se siguió el 

procedimiento descripto en la sección III.11.7. 
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La presencia de flagelina contaminante puede interferir con estudios sobre la 

reactividad de la célula hospedadora a las vesículas. Específicamente, la flagelina 

bacteriana es un potente inmunógeno capaz de activar el sistema inmune innato en 

mamíferos vía TLR5 y Naip5/6, generando una fuerte respuesta de células B y T (298). 

Asimismo, se han reportado efectos genotóxicos y citotóxicos dependientes de flagelo 

en diversas líneas de cultivo celular eucariota (299, 300). En D. melanogaster, si bien 

algunas evidencias sugieren que el insecto sería capaz de sensar este tipo de PAMP 

(Ferrandon D., comunicación personal), aún no se han logrado identificar la/las 

molécula/s receptora/s para flagelina.  

Una segunda desventaja pertinente al protocolo estándar de preparación de 

OMVs surgió al analizar el bajo rendimiento de proteína total obtenido, calculado en 

alrededor de 1 μg por unidad de DO600 del cultivo bacteriano. La baja cantidad de 

material recuperado hace necesaria la detección del patrón de proteínas a través de 

técnicas con alta sensibilidad, como la electroforesis en geles de acrilamida 

desnaturalizantes seguido de tinción con plata (288). Sin embargo, dicho método es 

laborioso, requiere mucho tiempo, y su uso es incompatible con un análisis posterior 

por espectrometría de masa. De este modo, el aislamiento de cantidades significativas 

de OMVs mediante esta metodología hace necesario el escalado en el volumen de los 

cultivos, y la utilización de un concentrador tangencial de flujo (no disponible en 

nuestro Instituto) que concentre los filtrados de sobrenadante a volúmenes 

suficientemente pequeños como para efectuar posteriores protocolos de 

ultracentrifugación. Ante los inconvenientes expuestos, consideramos prioritaria la 

puesta a punto un protocolo de purificación de OMVs alternativo capaz de salvar los 

problemas mencionados. Entonces, se ensayó un protocolo adaptado de Bauman et 

al. (292). Éste se basa en la concentración –por precipitación con sulfato de amonio- 

del sobrenadante de cultivo bacteriano, seguido de un paso de purificación en 

gradiente de densidad capaz de separar a las OMVs de componentes no vesiculares: 

el contenido lipídico de las vesículas hace que migren a densidades menores que los 

componentes no deseados. Este “protocolo optimizado” se describe con detalle en la 

sección de III.14.1 de Materiales y Métodos. A continuación, se muestra el análisis 

efectuado sobre las distintas fracciones obtenidas del gradiente de densidad, 

necesario para verificar las ventajas de esta metodología. 

El material recuperado tras la precipitación por sulfato de amonio se denominó 

“OMVs/SSPs”, para el cual se obtuvo un rendimiento promedio de 8 μg proteína por 

unidad de DO600 de cultivo. 4 mg de OMVs/SSPs se sembraron en un gradiente 

continuo de sacarosa 30-60% (p/v). Luego de una ultracentrifugación de 16 horas, se 
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recolectaron fracciones de 1 ml desde la cima del tubo. En primer lugar, como se 

muestra en la figura IV.2.A, se analizaron los perfiles proteicos obtenidos para cada 

una de las fracciones: se observó que la mayoría de las bandas proteicas presentan 

mayor intensidad a medida que se avanza hacia las fracciones intermedias del 

gradiente (5, 6 y 7). Desde la fracción 9 hasta la 11, se detecta una abundante banda 

proteica migrando alrededor de los 40 kDa (indicada con un círculo negro), de la cual 

especulamos que podría ser la flagelina. Asimismo, detectamos diferencialmente en 

este rango de fracciones otras dos bandas adicionales, de aproximadamente 30 y 25 

kDa (señaladas con un triángulo negro). Posteriormente, mediante ensayos de 

inmunodetección utilizando anticuerpos policlonales anti-flagelina, se determinó que la 

flagelina migró entre las fracciones 9 y 11 (figura IV.2.B), en concordancia con lo 

observado previamente mediante tinción con azul de Commassie. 
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Figura IV.2. Protocolo optimizado de purificación de OMVs: análisis de las fracciones del gradiente 

de densidad. A) Perfiles proteicos. Visualización de las proteínas por tinción con Commassie. Se 

señalan aquellas proteínas que migraron diferencialmente a las densidades mayores. B) 

Inmunodetección de flagelina. Se utilizaron anticuerpos primarios policlonales anti-flagelina generados 

en conejo, y anticuerpos policlonales anti-conejo conjugados a fosfatasa alcalina. C) Inmunodetección 

de la proteína de membrana externa OmpC. Se utilizaron anticuerpos policlonales anti-OmpC (de E. 

coli) generados en conejo, y anticuerpos policlonales anti-conejo conjugados a HRP. En todos los casos, 

se sembraron 15 μl de cada fracción, la cual fue previamente concentrada 5 veces por precipitación con 

TCA, en un gel de poliacrilamida 12% (p/v). D) Cuantificación del contenido lipídico. Se diluyeron 5 μl 

de cada fracción con PBS en un volumen final de 200 μl, y se siguió el protocolo descripto en la sección 

III.14.2.  

 
Luego, se identificaron aquellas fracciones enriquecidas en contenido vesicular 

utilizando dos estrategias complementarias. Por un lado, se ensayó la detección de la 

proteína OmpC a través de la técnica de Western blot. Resultados previos del análisis 

por espectrometría de masa mostraron que OmpC –normalmente localizada en la 

membrana externa bacteriana- es también parte del proteoma vesicular en Sma (123). 

El panel C de la figura IV.2 muestra que OmpC fue detectada con mayor intensidad en 

el rango de fracciones 4 a 7. En las fracciones 1-3 y 8, dicha señal se detectó 
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débilmente; mientras que en las fracciones más densas (9 a 11) la señal fue 

indetectable. Por otro lado, se realizó una estimación del contenido lipídico de cada 

fracción mediante la utilización de la sonda lipofílica FM4-64, reactivo que sólo es 

fluorescente al incorporarse a membranas. Previo a este ensayo, se corroboró que la 

fluorescencia emitida por el compuesto presenta respuesta lineal en función de las 

cantidad de OMVs; lo cual se verificó en el rango 0,5-50 μg de proteína (resultados no 

mostrados). A partir del análisis mostrado en la figura IV.2.D, pudimos establecer que 

solamente las fracciones intermedias del gradiente (5 a 8) presentaron valores 

significativos de fluorescencia con respecto al resto, indicando que el contenido 

vesicular migró en esas densidades. En conjunto, los análisis de expresión de OmpC y 

dosaje lipídico resultaron concordantes, con excepción de la fracción número 8, la cual 

a pesar de haber presentado una señal muy débil de OmpC, mostró altos niveles de 

fluorescencia. Una explicación tentativa a este fenómeno podría ser la existencia de 

una subpoblación de vesículas carentes selectivamente de ciertas proteínas de 

membrana externa, como OmpC. 

En base a los análisis presentados, se seleccionaron las fracciones 5, 6 y 7 

enriquecidas en OMVs. Para completar la purificación, dichas fracciones se mezclaron, 

se dializaron contra buffer HEPES 50 mM pH 7,5 y las OMVs fueron recolectadas y 

concentradas por un último paso de centrifugación, como se detalla en Materiales y 

Métodos, sección III.14.1. El perfil proteico de las OMVs purificadas de la cepa salvaje 

crecida a 30°C se muestra en la figura IV.3. 
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Figura IV.3. Perfil proteico de OMVs purificadas. 

Se prepararon OMVs a partir de un cultivo de la cepa 

salvaje crecidos 16 horas a 30°C en agitación. 5 µg 

de la preparación se sembraron en un gel de 

poliacrilamida 4-15% (p/v). Una vez finalizada la 

corrida electroforética se procedió a la tinción con 

Coomassie. A la derecha (M) se muestran las bandas 

correspondientes al marcador de peso molecular 

expresado en kDa. 
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En resumen, consideramos que el protocolo desarrollado durante la primera 

parte de este Trabajo de Tesis fue ventajoso respecto del protocolo estándar, debido a 

que: 

- permitió escalar el volumen del cultivo procesado, concentrando eficientemente el 

material por salting out, sin necesidad de utilizar un concentrador tangencial de flujo. 

-  se aplicó un paso de purificación por gradiente de densidad, que logró separar las 

fracciones enriquecidas en OMVs de algunos componentes no vesiculares 

indeseados, en especial, flagelina bacteriana. 

IV.2. Análisis proteómico de OMVs 

Con el objeto de estudiar las OMVs obtenidas mediante el protocolo descripto en 

la sección anterior, se abordó la caracterización proteómica de las vesículas.  Las 

OMVs se recolectaron a partir de la cepa salvaje de Sma RM66262 cultivada a 30°C 

durante 16 horas, condición de crecimiento elegida ya que determinamos previamente 

que la vesiculización se encuentra favorecida a 30°C de temperatura de crecimiento 

respecto de 37°C (123). Tres muestras biológicas independientes fueron analizadas 

mediante nano LC-MS/MS, en la plataforma de proteómica del IBMC (Universidad de 

Estrasburgo, Francia) según se detalla en la sección III.15 de Materiales y Métodos. 

Un total de 56 proteínas fueron identificadas en los ensayos: 44 de ellas 

correspondieron a la primera muestra (Experimento 1); 29 correspondieron a la 

segunda (Experimento 2); y 30 proteínas se detectaron en la tercera réplica 

(Experimento 3). A partir del análisis comparativo, utilizando un diagrama de Venn, 

observamos que existe un subgrupo de 13 proteínas comunes a todos los 

experimentos; y otro subgrupo más amplio de 34 proteínas, que se detectaron en al 

menos dos de los tres experimentos (figura IV.4). Estos resultados nos indican que las 

proteínas que se ubicaron en la intersección triple corresponden con mayor certeza  a 

la carga de las OMVs de Sma durante su crecimiento in vitro, en la condición 

ensayadas. No obstante, no descartamos del posterior análisis los componentes que 

se identificaron en 2 de las 3 muestras analizadas. 
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Figura IV.4. Diagrama de Venn mostrando el número de proteínas coincidentes entre los experimentos, 

así como también el número de proteínas identificadas en cada ensayo. El análisis se efectuó a través del 

programa VENNY (http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/) (301) . 

La tabla IV.I muestra los resultados de los tres experimentos (Exp.1; Exp. 2; Exp. 

3). Para cada una de las proteínas identificadas se señala: su identidad, dada por su 

número de acceso en la base de datos Unitprot (http://www.uniprot.org/) y su 

correspondiente anotación; su peso molecular (PM); el score obtenido en cada uno de 

los experimentos; y su localización subcelular canónica.  

N°acceso 
(Unitprot) 

Anotación PM Exp.1 Exp.2 Exp.3 
Localizacion 
subcelular 
canónica 

V5ZWQ0_SERMA 
Proteína de membrana 

externa A (OmpA) 
39,7 532 62,3 454,4 

Membrana 
externa 

V5ZX34_SERMA Lipoproteína (LppA) 8,3 363,4 315,1 137,6 
Membrana 

externa 

V5ZZE8_SERMA 
Proteína de interacción 

con MltA (MipA) 
28 158,9 65,9 135,3 

Membrana 
externa 

V6A0I5_SERMA 
Proteína de membrana 

externa C (OmpC) 
41,4 112,4 67,9 119,1 

Membrana 
externa 

V6A583_SERMA Serralisina (PrtA) 52,2 1450 1675 600 Extracelular 

http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/
http://www/
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V5ZXJ0_SERMA Lipasa extracelular (LipA) 64,9 1300 1255 567,4 Extracelular 

V5ZYC1_SERMA Metaloproteasa (SlpD) 57,7 1103 1324 247 Extracelular 

V5ZY52_SERMA Glicosil hidrolasa 65,5 535,2 608,3 407,2 Periplasma 

V6A0N7_SERMA Catalase (KatA) 54,8 170,4 103,8 168,7 Periplasma 

V5ZVR6_SERMA 
Proteína de protección al 

DNA (Dps) 
18,8 308,3 366,1 377 Citoplasma 

V6A3S6_SERMA Bacterioferritina (Bfr) 18,5 253,8 302,4 104,7 Citoplasma 

V5ZYK6_SERMA 
Glyceraldehído-3-

fosphato deshidrogenasa 
(GapA) 

35,5 221 101,3 194,9 Citoplasma 

V6A1D9_SERMA 
Fructosa-bifosfato 
aldolasa (FbaB) 

38,2 142,8 103,2 337,7 Citoplasma 

V6A3M6_SERMA Hemolisina (ShlA) 165 1852 1350 nd. 
Membrana 

externa/extra-
celular 

V5ZWF1_SERMA 
Proteína de membrana 

externa F (OmpF) 
41,1 295,2 161,6 nd. 

Membrana 
externa 

V5ZX54_SERMA 
Proteína formadora de 

canal específico de 
nucleósido (Tsx) 

33,4 165,8 39,7 nd. 
Membrana 

externa 

V5ZXJ3_SERMA Proteína de la familia Rhs 157,9 108,6 113,2 nd. 
Membrana 

interna 

V5ZZS8_SERMA Proteína Hcp-like 16,8 870,5 857,1 nd. Extracelular 

V5ZVW5_SERMA Adhesina fimbrial 34,6 326,5 131,4 nd. Extracelular 

V6A2E8_SERMA 
Fosfolipasa extracelular 

(PhlA) 
32,7 82 80 nd. Extracelular 

V5ZVJ7_SERMA Fimbrina (FimA) 17,7 81 57,5 nd. Extracelular 

V6A0X6_SERMA 
N-acetilmuramil-L-alanina 

amidasa probable 
28,4 322,5 218,7 nd. Periplasma 

V5ZX97_SERMA Ferritina (FtnA) 19,4 123,4 92 nd. Citoplasma 

V5ZVJ6_SERMA Enhancina 94,2 506,8 220,8 nd. Desconocida 
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V6A116_SERMA Proteína no caracterizada 17,1 118,4 82,1 nd. Desconocida 

V6A080_SERMA Proteína no caracterizada 18,2 79 89,8 nd. Desconocida 

V5ZUA9_SERMA 
Lipoproteína de 

membrana externa 
(NlpD) 

35 149 nd. 249 
Membrana 

externa 

V6A3H3_SERMA 
Proteína de ensamble de 

cápsula (Wzi) 
52,6 180 nd. 63,3 

Membrana 
externa 

V5ZYE9_SERMA 
Proteína de membrana 

externa W (OmpW) 
23,3 48,4 nd. 127,6 

Membrana 
externa 

V6A3H1_SERMA 
Probable lipoproteína de 

unión a fosfolípidos 
19,9 213,4 nd. 163,7 Periplasma 

V6A0J7_SERMA 
Proteína probablemente 

exportada 
18,5 66,6 nd. 97,3 Desconocida 

V6A2H2_SERMA Probable lipoproteína 8 285,6 nd. 364,2 Desconocida 

V5ZWM3_SERMA Probable lipoproteína 8 107,6 nd. 116,6 Desconocida 

V6A5Y4_SERMA 
Ácido delta-

aminolevulinico 
dehidratasa (HemB) 

37,7 nd. 42,6 108,2 Citoplasma 

V5ZZC2_SERMA 
Proteína del gancho 

flagelar (FlgE) 
42,6 161 nd. Nd. 

Membrana 
externa 

V5ZV19_SERMA 

Lipoproteína de 
membrana externa 

asociada a 
peptidoglicano (Pal) 

18,3 149,3 nd. Nd. 
Membrana 

externa 

V6A2P4_SERMA 
Transglicosilasa lítica de 

mureína unida a 
membrana (MltA) 

41,4 85,9 nd. Nd. 
Membrana 

externa 

V6A0L8_SERMA 
Lipoproteina 

osmoticamente inducible 
(OsmE) 

11,6 74,4 nd. Nd. 
Membrana 

externa 

V5ZYK0_SERMA 
Aldehído-alcohol 

deshidrogenasa (AdhE) 
96,2 237,2 nd. Nd. Citoplasma 

V6A2K9_SERMA 
Lisina descarboxilasa 

(CadA) 
81,1 226,5 nd. Nd. Citoplasma 

V6A6D5_SERMA Chaperonina (GroEL) 57,3 130,3 nd. Nd. Citoplasma 

V6A6K3_SERMA 
Probable aminopeptidasa 

(PepA) 
54,7 85,9 nd. Nd. Citoplasma 

V5ZXW8_SERMA Piruvato quinasa (PykF) 50,5 82,4 nd. Nd. Citoplasma 
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V6A449_SERMA Maltoporina  (LamB) 48,2 73 nd. Nd. Periplasma 

V5ZTJ5_SERMA 
Proteína probablemente 

exportada 
27,6 64 nd. Nd. Desconocida 

V5ZW77_SERMA 
Proteína de capa 
superficial (SlaA) 

101,2 nd. 77,2 nd. 
Membrana 

externa 

V6A623_SERMA Uridina fosforilasa (Udp) 27 nd. 42 nd. Citoplasma 

V6A0T7_SERMA 
Lipoproteína predicha 

(VacJ) 
28 nd. Nd. 76 

Membrana 
externa 

V6A0Y6_SERMA 
Probable proteína de 
membrana externa 

43 nd. Nd. 62,1 
Membrana 

externa 

V6A1G0_SERMA Peptidasa B (PepB) 46,5 nd. Nd. 298,5 Citoplasma 

V5ZUC2_SERMA 
Dihidrolipoil-

transsuccinasa (SucB) 
43,8 nd. Nd. 96,9 Citoplasma 

V5ZU05_SERMA 
Histidina amonio liasa 

(HutH) 
54,5 nd. Nd. 91,7 Citoplasma 

V6A3M1_SERMA 
Glucosa-6-fosfato 
isomerasa (Pgi) 

61,1 nd. Nd. 85,1 Citoplasma 

V6A4E3_SERMA 
Subunidad ATP-

dependiente de proteasa 
HslV 

19 nd. Nd. 76,2 Citoplasma 

V6A117_SERMA 
Enzima 

málica/fosfotransacetilasa 
(MaeB) 

82,2 nd. Nd. 63 Citoplasma 

V6A5P1_SERMA 
Superóxido dismutasa 

(SodA) 
23,2 nd. Nd. 57,8 Citoplasma 

Tabla IV.I. Proteínas detectadas en las OMVs de Sma RM66262. Se cultivó Sma wt en medio LB a  

30°C hasta alcanzar una DO600 de 3 unidades, y se siguió el protocolo descripto en la sección III.14.1 para 

purificar las OMVs. Tres réplicas biológicas (Exp.1; Exp. 2; Exp. 3) se analizaron mediante nano LC-

MS/MS (sección III.15). Las proteínas se agruparon según la cantidad de veces que fueron detectadas en 

los experimentos, según su localización subcelular canónica, y luego, en orden decreciente de puntuación 

o score asignada por el programa Mascot.  

La figura IV.5 muestra la distribución general de las localizaciones subcelulares 

canónicas predichas para el subgrupo de 34 proteínas detectadas en al menos dos 

experimentos de LC-MS/MS. La localización fue asignada teniendo en cuenta reportes 

previos en Serratia, estudios sobre proteínas homólogas en otros géneros bacterianos, 

y una predicción in silico realizada a través del software Psort, como se indica en la 

sección III.19.1. Aproximadamente un tercio del total (32%) correspondieron a 

proteínas de membrana externa. Las proteínas extracelulares representaron un 20%, 

seguido por un 18% de proteínas cuya localización subcelular no se pudo asignar. 
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Dentro de este grupo hay dos potenciales lipoproteínas, lo que sugeriría su asociación 

a membrana. Por último, las proteínas citoplasmáticas constituyeron un 18%, y las 

proteínas periplásmicas un 12%.  

 

Figura IV.5. Distribución general de la localización subcelular predicha de las proteínas 

vesiculares. El análisis fue efectuado considerando el subgrupo de 34 proteínas detectadas en al menos 

dos de tres experimentos de LC-MS/MS.  

La elevada proporción obtenida de proteínas de membrana externa y la ausencia 

de proteínas derivadas de la membrana interna bacteriana, corrobora el modelo en el 

que las OMVs son estructuras de simple membrana originadas a partir de 

evaginaciones de la capa externa de la envoltura bacteriana, que finalmente se 

desprenden, como se explicó en la Introducción. El valor de abundancia relativa de las 

proteínas de membrana externa respecto al proteoma vesicular es similar a los valores 

indicados en estudios de OMVs de otras especies Gram negativas, como Escherichia 

coli (302), Vibrio cholerae (303), y Campylobacter jejuni (304), donde representan 

entre el 30 y el 50% del total de proteínas detectadas.  

En lo que respecta al grupo de proteínas de localización extracelular, se 

detectaron componentes pertenecientes a fimbrias tipo I, las cuales normalmente se 

anclan a la membrana externa bacteriana y actúan extendiéndose desde la misma 

(305), por lo que no es sorprendente su detección en OMVs. La hemolisina ShlA no es 

literalmente secretada al medio extracelular, ya que ejerce su acción unida a la 

membrana externa de la bacteria (91). En cuanto a la metaloproteasa SlpD, aún no se 

ha identificado su mecanismo de secreción (76). Por otra parte, se identificaron varias 

enzimas cuyos mecanismos de secreción han sido descriptos previamente: la 

serralisina PrtA y la lipasa LipA son parte del secretoma LipBCD (57, 306), y la 

fosfolipasa PhlA requiere del flagelo para su secreción (102). Según el modelo 
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propuesto por Meta Kuehn (307), las proteínas con un transporte independiente de 

OMVs son capaces de asociarse a las vesículas mediante su afinidad de unión al LPS 

(localizado sobre la superficie de las mismas). Esta propiedad de asociación al LPS ha 

sido descripto para las gingipaínas y para las toxinas RTX (308, 309), familia dentro de 

la cual se encuentran PrtA y LipA. De acuerdo a la magnitud de la afinidad, la mayor 

parte de la población extracelular de la proteína se encontrará asociada a OMVs, 

como se ha reportado para la enterotoxina LT de E. coli ETEC (310); o bien existirán 

subpoblaciones asociadas a OMVs e independientes de OMVs, que coexistirán 

extracelularmente, como se ha demostrado para la α-hemolisina HlyA de E. coli (137). 

La detección de proteínas periplásmicas es concordante con el modelo de 

biogénesis de OMVs, las cuales encapsulan material periplásmico antes de 

desprenderse de la envoltura bacteriana. Interesantemente, proteínas de gran 

abundancia en el periplasma de E. coli y conservadas en Sma, como LivJ y OppA 

(311), no fueron identificadas en las OMVs, apoyando la hipótesis de la existencia de 

mecanismos de selección diferencial de la carga vesicular (123). 

En nuestro estudio, también encontramos un número significativo de proteínas 

citoplasmáticas. De acuerdo a algunos autores, las OMVs no deberían contener 

material citoplásmico (106); sin embargo, una gran cantidad de estudios de proteómica 

de vesículas en distintos organismos han reportado la detección de esta clase de 

proteínas (302, 312, 313). La manera en que componentes citoplásmicos podrían 

ingresar a las OMVs sin producir lisis celular permanece poco clara. En todo caso, 

deberían ser secretados en vesículas de doble membrana, externa e interna, como 

proponen algunos autores (314). En nuestro caso, varios de los compontes 

citoplasmáticos encontrados (GapA, FbaB, PykF, GroEL) han sido reportados 

previamente en otras especies como proteínas moonlight, es decir, proteínas capaces 

de cumplir con una segunda función, generalmente involucrada en virulencia, y por 

ende es factible detectarlas en localizaciones diferentes a la convencional (315). Por 

ejemplo, en Streptococcus pyogenes, la gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa 

(GapA) se encontró fuertemente adherida a la superficie bacteriana, y se demostró su 

capacidad de unirse a lisozima, proteínas del citoesqueleto, fibronectina y 

plasminógeno (316). Por su parte, la fructosa-bifosfato aldolasa (FbaB) ha sido 

descripta en Streptococcus pneumoniae, como una lectina de superficie celular capaz 

de unirse a un receptor de cadherina del hospedador (317). En Neisseria meningitidis, 

la misma aldolasa se reportó como una proteína de superficie celular involucrada en la 

adherencia a células en cultivo de mamífero (318). Extendiendo el análisis a algunas 

de las proteínas citoplásmicas detectadas en sólo una de las réplicas, se reportó a la 
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piruvato quinasa (PykF) en Lactococcus lactis como una proteína de superficie celular 

capaz de unirse a mano-proteínas fúngicas (319). Para el caso de la chaperonina 

GroEL, existe una serie de reportes que la describen como una proteína superficial 

cuya principal actividad moonlight sería la de modular la síntesis de citoquinas por 

fagocitos mononucleares (320, 321). Por otro lado, es importante destacar que no se 

detectaron componentes ribosomales en los experimentos de LC-MS/MS, a pesar de 

su alta abundancia dentro del citoplasma bacteriano. Este hecho descartaría la 

hipótesis de que la presencia de proteínas citoplasmáticas en OMVs podría ser 

consecuencia de la lisis celular durante el crecimiento; y por otra parte, sugiere que la 

inclusión de proteínas citoplasmáticas en las vesículas de membrana externa es 

selectiva, y no ocurre en función de su abundancia en el interior celular.  

En la figura IV.6, se muestra la distribución de frecuencias de las funciones 

biológicas para el subgrupo de 34 proteínas detectadas en al menos dos 

experimentos. Los componentes prevalentes son aquellos involucrados en la 

biogénesis e integridad de la membrana externa. Lpp, Tol-Pal, OmpA y otras porinas 

son proteínas de membrana abundantes, y se encuentran en la mayoría de los 

proteomas de OMVs. Como se discutió en la Introducción, estas proteínas son 

importantes en el anclaje de la ME al PG, y por ende, estarían involucradas en los 

mecanismos que regulan la biogénesis de OMVs (117, 322). Por otro lado,  MltA y 

MipA son hidrolasas del peptidoglicano y podrían estar involucradas en la acumulación 

de fragmentos del mismo en el espacio periplásmico, causando una presión de 

turgencia que promueva la liberación de OMVs (116, 117). MltA también ha sido 

descripta, junto a otras hidrolasas, como responsable de actividades interbacterianas, 

más precisamente de la destrucción de otras bacterias presentes en el mismo nicho, 

mediante degradación de sus paredes celulares (119). Los sistemas de transporte 

para carbohidratos, hierro (como la ferritina y bacterioferritina), y nucleótidos (Tsx) 

podrían contribuir al rol de las vesículas como “servicios públicos”, proveyendo el 

acceso a estos compuestos en una comunidad microbiana mixta (117).  

En cuanto a la interacción con el hospedador, las proteínas con una predicción 

de función general según el sistema COG (metaloproteasas, hemolisina) representan 

en verdad factores de virulencia. Las metaloproteasas podrían estar involucradas en la 

degradación tanto de factores microbicidas (por ejemplo, anticuerpos y péptidos 

antimicrobianos) como de componentes estructurales de las células. Además de las 

toxinas específicas de Sma, proteínas como OmpA y OmpF poseen propiedades 

inmunomoduladoras y provocan la migración de leucocitos (323). Los componentes 

fimbriales asociados junto con ciertas proteínas de membrana externa como OmpA y 
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OmpW colaborarían en la unión de las OMVs con las superficies celulares blanco. 

Además OmpA de E. coli promueve la fagocitosis de LPS en macrófagos y contribuye 

a la invasión de células del endotelio microvascular de cerebro (324, 325).  

Figura IV.6. Asignación de funciones predichas para las proteínas vesiculares. La asignación de 

funciones se efectuó para el subgrupo de 34 proteínas identificadas en al menos dos experimentos de LC-

MS/MS. Las funciones biológicas fueron categorizadas en concordancia con las normas de anotación 

COG (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/). 

Con la finalidad de desarrollar un análisis comparativo entre las proteínas de la 

carga vesicular y aquellas de la membrana externa (ME), también se analizó por LC-

MS/MS esta última fracción. La muestra de ME se obtuvo a partir del mismo cultivo 

bacteriano utilizado para purificar la segunda muestra de OMVs (Exp. 2), siguiendo el 

protocolo detallado en la sección III.11.3. El resultado arrojado por el análisis mediante 

espectrometría de masa fue un amplio grupo de 343 proteínas (tabla no mostrada), de 

las cuales sólo 18 coinciden con las detectadas en vesículas. Por consiguiente, sólo el 

5,2% de las proteínas de membrana externa se empaquetaría en OMVs, lo que 

sugiere la existencia de mecanismos de selección de carga en OMVs, como se ha 

propuesto previamente para Serratia y Porphyromonas (123, 124). Proteínas 

típicamente abundantes en membrana externa y detectadas en nuestro ensayo (como 

TolC, LptD, BamA, MreBCD, etc) estarían siendo selectivamente excluidas de las 

OMVs durante su biogénesis. A partir de esta esta comparación, también se manifiesta 

la existencia de un subgrupo de 16 proteínas sólo detectadas en OMVs. Serían 

deseables análisis proteómicos adicionales que comparen la composición de la 

fracción de OMVs con la de sobrenadantes desprovistos de vesículas, con el fin de  

identificar aquellas proteínas cuya secreción dependa exclusivamente de su 

asociación a OMVs.  
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Figura IV.7. Diagrama de Venn mostrando el número de proteínas comunes y no comunes entre 

OMVs y ME. A la derecha, se detalla el subgrupo de proteínas presentes en vesículas pero ausentes en 

membrana externa. Para obtener la preparación de ME, se siguió el protocolo detallado en la sección 

III.11.3. 

IV.3. Análisis por microscopía electrónica de transmisión de OMVs 

Con el objeto de analizar la morfología, la integridad y el tamaño de las vesículas 

purificadas, se realizó un estudio de microscopía electrónica de transmisión (TEM) de 

una suspensión de OMVs aislada a partir de la cepa salvaje cultivada en idénticas 

condiciones que las utilizadas para el análisis de LC-MS/MS de la sección anterior. El 

estudio se realizó a través del servicio provisto por el LANAIS-MIE (UBA-CONICET), y 

los detalles se encuentran en la sección III.14.3 de Materiales y Métodos. La 

inspección por TEM reveló que la mayor parte de la población de las OMVs son 

esféricas, cerradas, y de simple membrana (figura IV.8). No se detectaron cantidades 

significativas de fragmentos sueltos de membrana o vesículas lisadas, ni restos 

flagelares. Por otra parte, se observaron estructuras filamentosas que –de acuerdo a 

los datos obtenidos por LC-MS/MS- podrían ser fimbrias. La asociación de fimbrias 

con OMVs ha sido descripta en numerosos reportes, y –como se refirió previamente-

contribuirían a las propiedades adhesivas y los potenciales roles patogénicos  de las 

vesículas (171, 326). Posteriormente, se cuantificaron los diámetros vesiculares a 

partir de OMVs fotografiadas en tres campos distintos. Se obtuvo un rango de 

diámetros de 19-44 nm, con una media de 30,5 nm. Dichos parámetros correlacionan 

con estudios similares de OMVs en otros géneros bacterianos (307, 327).  

325
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Figura IV.8. Visualización de OMVs salvajes por TEM. Se muestran tres campos representativos con 

distintas magnificaciones (85.000X; 140.000X; 250,000X). Las OMVs se prepararon a partir de la cepa 

salvaje de Sma cultivada en LB a 30°C hasta una DO600 = 3. Se cuantificó la concentración final de 

proteínas, y se diluyó la suspensión a 0,15 μg/μl. Luego, gotas de 5 μl de OMVs previamente fijadas se 

adsorbieron sobre grillas de carbono, y se tiñeron negativamente con acetato de uranilo 2% (p/v) (sección 

III.14.3). En el panel inferior derecho se muestra la distribución de diámetros de las OMVs. Las medidas 

se efectuaron sobre 22 vesículas visualizadas en tres campos diferentes. Se indica la media aritmética 

junto con el desvío estándar. La cuantificación se efectuó utilizando el software disponible en el 

microscopio electrónico. 

 

IV.4. Estudio de la virulencia de OMVs sobre células CHO 

IV.4.1. Efecto citotóxico dependiente de serralisina PrtA 

Como se refirió en la Introducción, una de las numerosas funciones potenciales 

asignadas a las OMVs es actuar como vectores de transporte para factores de 

virulencia. De este modo, éstos pueden transportarse largas distancias en forma 

protegida y concentrada, para finalmente interaccionar específicamente con la célula 

blanco. En el reporte previo de McMahon et al. (123) se determinó que las OMVs 

producidas por Sma RM66262 resultaron tóxicas para larvas de G. melonella 

transcurridas 24 horas post inyección. En nuestro laboratorio, buscamos corroborar 

dicho resultado ensayando la toxicidad de las OMVs hacia células epiteliales de 

mamífero de la línea CHO. Se efectuaron ensayos de co-incubación de OMVs 

purificadas a partir de la cepa salvaje (OMVs wt) con una monocapa de células CHO, y 
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se incubó a 37°C durante un periodo de 20 horas. Luego, se cuantificó la citotoxicidad 

mediante el ensayo de MTT (328). Se observó efecto citotóxico dependiente de la 

dosis, entre los 2,5 y 25 µg/ml de OMVs (figura IV.9, panel superior izquierdo). En la 

parte inferior de la figura, se muestran micrografías de contraste de fase 

representativas del efecto citotóxico de las vesículas; éstas provocaron un fenotipo de 

redondeo celular y pérdida de adherencia a la placa de cultivo. En la parte superior 

derecha, se muestran las células CHO sometidas al tratamiento control que 

presentaron una morfología alargada y adherida a la superficie de la placa, indicativos 

de su integridad. 

 

Figura IV.9. Daño citotóxico de OMVs sobre células CHO. Sma wt se cultivó en medio LB a 30° C 

hasta alcanzar una DO600 = 3. Se purificaron las OMVs mediante el protocolo optimizado descripto en 

III.14.1. Posteriormente, las OMVs se incubaron con una monocapa de células CHO a las 

concentraciones indicadas durante 20 horas a 37°C. En el panel superior izquierdo se indica la 

citotoxicidad relativa de cada muestra, determinada contra células CHO control tratadas con un volumen 

igual de buffer HEPES. Se indican los promedios y desviaciones estándar de tres experimentos 

independientes. El protocolo se detalla en la sección III.17.1. Se muestran además micrografías de 

contraste de fase representativas, donde se pueden apreciar los cambios morfológicos sobre las células 

CHO inducidos por OMVs wt.  
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McMahon et al. (123) demostraron previamente que la citotoxicidad de OMVs en 

larvas de G. melonella es independiente de la presencia de LPS en las preparaciones. 

Sin embargo, en ese trabajo no se logró identificar cuál o cuáles eran los factores 

asociados a OMVs responsables del efecto tóxico. Como se mostró en la sección IV.2, 

en el análisis de las OMVs por LC-MS/MS se detectaron proteínas con roles en 

virulencia, como la  hemolisina ShlA, la serralisina PrtA, la metaloproteasa SlpD, y 

fosfolipasa PhlA, entre otros. Por ende, conjeturamos que al menos uno de estos 

factores debería estar involucrado en el fenotipo observado.  

La hemolisina ShlA demostró ser citotóxica para células epiteliales en cultivo 

(95). Sin embargo, en la bibliografía se ha descripto que la vida media de la actividad 

hemolítica de ShlA liberada en el medio de cultivo es de 2,5 min y que los 

sobrenadantes de cultivo no poseen actividad hemolítica (50; 51; Di Venanzio, tesis 

doctoral). Por otra parte, en nuestro laboratorio se ha demostrado que la expresión de 

ShlA es responsable del fenotipo autofágico inducido por Sma desde el espacio 

extracelular (21). Una de las maneras de ensayar dicho fenotipo es co-incubar células 

de la línea CHO-EGFP-LC3 –la cual expresa que expresa de manera estable la 

proteína LC3 fusionada a GFP- con bacterias de la cepa salvaje de Sma. LC3 es una 

proteína asociada a microtúbulos considerada el principal marcador específico de 

autofagosomas, dado que durante la maduración de estos compartimentos la forma 

citosólica de esta proteína (LC3‐I) sufre un procesamiento proteolítico C‐terminal y se 

conjuga con fosfoetanolamina (LC3‐II) quedando retenida en las membranas de los 

autofagosomas nacientes (330). Por ello, la inducción del proceso autofágico por parte 

de Serratia en células CHO-EGFP-LC3 se puede detectar fácilmente mediante la 

observación microscópica. Entre los 180 y 360 min post-infección, se evidencia a 

través la visualización de un patrón puntillado –correspondiente a la proteína de 

fusión- decorando las SeCVs en las células infectadas, en oposición a una distribución 

homogénea de la fluorescencia verde en células del control negativo. Por lo tanto, para 

evaluar si la hemolisina ShlA detectada en OMVs es biológicamente activa, 

ensayamos la incubación de OMVs wt a una dosis de 10 µg/ml con una monocapa de 

células de la línea CHO-EGFP-LC3. Sin embargo, no se detectaron señales del 

proceso autofágico entre los 180 y los 360 min post-incubación (resultados no 

mostrados), sugiriendo que ShlA podría estar asociada a vesículas en una forma 

inactiva, haciendo improbable su relación con el fenotipo citotóxico descripto 

previamente. 

Las metaloproteasas PrtA y SlpD, otros dos factores detectados en OMVs en el 

estudio de LC-MS/MS, pertenecen a la misma familia de las serralisinas. Como se 
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describió en la Introducción, PrtA ha sido ampliamente estudiada como un factor de 

patogenicidad y es citotóxica frente a una variedad de líneas celulares (74–76). En 

tanto que SlpD está pobremente caracterizada: un único reporte (76) señaló que su 

sobreexpresión episomal no causó citotoxicidad de los filtrados de cultivo en 

comparación con el control. Por lo tanto, se hipotetizó que PrtA podría ser uno de los 

componentes responsables del efecto citotóxico de las OMVs. Para evaluar dicha 

conjetura, el primer paso fue la construcción de una mutante insercional en el gen prtA 

por recombinación sitio-dirigida del plásmido pKNOCK-Cm. Los detalles de la 

construcción se encuentran en la sección III.8.1 de Materiales y Métodos. Como se 

discutirá en detalle en el segundo capítulo de esta Tesis, la cepa mutante prtA no 

presentó alteraciones en su crecimiento respecto de la cepa parental; en cambio, sí 

mostró una severa disminución en su actividad proteolítica secretada, lo que indica la 

relevancia de la serralisina PrtA entre las proteasas secretadas por Sma RM66262.  

Posteriormente, se purificaron OMVs a partir de la mutante prtA. Se verificó que el 

perfil proteico de dicha preparación coincidiera con el de las OMVs wt, con excepción 

de la ausencia de una banda a 50 kDa, coincidente con el peso molecular de PrtA 

(figura IV.10.A). Asimismo, la inspección por TEM de vesículas de la cepa prtA mostró 

que su morfología general es similar a la observada para las OMVs wt. La 

cuantificación de los diámetros vesiculares demostró que no existen diferencias 

significativas de tamaño entre vesículas salvajes y las desprovistas de PrtA (figura 

IV.10; B y C). Finalmente, se incubaron vesículas prtA con células CHO en monocapa, 

y se observó que la citotoxicidad in vitro disminuyó en comparación con las OMVs 

obtenidas a partir de la cepa salvaje. Para una dosis de 25 µg/ml y tras 20 horas de 

incubación, la citotoxicidad de las OMVs prtA fue del 50%, en comparación con el 83% 

obtenido para las OMVs wt. Asimismo, las micrografías de células tratadas con OMVs 

prtA presentaron una morfología distendida, similar a la observada para las células 

control, (figura IV.10.E). Sin embargo, el incremento en la dosis de OMVs prtA a una 

dosis de 50 μg/ml, tuvo un aumento concomitante de la citotoxicidad cuantificada por 

MTT, lo que sugiere la presencia de otros factores citotóxicos distintos a PrtA.  En 

conjunto, estos resultados muestran que la carga proteica de las OMVs resulta tóxica 

para células en cultivo. Entre el conjunto de componentes asociados a las vesículas, la 

serralisina PrtA sería un componente relevante que altera la viabilidad celular en el 

modelo ensayado.  
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Figura IV.10. Estudio de las OMVs prtA. A) Comparación de los perfiles proteicos de OMVs wt y prtA. 5 

µg de OMVs wt y prtA se sembraron en un gel de poliacrilamida 4-15%. A la derecha (M) se muestran las 

bandas correspondientes al marcador de peso molecular expresado en kDa. B) Micrografía electrónica de 

OMVs prtA. Se muestra una imagen representativa obtenida por TEM, con una magnitud de amplificación 

de 250.000 X. C) Análisis comparativo de tamaño entre OMVs wt y prtA. Se midieron los diámetros de 19 

vesículas prtA, provenientes de tres campos diferentes. Se calculó la media y las desviaciones estándar y 

se las comparó con los valores obtenidos para vesículas wt, presentados previamente en la figura IV.8. D) 

Determinación de la citotoxicidad relativa. Se utilizó el método del MTT (Materiales y Métodos, sección 

III.17.1). Los valores indican la citotoxicidad relativa de cada muestra, determinada contra células CHO 

control tratadas con un volumen igual de buffer HEPES. Se indican los promedios y desviaciones 

estándar de tres experimentos independientes. E) Micrografías de contraste de fase representativas, 

donde se puede apreciar la citotoxicidad atenuada de las OMVs prtA. 
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IV.4.2. Internalización de las OMVs  

Como hemos referido en la Introducción, se ha demostrado la internalización de  

OMVs en líneas de células en cultivo, lo que sugiere que las vesículas son capaces de 

transportar y distribuir factores de virulencia durante la infección (106, 117, 331). En 

células no fagocíticas, existen cuatro vías principales de endocitosis: macropinocitosis, 

endocitosis mediada por clatrina, endocitosis mediada por caveolina, y endocitosis 

independiente de clatrina y de caveolina. Todas estas vías han sido implicadas en la 

entrada de OMVs, provenientes de diversas especies bacterianas, en la célula 

hospedadora (169).  

Por esta razón, se propuso determinar si las OMVs de Sma son capaces de 

ingresar a las células, utilizando el modelo de monocapa de células no fagocíticas 

CHO. Con este objetivo, se co-incubaron células de dicha línea con OMVs wt 

purificadas y previamente marcadas con el fluoróforo lipofílico FM4-64 FX. El protocolo 

de marcaje se describe en la sección III.17.2 de Materiales y Métodos. La dosis de 

OMVs utilizada para este ensayo fue de 5 µg/ml. Dicho valor representó la dosis 

máxima de OMVs que no provocó un fenotipo de redondeo celular tras 20 horas post 

incubación, en los ensayos previos. Una vez transcurrido el periodo de tiempo 

indicado, se lavó exhaustivamente y se fijó la monocapa. Luego, se observaron las 

células mediante microscopía confocal de fluorescencia. La figura IV.I.11 muestra 

imágenes obtenidas luego de 120 min de coincubación. Las OMVs –visualizadas como 

un puntillado de color rojo- parecen localizar en el espacio intracelular, 

preferentemente en la región perinuclear, mientras que no se detectaron señales 

fluorescentes en las células control tratadas con dosis equivalentes de OMVs sin 

marcar. Por otro lado, la presencia de OMVs dentro de las células también pudo ser 

detectada en una magnitud similar luego de un periodo de 20 horas de coincubación, 

indicando la persistencia de las vesículas en el espacio intracelular. 

La internalización de OMVs y su localización perinuclear ha sido reportada para 

OMVs secretadas por otros patógenos, como Escherichia coli enterohemorrágica 

(332), Pseudomonas aeruginosa (168), y Aggregatibacter actinomycetemcomitans 

(130), entre otros, sugiriendo la existencia de mecanismos similares para el tráfico de 

OMVs en células epiteliales. Estos resultados sugieren un modelo en el que, luego de 

la entrada de las vesículas a las células hospedadoras, la serralisina PrtA asociada a 

OMVs degradaría moléculas relevantes para la función y la estructura celular, 

causando el efecto citotóxico descripto. Así, las OMVs de Sma funcionarían como  

vehículos potentes para la transmisión de sus factores de virulencia. Se propone la 
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realización a futuro de experimentos de colocalización de OMVs con marcadores 

celulares de la vía endocítica, degradativa y/o autofágica, para caracterizar en detalle 

este proceso; así como también el análisis de la internalización utilizando vesículas 

prtA, para verificar que dicho factor no esté interviniendo en dicho proceso. 

Figura IV.11. Visualización de OMVs marcadas in vitro en el espacio intracelular de células CHO. 

OMVs wt se marcaron utilizando con FM4-64 FX, según el protocolo descripto en la sección III.17.2. Se 

determinó la concentración de proteína en las vesículas marcadas, y se las co-incubó con una monocapa 

células CHO. Como control, se co-incubaron células CHO con OMVs wt sin marcar.  Una vez transcurrido 

el periodo de incubación, las células se lavaron, se fijaron, y se analizaron bajo el microscopío confocal de 

fluorescencia Nikon Eclipse TE‐2000‐E2, utilizando el programa EZ‐C1. Barras: 10 µm. 

 

IV.5. Estudio de la virulencia de OMVs en Drosophila melanogaster 

A partir del año 2013 se estableció una colaboración científica entre el grupo de 

la Dra. García Véscovi y el grupo del Dr. Dominique Ferrandon (UPR 9022, IBMC, 

Universidad de Estrasburgo, Francia). El grupo francés es experto en los mecanismos 

de inmunidad desplegados por D. melanogaster; organismo para el cual Sma 

representa un potente patógeno (25, 275, 333, 334). La colaboración tuvo como 

objetivo general abordar el estudio de procesos biológicos desplegados tanto por el 

patógeno como por el organismo hospedador durante el proceso infectivo.   
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 Como se describió en la Introducción, la respuesta inmune de D. melanogaster 

se encuentra bien caracterizada, contando con mecanismos de defensa sistémicos a 

nivel humoral y celular, así como también mecanismos de inmunidad a nivel local, por 

ejemplo, en el intestino (249). Sma introducida en la hemolinfa de las mosca es capaz 

de replicarse y es insensible tanto a la respuesta inmune sistémica, mediada 

esencialmente por los péptidos microbicidas, como a la respuesta inmune celular, es 

decir, fagocitosis a través de los hemocitos. Como resultado, las moscas sucumben 

dentro de las 24 horas p.i. (post inyección) (25). En contraste, en el modelo de 

infección oral, Sma ingerida no mata a las moscas rápidamente. En cambio, induce un 

daño en el epitelio intestinal –dependiente de la acción de ShlA- que es compensado 

por un incremento en la tasa de proliferación de las células madre intestinales (334). 

Algunas bacterias son capaces de escapar del tracto digestivo; sin embargo, son 

controladas por la respuesta inmune celular. Cuando dicha respuesta se encuentra 

impedida, por ejemplo, por saturación previa de la maquinaria fagocítica causada por 

inyección de perlas de látex no degradables o por mutantes deficientes en dicho 

proceso, las moscas sucumben más rápidamente durante la infección, debido a una 

bacteremia extensiva (25). 

En particular, durante mi estadía de seis meses realizada durante el año 2015 en 

el laboratorio francés financiada por el programa “BEC.AR”, se abordó principalmente 

la utilización del Drosophila melanogaster como modelo in vivo para evaluar el 

potencial patogénico de las OMVs. Los resultados de dichos ensayos se recopilan a 

continuación. 

IV.5.1. Efecto deletéreo de las OMVs dependiente de serralisina PrtA 

En primer término, se ensayó el efecto de la microinyección de OMVs en 

distintas dosis en la hemolinfa de insectos adultos. Las vesículas fueron aisladas a 

partir de cultivos de la cepa salvaje de Sma cultivada a 30°C durante 16 horas. El 

protocolo de microinyección se describe detalladamente en la sección III.18.1. Como 

observamos en la figura IV.12, se determinó que para una dosis de 0,6 µg/µl de OMVs 

(equivalente a 41,4 ng de proteína total), las moscas sucumbieron dentro de las 

primeras 3 horas p.i. La administración de una dosis de 0,4 µg/µl provocó la muerte de 

más de la mitad de las moscas a las tres horas de comenzado el ensayo; 

posteriormente, el porcentaje de supervivencia se estabilizó, con un tercio de la 

población permaneciendo viva a las 22 horas. Asimismo, el ensayo con dosis menores 

de OMVs (0,1-0,3 µg/µl) mostró una subpoblación sucumbiendo dentro de las primeras 

5 horas y otra subpoblación sobreviviente. Para descartar la posibilidad de que el LPS 
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estuviera ejerciendo un efecto tóxico, se microinyectó una suspensión de membrana 

externa, preparada a partir de las mismas bacterias de las cuáles se aislaron las 

OMVs, según el protocolo descripto en la sección III.11.3. Como resultado, se observó 

que la administración de esta preparación no causó mortalidad en comparación con el 

grupo control microinyectado con el buffer de resuspensión de las vesículas (control 

ME vs. Control buffer), mostrando que la acción tóxica de las OMVs sería 

independiente del LPS, y por ende, provocada por proteínas de la carga vesicular. Por 

otro lado, no se detectaron eventos de muerte significativos entre las 24 y las 48 

horas.  

 
Figura IV.12. Supervivencia de insectos microinyectados con diferentes dosis de OMVs wt. 

Cohortes de 20 insectos hembra adultos de la línea salvaje A5001 fueron microinyectados con 69 nl de 

OMVs wt a la concentración indicada (Materiales y Métodos; sección III.18.1). Las curvas representan el 

promedio de supervivencia de tres réplicas biológicas. Como controles, al grupo “control buffer” se 

administró 69 nl de buffer HEPES 50 mM pH 7,5; al grupo “control ME”, se administró un preparado de 

membrana externa a 0,6 µg/µl. Las barras de error corresponden a la desviación estándar.  

En base a los resultados obtenidos en células de la línea CHO mostrados en la 

sección anterior, se prepararon OMVs carentes de PrtA a partir de la correspondiente 

cepa mutante cultivada a 30°C durante 16 horas, y se comparó su toxicidad con las 

OMVs wt. Los resultados se muestran en la figura IV.13. Para la dosis de 0,4 µg/µl las 

OMVs prtA resultaron inocuas, obteniendo niveles de supervivencia similares a los del 

grupo control. Para la dosis de 0,6 µg/µl, no se observó el efecto de muerte rápida 

provocado por una dosis equivalente de OMVs wt, sino que el TL50 (tiempo que 

transcurre hasta que el 50% de los individuos mueren) fue de 13 horas, con una 

supervivencia al final del experimento del 35%. Estos resultados sugieren que PrtA 

sería el factor responsable  de la muerte rápida de los insectos inducida por las OMVs. 
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Sin embargo, a altas dosis de OMVs prtA evidenciamos la acción de otros factores 

tóxicos transportados en las vesículas.  

 

Figura IV.13. Supervivencia de insectos microinyectados con OMVs wt u OMVs prtA. Cohortes de 

20 insectos hembra adultos de la línea salvaje A5001 fueron microinyectados con 69 nl de OMVs wt o 

prtA a la concentración indicada. Las curvas representan el promedio de supervivencia de tres réplicas 

biológicas. Las barras de error corresponden a la desviación estándar.  

En comparación, nuestros resultados indican un fenotipo de muerte en 

Drosophila más rápida que lo descriptos previamente para larvas de Galleria melonella 

inyectadas con una dosis establecida de OMVs wt, las cuales sucumben dentro de las 

primeras 24 horas (123). A nuestro entender, la utilización del insecto Drosophila 

melanogaster como modelo para evaluar el potencial tóxico de OMVs no ha sido 

reportada previamente para ningún patógeno. 

IV.5.2. Modulación de la respuesta inmune sistémica en respuesta a OMVs 

Numerosos estudios han demostrado que las OMVs pueden ser detectadas por 

el sistema inmune del hospedador, actuando como señuelos antigénicos que 

disminuyan la concentración efectiva de factores de inmunidad humorales, y también 

actuando como señales disparadoras de la respuesta inflamatoria por medio de sus 

PAMPs. (108).  

Como se refirió en la Introducción, uno de los mecanismos centrales de defensa 

en Drosophila es la síntesis y secreción de AMPs (péptidos antimicrobianos) inducidos 

naturalmente tras una infección microbiana. Estos péptidos se producen 

fundamentalmente en los cuerpos grasos (fat bodies) y son secretados hacia la 

hemolinfa, donde se acumulan y combaten al patógeno invasor. Este mecanismo se 
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denomina “respuesta inmune sistémica”, y constituye una de las reacciones inmunes 

mejor estudiadas en Drosophila (249). La expresión de los genes codificantes de 

AMPs depende de dos vías de señalización: la vía Imd y la vía Toll. Con el objeto de 

comprobar si las OMVs de Sma son capaces de inducir este tipo de defensa en el 

insecto adulto, se estudiaron los niveles de expresión de dos genes codificantes para 

AMPs: Diptericina, cuya expresión se encuentra modulada por la vía Imd, y 

Drosomicina, clásicamente  activado por la vía Toll. Se inyectaron moscas de la línea 

salvaje A5001 con OMVs wt a las dosis de 0,2 µg/µl y 0,3 µg/µl. 6 horas p.i. se 

recolectaron los individuos sobrevivientes y se aisló ARN a partir del cuerpo entero del 

insecto, según se describe en la sección III.3.3.a. 

 

Figura IV.14. Inducción de los genes Diptericina y Drosomicina en adultos de Drosophila 

microinyectados con preparaciones de vesículas salvajes (OMVs wt) o membrana externa (ME). 

Insectos salvajes de la línea A5001 se microinyectaron con 69 nl de OMVs a la dosis indicada. La 

condición control del ensayo fueron insectos inyectados 69 nl de buffer HEPES 50 mM pH 7,5. Como 

control positivo, se infectaron las moscas con una suspensión concentrada de E. coli. 6 horas post  

inyección, se extrajo ARN a partir de la totalidad del cuerpo de la mosca, se cuantificó y normalizó la 

cantidad de ARN, y se procedió a efectuar protocolos estándar de RT-qPCR (detalle en Materiales y 

Métodos, sección III.3.6). Los valores de expresión se obtuvieron por método del 2
-ΔΔCT

, y son relativos al 

grupo control tratado con buffer HEPES. Se utilizó a Rp49 como gen de referencia. Cada columna 

representa el promedio de seis replicas biológicas, consistentes cada una de 5 moscas hembras adultas. 

Las barras de error indican la desviación estándar.  

La figura muestra que las microinyección de OMVs wt aumentó la expresión de 

Diptericina un promedio de 25 veces en comparación con el tratamiento control, para 

ambas dosis ensayadas. Asimismo, una cantidad equivalente en proteína de un 

preparado de membrana externa (ME) fue capaz de inducir la expresión de este gen 

en una magnitud similar a las OMVs, indicando que serían componentes comunes 

entre las vesículas y la membrana externa los responsables de la inducción 

cuantificada de la respuesta inmune. Como se desarrolló en la Introducción, la vía IMD 
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es activada tras el sensado de fragmentos de PG del tipo DAP; según los modelos de 

biogénesis de OMVs, estos componentes se incorporarían el lumen de las vesículas. 

Con respecto a la vía Toll, se observó una inducción de menor magnitud para 

todos los tratamientos ensayados. Ambas dosis de OMVs también aumentaron la 

expresión de Drosomicina en un promedio de 2,3 veces en comparación con el 

tratamiento control; en tanto que la microinyección de ME provocó un aumento de 2,6 

veces. El control de inyección con E. coli produjo una modulación de la expresión 

similar al causado por las vesículas. Se ha demostrado previamente que bacterias 

Gram negativas, como E. coli, son capaces de producir un aumento moderado de la 

vía Toll, obteniendo un pico máximo de activación a tiempos más tardíos que los 

ensayados aquí (alrededor de las 10 horas luego de la infección)(249). En estos 

casos, se desconoce cuál es la señal activadora para el sistema Toll. Se hipotetiza 

que, de modo similar a lo que ocurre con proteasas fúngicas, proteasas secretadas por 

las bacterias Gram negativas podrían activar esta vía a través de la activación de la 

serina proteasa Persephone, presente en la hemolinfa del insecto (254). En base a 

nuestros resultados, la activación sería independiente de PrtA, debido a que los 

estudios por LC-MS/MS no detectaron dicha proteína en el preparado de membrana 

externa. Por lo tanto, conjeturamos que en la activación de Toll intervendrían 

componentes proteicos comunes entre las vesículas y la membrana externa, entre 

ellos, las aminopeptidasas PepA y PepB.   

En paralelo, se comparó la supervivencia entre insectos salvajes y deficientes 

genéticamente para una u otra vía. Para analizar la vía Imd, se utilizó la mutante 

CnBw/Imd derivada de la línea salvaje CnBw. Imd es una proteína adaptadora 

necesaria para la transducción de la señal en la vía homónima (Introducción, figura 

I.3). Se observó que para una dosis de OMVs de 0,3 µg/µl, los insectos con genotipo 

salvaje (CnBw) presentan, a las 24 horas p.i., una supervivencia promedio del 48%, 

contra un 11% de supervivencia para la línea mutantes CnBw/Imd. La inyección de 

una dosis equivalente de OMVs prtA no produjo mortalidad significativa para ninguna 

de las dos líneas ensayadas. 
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Figura IV.15. Supervivencia de insectos salvajes CnBw e insectos inmunodeficientes CnBw/Imd 

microinyectados con OMVs wt. Se microinyectaron cohortes de 15 insectos hembra adultos con 69 nl 

de una suspensión de OMVs wt de 0,3 µg/µL. Como tratamiento control, se inyectó el buffer HEPES. Las 

curvas representan el promedio de supervivencia de tres réplicas biológicas. Las barras de error 

corresponden a la desviación estándar.  

En otra serie de experimentos, se ensayó la susceptibilidad de una segunda 

mutante en vía IMD, denominada CnBw/Kenny, carente de la proteína IKKγ. Ésta 

forma parte del complejo de señalización IKK, que sería el responsable de fosforilar y 

activar al factor de transcripción Relish, encargado de modular la expresión de los 

genes de respuesta inmune antibacteriana (249). La figura IV.16 muestra que el 87% 

de los insectos tratados Kenny murieron luego de las 28 horas p.i.; contra una tasa de 

deceso promedio del 37% para la línea parental en el punto final del experimento. 

 

Figura IV.16. Supervivencia de insectos salvajes CnBw e insectos inmunodeficientes CnBw/Kenny 

microinyectados con OMVs wt. Se microinyectaron cohortes de 15 insectos hembra adultos con 69 nl 

de una suspensión de OMVs wt de 0,3 µg/µL. Las curvas representan el promedio de supervivencia de 

tres réplicas biológicas. Las barras de error corresponden a la desviación estándar. 
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Por otro lado, para estudiar la implicancia de la vía Toll, se utilizó una línea 

mutante para la proteína adaptadora Myd88, A5001/Myd88. Myd88 actúa junto a las 

proteínas Tube y Pelle en la transducción de la señal corriente abajo del receptor de 

membrana Toll dimerizado y activado (249). Los resultados de los ensayos (figura 

IV.17) indicaron que la línea A5001/Myd88 presentó mayor susceptibilidad a la 

inyección de vesículas salvajes, alcanzando una tasa de mortalidad promedio del 60% 

a las 4 horas p.i., en comparación con un 20% de mortalidad para la línea parental. 

OMVs prtA no provocaron mortalidad en la línea salvaje, a la dosis ensayada. Por el 

contrario, las mismas vesículas fueron tóxicas en la línea A5001/Myd88, con una tasa 

de supervivencia del 83% a las 4 horas p.i., que disminuyó al 41% a las 48 horas p.i. 

Esta susceptibilidad a una dosis subletal de OMVs prtA, sugiere que la integridad de la 

vía Toll es necesaria para proveer protección contra componentes vesiculares distintos 

a PrtA. 

 

Figura IV.17. Supervivencia de insectos salvajes A5001 e insectos inmunodeficientes A5001/Myd88 

microinyectados con OMVs wt u OMVs prtA.  Se microinyectaron cohortes de 15 insectos hembra 

adultos con 69 nl de una suspensión de 0,3 µg/µl de OMVs (wt o prtA). Las curvas representan el 

promedio de supervivencia de tres réplicas biológicas. Notar que las curvas correspondientes a los 

tratamientos control se superponen con la curva correspondiente al grupo “A5001 + OMVs prtA”, dado 

que presentaron el mismo % de supervivencia. Para una interpretación más clara del gráfico, se 

suprimieron las barras de error.  

A partir de los resultados expuestos en esta sección podemos concluir que las 

OMVs activan las vías de inmunidad sistémica Imd y Toll, las cuales proveen un grado 

de protección contra las OMVs. Posiblemente, las vesículas se conviertan en blanco 

de los AMPs, los cuales actuarían en detrimento de la integridad de las OMVs 

mediante un mecanismo de formación de poros en la membrana. Complementaria o 

alternativamente, otros productos génicos no caracterizados podrían inducirse 

mediante estas vías de señalización. Se puede conjeturar la existencia de un subgrupo 
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de genes co-regulados por ambas vías que serían necesarios para montar una 

adecuada respuesta defensiva ante las OMVs. De acuerdo a los elementos en cis 

(sitios κβ) que estén presentes en sus promotores, los genes que codifican para 

péptidos antimicrobianos serán más sensibles a la cascada de señalización Toll (ej.: 

Drosomicina), a la cascada Imd (ej.: Diptericina), o bien estarán co-regulados (249).   

IV.5.3. Desregulación de la homeostasis de ROS provocada por OMVs  

Además de la producción de AMPs, otro de los mecanismos de defensa 

descriptos para Drosophila –que también encontramos en mamíferos- es la producción 

de especies reactivas del oxígeno (ROS), capaces de causar daño celular sobre el 

agente infectivo (335). En D. melanogaster, la producción de ROS se ha reportado 

fundamentalmente a nivel de la inmunidad epitelial en el intestino, donde la proteína 

Duox sintetiza las ROS, y la catalasa IRC es la encargada de la detoxificación: así, un 

delicado equilibrio de generación-eliminación de estas especies moleculares es 

fundamental para mantener la homeostasis, dado que su sobreproducción resulta 

detrimental para las células del propio hospedador (249, 336). En el contexto de la 

interacción OMVs-hospedador, se reportó que vesículas aisladas a partir de 

Helycobacter pylori y Escherichia coli serían capaces de inducir daño oxidativo sobre 

células en cultivo (337, 338). Para ensayar esta posibilidad en nuestro modelo, 

decidimos ensayar si la supervivencia de los insectos a las OMVs se modificaba al 

contrarrestar químicamente las ROS. Para ello, co-administramos las vesículas y N-

acetilcisteína (NAC). La NAC, precursor sintético de la cisteína y el glutatión 

intracelular, funciona como compuesto antioxidante, y su actividad anti-ROS resulta de 

sus propiedades para captar radicales libres, directamente a través del potencial redox 

de sus grupos tioles, o indirectamente mediante el incremento de los niveles de 

glutatión intracelular. La co-administración de OMVs con 50 mM NAC, logró rescatar 

parcialmente el efecto deletéreo provocado por la microinyección de OMVs wt, 

incrementando la tasa de supervivencia desde un 22% a un 53% a las 27 horas p.i. 

(figura IV.18). Una concentración de NAC 20 mM, en cambio, sólo aumentó muy 

modestamente el porcentaje de supervivencia en las primeras 10 horas p.i. En base a 

este resultado, hipotetizamos que la microinyección de OMVs en la hemolinfa 

Drosophila provocaría una desregulación en la homeostasis de ROS, incrementando el 

daño oxidativo, con consecuencias deletéreas para el insecto. 
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Figura IV.18. Supervivencia de insectos salvajes A5001 microinyectados con OMVs wt o con OMVs 

wt co-administradas con N-acetilcisteína (NAC). La dosis de OMVs wt utilizada para el ensayo fue de 

0,4 µg/µl. Las vesículas fueron administradas solas, o mezcladas inmediatamente antes de la inyección 

con las concentraciones indicadas de NAC. Como controles, se incluyeron moscas microinyectadas con 

69 nl de NAC a las concentraciones señaladas. Las curvas representan el promedio de tres replicas 

biológicas, consistentes cada una de 15 insectos hembra adultos.  

Como se señaló en la Introducción, Lee et al. (246) han descripto en Drosophila 

un proceso  de respuesta sistémica a la herida redox dependiente, en el cual  tras un 

trauma físico (como una herida de magnitud) se activa la serina proteasa Hayan. A su 

vez, Hayan procesa proteolíticamente a la pro-fenoloxidasa (pro-PO) en fenoloxidasa 

(PO), necesaria para que curse la melanización en el sitio de la herida, así como 

también para incrementar los niveles de ROS en la hemolinfa (Introducción; figura I.4). 

De este modo, la línea de insectos Hayan posee una capacidad disminuida para la 

producción endógena de ROS durante eventos infectivos o de herida sistémica. Las 

mutantes son especialmente sensibles al trauma, fenotipo que puede ser parcialmente 

rescatado mediante la inyección de paraquat o incrementando genéticamente la 

presencia de ROS en la hemolinfa. Las ROS producidas tras el daño tegumentario 

actúan asimismo como segundos mensajeros, iniciando un programa citoprotectivo 

mediado por señalización de la quinasa c-Jun N-terminal (JNK) en las neuronas. 

Se ensayó entonces la susceptibilidad de la línea W1118/Hayan al tratamiento con 

OMVs. En la figura IV.17, observamos que, en el punto final del ensayo, el 96 % de los 

insectos de la cepa salvaje (W1118) sucumbieron, mientras que aquellos de la línea 

mutante Hayan presentaron una tasa de supervivencia del 40%. Asimismo, la co-

administración de OMVs con NAC mejoró la tasa de supervivencia de los insectos 

Hayan entre las 5 y las 20 horas p.i., lo que indicaría la posibilidad de vías adicionales 

de producción sistémica de ROS que serían independientes de la acción de Hayan. 
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Sin embargo, el porcentaje de supervivencia de los insectos en el punto final del 

ensayo fue similar. Por otra parte, la supervivencia de ambas líneas ensayadas con 

OMVs prtA fue similar a la supervivencia del grupo control. En conjunto, estos 

resultados señalarían que las OMVs inyectadas en la hemolinfa provocarían 

desbalance sistémico de ROS en el hospedador, que sería dependiente de la acción 

de la serralisina PrtA asociada a las OMVs. 

 
Figura IV.19 Supervivencia de insectos salvajes (W

1118
) o mutantes (W

1118
/Hayan) microinyectados 

con OMVs wt u OMVs prtA, con o sin co-administración de NAC. La dosis de OMVs utilizadas para el 

ensayo fue de 0,4 µg/µL. La concentración de NAC fue de 50 mM. Las curvas representan el promedio de 

tres replicas biológicas consistentes de 15 insectos adultos. Para una mejor interpretación del gráfico, se 

suprimieron las barras de error. El experimento se realizó dos veces más con resultados similares. 

Posteriormente, se inactivó la vía de señalización JNK, mediante la expresión en 

tejidos neuronales de un ARN de interferencia para el transcripto del gen kayak, 

codificante del factor de transcripción D-Fos, que actúa corriente debajo de la vía JNK 

(339). El procedimiento se describe en la sección III.18.3. Para ello, se utilizó el 

sistema Gal4-UAS, en el cual una línea que expresa la proteína Gal4 sólo en neuronas 

(Elav-Gal4) se cruzó con una línea codificante para el ARN de interferencia específico 

(Kayak ARNi). El experimento se realizó en colaboración con la Dra. Di Venanzio. 

Como se indica en la figura IV.20, el bloqueo de la vía JNK disminuyó 

significativamente la mortalidad de los insectos durante las primeras 8 horas del 

experimento, con ambas dosis de OMVs ensayadas. Posteriormente, a las 24 horas 

p.i., la supervivencia de este grupo disminuyó hasta un valor promedio del 10%. Este 

resultado, en conjunto con los anteriores, sugiere que las OMVs modularían una vía de 

respuesta al trauma, normalmente protectiva para el insecto, convirtiéndola en un 

mecanismo detrimental para el hospedador. El rescate de la supervivencia mediado 

por NAC señalaría que éste podría ocurrir como consecuencia de una generación 
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desmedida de las ROS que, en vez de actuar como segundo mensajeros neuronales, 

activarían en exceso la vía JNK en estas células y provocarían el efecto adverso.  

 
Figura IV.20. Supervivencia de insectos salvajes (A5001) o con la vía JNK bloqueada a nivel 

neuronal (Kayak ARNi x Elav). Se microinyectaron 69 nl de OMVs wt a la dosis indicada. Las curvas 

representan el promedio de tres replicas biológicas consistentes de cohortes 15 insectos adultos cada 

una. Para una interpretación más clara del gráfico, se suprimieron las barras de error. 

 
Figura IV.21. Inmunodetección de fenol oxidasa en extractos de hemolinfa en moscas 

microinyectadas con OMVs. Insectos adultos salvajes W
1118

 o de la línea mutante hayan fueron 

microinyectados con 69 nL de  soluciones de OMVs wt u OMVs prtA a una concentración de 0,15 ng/nL. 

Como control negativo, se utilizaron moscas inyectadas con buffer HEPES 50 mM; como control positivo, 

se inyectaron las moscas con una suspensión bacteriana concentrada de Micrococcus luteus y Erwinia 

carotovara. Luego de 3 horas del tratamiento aplicado, se aplicaron protocolos de extracción de 

hemolinfa, según se describe en la sección III.18.2. Se sembraron 10 µg de cada una de las muestras 

para el ensayo de Western blot, donde se utilizó un anticuerpo primario anti-fenoloxidasa hecho en 

conejo. Como anticuerpo secundario se utilizó un anticuerpo anti-conejo conjugado a HRP. Como 

controles adiciones del ensayo, también se incluyeron 10 µg de preparaciones de OMVs wt o prtA. 
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Para continuar indagando en este modelo, fue necesario determinar si el desafío 

con vesículas en los insectos efectivamente representa un estímulo capaz de dirigir el 

procesamiento de pro-PO en su forma activa. Con este objeto, se microinyectaron 

moscas salvajes W1118 y Hayan, con vesículas salvajes o prtA. A las 3 horas p.i., se 

extrajeron muestras de hemolinfa y se realizaron ensayos de Western blot para 

inmunodetectar PO (figura IV.21). El experimento se realizó en colaboración con la 

Dra. Di Venanzio. 

Se detectó una banda proteica (indicada con un asterisco) de menor intensidad a 

lo esperado, en comparación con el control positivo, la cual correspondería a la forma 

activa de la PO descripta previamente en la literatura (246). Por otro lado, sin 

embargo, se detectaron al menos dos formas procesadas alternativas de la PO luego 

del tratamiento con OMVs wt (indicadas mediante círculos solidos). Dichas formas 

resultaron indetectables en los insectos tratados con OMVs prtA, sugiriendo que estas 

especies moleculares serían generadas por el clivaje directo de la pro-PO por parte de 

PrtA. A partir de este hallazgo, se plantea la disyuntiva de cuál sería la fuente de 

síntesis de ROS. Una posibilidad es que al menos una de estas especies sea 

enzimáticamente activa, provocando así la desregulación de la homeostasis de ROS 

en la hemolinfa. En cambio, si la PO se inactiva por este procesamiento, otra 

posibilidad es que Hayan misma sea activada por un clivaje dependiente de PrtA. 

Luego, Hayan podría activar otros blancos desconocidos. Al momento de escritura del 

presente Trabajo de Tesis, nuestros colegas franceses se encuentran analizando la 

susceptibilidad frente a las vesículas de moscas carentes de fenol oxidasa, y llevando 

a cabo protocolos que permiten la detección de ROS, mediante el uso de reactivos 

fluorogénicos.  

 

IV.6. Diseño, construcción y prueba de concepto de una cepa etiquetada en 

OMVs  

Una caracterización más profunda de las OMVs de Sma en su rol patogénico 

requerirá la identificación y localización de las vesículas secretadas por Sma durante 

el proceso infectivo. Por ello, nos propusimos como objetivo la construcción de una 

cepa de Serratia capaz de secretar OMVs fácilmente identificables a través de una 

etiqueta antigénica presentada sobre la superficie de las vesículas.  

Con el objeto de mantener condiciones fisiológicas normales, y evitar potenciales 

problemas de sobreexpresión de proteínas, se eligió modificar mediante ingeniería 

genética la secuencia de ADN cromosomal correspondiente a alguna de las proteínas 
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normalmente transportadas en vesículas teniendo en cuenta los datos obtenidos en 

los experimentos de LC-MS/MS (sección IV.2). En todas las muestras de OMVs 

analizadas, se detectó a la proteína OmpA, la cual también formó parte del proteoma 

obtenido para membrana externa. OmpA se encuentra conservada en enterobacterias, 

donde representa el antígeno de superficie celular más abundante, con unas 1x105 

copias por célula (340). La proteína OmpA de E. coli ha sido extensamente estudiada 

(341). Es una proteína integral de membrana embebida en la membrana externa como 

un barril β. Contiene cuatro bucles extracelulares expuestos (L1, L2, L3 y L4). La 

proteína procesada contiene 325 residuos aminoacídicos, y consiste en dos dominios, 

un dominio N-terminal transmembrana de 170 aminoácidos, conectado mediante una 

región bisagra corta a un dominio C-terminal periplásmico de 136 residuos que, como 

se refirió en la Introducción, se une al PG subyacente. Además funcionar como porina, 

permitendo el paso de pequeño solutos de un lado a otro de la membrana, se le han 

atribuido una variedad de roles tales como: adhesina, invasina, blanco del sistema 

inmune, y receptor de bacteriófagos.  

Por otra parte, OmpA se ha utilizado previamente en aplicaciones 

biotecnológicas como el despliegue en superficie de antígenos a través de la inserción 

de péptidos en sus bucles extracelulares. Para los bucles L2, L3 y L4, está 

demostrado que péptidos pequeños (de hasta 21 residuos) pueden ser insertados sin 

una reducción concomitante en los niveles de proteínas y de incorporación en 

membrana (342, 343).  

En resumen, considerando la abundancia natural de OmpA, su ubicuidad en las 

vesículas de membrana externa, y los estudios previos que indicaban la factibilidad de 

insertar péptidos en sus bucles extracelulares, se escogió esta proteína como blanco 

para el etiquetado antigénico de OMVs. 

En primer lugar, fue necesario determinar el grado de homología entre las OmpA 

de E. coli y de Sma RM66262: sus secuencias primarias se compararon a través de la 

herramienta BLASTP del sitio NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), 

obteniendo un 75% de identidad aminoacídica entre ambas. La proteína completa sin 

procesar de Sma contiene 359 aminoácidos en comparación con los 346 aminoácidos 

codificados por ompA de E. coli. A través del programa Psort (https://psort.hgc.jp/), se 

predijo la existencia de una secuencia señal N-terminal compuesta por los primeros 21 

residuos aminoacídicos, de manera análoga a lo descripto para su homóloga en E. coli 

(344). Por ende, el PM estimado de la proteína madura de Serratia es de 36 kDa. 

Complementariamente, se efectuó un modelado por homología de la estructura 

tridimensional de OmpA de Serratia, utilizando el servidor SWISS-MODEL 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://psort.hgc.jp/
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(https://swissmodel.expasy.org/interactive/tstQ73/models/). La predicción estructural  

determinó que OmpA de Sma presenta una estructura similar a la descripta E. coli, 

formando un barril β con cuatro bucles extracelulares (figura IV.22.A). En particular, 

nos interesamos en la región L3, dado que el modelo generado por computadora 

mostró que es el bucle que más distancia se alejaría de la superficie. Verhoeven et al. 

(343) han reportado la inserción exitosa de los epítopes 3xFLAG y 2xmyc en este 

bucle, específicamente luego del residuo de asparagina (N) en la posición 130. A 

través de la alineación de secuencias entre ambas proteínas homólogas, concluimos 

que dicho residuo se encuentra conservado en la proteína de Sma (figura IV.22.B), y 

por lo tanto, se eligió como el sitio blanco para la inserción antigénica. De modo 

interesante, de acuerdo a la predicción estructural, el bucle L3 de Sma sería más 

extenso que el descripto para E. coli, con cinco residuos aminoacídicos adicionales 

que formarían parte de dicha estructura.  

 
Figura IV.22. A) Modelo tridimensional de OmpA de Sma RM66262. El modelado por homología y las 

vistas tridimensionales se realizaron en el servidor SWISS-MODEL (https://swissmodel.expasy.org/). Se 

muestra dos vistas: lateral (izquierda) y superior (derecha). La flechas azules indican las láminas beta 

formando la estructura tipo barril; los cuatro bucles extracelulares están representados en naranja y 

enumerados (L1, L2, L3, L4).  B)  Alineamiento de secuencias primarias de OmpA. Los residuos que 

forman parte del bucle L3 están resaltados en gris. El sitio de inserción del péptido SA-1 descripto por 

Verhoeven et al. (343) se indica con una flecha; el sitio de inserción del péptido CCPGCC en OmpA de 

Sma se indica con un triángulo. 

En cuanto a la elección del epítope a insertar, decidimos utilizar la secuencia 

hexapeptídica CCPGCC, que contiene un motivo tetra-cisteína (4-Cys). Tsien et al. 

(345) fueron los primeros en describir que dicha secuencia se une de forma específica 
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a un reactivo biarsenical derivado de la fluoresceína, conocido por sus siglas como 

FlAsH (fluorescein arsenical hairpin binder). El FlAsH se utiliza como un complejo no 

fluorescente cuando se encuentra unido a etanoditiol (EDT), y se vuelve fluorescente 

al unirse al motivo tetra-cisteína, desplazando al EDT. Debido a que la secuencia 

CCPGCC rara vez está presente en proteínas endógenas, la incorporación de dicha 

secuencia a una proteína blanco permite etiquetarla específicamente. Asimismo, las 

proteínas etiquetadas pueden ser marcadas en células vivas, sin necesidad de aplicar 

protocolos previos de fijación, lo que daría la posibilidad –en nuestro caso- de localizar 

a las vesículas en tiempo real. Por último, el tamaño reducido de la etiqueta rara vez 

interfiere con la función proteica, en comparación –por ejemplo- con proteínas de 

fusión a GFP (346, 347). 

 La construcción de la cepa etiquetada ompA::4-Cys requirió un evento de doble 

recombinación a nivel cromosomal, el cual se llevó a cabo utilizando el vector suicida 

pKNG101. Como paso previo, se produjo un evento de simple recombinación que 

interrumpió el gen de ompA,  generando la cepa mutante ompA, carente de dicha 

proteína. Los detalles se describen en Materiales y Métodos, sección  III.8.3.  

En primera instancia, determinamos que las cepas ompA y ompA::4-Cys crecen 

con la misma cinética que la cepa parental (figura IV.23.A). Posteriormente, a partir de 

estas mismas cepas, se purificaron las fracciones de ME; el análisis por SDS-PAGE 

indicó que la cepa ompA::4-Cys expresa y ensambla la proteína recombinante en este 

compartimento. Como control negativo, se incluyó la muestra perteneciente a la cepa 

mutante ompA, que facilitó la identificación de la banda correspondiente a OmpA en la 

cepa salvaje (figura IV.23.B). Luego, se aplicó un protocolo de tinción con FlAsH sobre 

un extracto de proteínas totales de la cepa ompA::4-Cys (Materiales y Métodos, 

sección III.16.1). El análisis de las proteínas fluorescentes demostró la alta 

especificidad del procedimiento de tinción con FlAsH, en comparación con una 

muestra de proteínas procesada de idéntica manera de la cepa wt (figura IV.23.C). 
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Figura IV.23. A) Curva de crecimiento de las cepas salvaje (wt), ompA, y ompA::4-Cys. Las bacterias 

se cultivaron a 30ºC en microplacas durante 15 horas en volumen final de 100 µL de medio LB. Las 

curvas representan el promedio de tres experimentos independientes. B) Perfiles proteicos de 

proteínas de membrana externa. Las bacterias fueron cultivadas a 30°C durante 16 horas en medio LB. 

Las proteínas se obtuvieron utilizando el protocolo descripto en la sección III.11.3. Se analizaron 15 µg de 

cada muestra mediante SDS-PAGE y posterior tinción con Coomassie. C) SDS-PAGE del complejo 

FlAsH-proteína. Bacterias wt y ompA::4-Cys fueron cultivadas a 30°C durante 16 horas en medio LB. Se 

prepararon los extractos totales, y se marcaron con una mezcla FlAsH-EDT. Luego, el compuesto no 

unido se lavó con PBS. Las proteínas fueron separadas por SDS-PAGE. El complejo fluorescente OmpA-

4-Cys-FlAsH fue visualizado en un transiluminador UV. 

Posteriormente, células bacterianas de las cepas wt y ompA::4-Cys fueron 

cosechadas, teñidas con FlasH, lavadas, e inmovilizadas sobre pads de agarosa. La 

visualización mediante microscopía de fluorescencia corroboró la expresión de la 

proteína recombinante sobre la envoltura bacteriana, la cual se pudo detectar 

específicamente y con baja señal de fondo en el control negativo (figura IV.24).  

A continuación, se prepararon OMVs a partir de la cepa ompA::4-Cys, y la cepa 

wt como control. Las vesículas fueron teñidas con FlAsH-EDT y posteriormente 

lavadas usando un sistema de ultrafiltración. A partir de las imágenes de microscopía 

de fluorescencia (figura IV.25.A), podemos concluir que la proteína recombinante 

OmpA::4-Cys se secreta correctamente en vesículas.  
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Figura IV.24. Micrografías de células bacterianas expresando OmpA::4-Cys. Bacterias de las cepas 

indicadas fueron crecidas en LB a 30°C durante 16 horas. Posteriormente, las células se cosecharon, se 

marcaron con FlAsH-TCEP, se inmovilizaron en pads de agarosa, y se visualizaron mediante microscopia 

de fluorescencia (Materiales y Métodos, sección, III.16.2). 

 

El último control realizado fue determinar que la inserción de la secuencia 

CCPGCC no afecte los niveles de vesiculización en la cepa etiquetada. Como 

referimos anteriormente, OmpA es un componente importante de la membrana 

externa, involucrado en el anclaje de la ME al PG subyacente, y por ende, cualquier 

perturbación estructural inducida en la proteína etiquetada podría provocar niveles 

alterados en la secreción de vesículas. Por ello, se cuantificaron comparativamente las 

OMVs secretadas por la cepas wt y ompA::4-Cys luego de 16 horas de crecimiento a 

30°C en LB. La cuantificación se realizó en base al contenido lipídico utilizando el 

fluoróforo FM4-64 (Materiales y Métodos, sección III.14.2). Los resultados indicaron 

que los niveles de OMVs producidas por la cepa ompA::4-Cys no difieren de los 

cuantificados para la cepa wt. De manera interesante, se incluyó también en dicho 

análisis a la cepa mutante ompA, la cual secretó en promedio 5,7 veces más OMVs 

que la cepa salvaje (figura IV.25.B). Este fenotipo se correlaciona con los reportados 

previamente para E. coli (111), Salmonella (112), y A. baumanii (113), donde cepas 

carentes de OmpA presentan un fenotipo hipervesiculizante, probablemente como 

consecuencia de un entrecruzamiento deficiente entre el PG y la membrana externa. 

Por lo tanto, este resultado indicaría mecanismos de biogénesis de vesículas comunes 

a todos estos géneros.  
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Figura IV.25. A) Micrografías de fluorescencia de OMVs. Bacterias de las cepas indicadas fueron 

crecidas en LB a 30°C durante 16 horas. Posteriormente, se purificaron y marcaron las vesículas 

mediante el protocolo descripto en la sección III.16.3. La visualización de las OMVs se efecutó mediante 

microscopía de fluorescencia. B) Cuantificación de OMVs. Se cultivaron bacterias de las cepas 

indicadas a 30°C durante 16 horas. Luego, se cuantificó el contenido vesicular utilizando el fluoróforo 

FM4-64 (Materiales y Métodos, III.14.2). 
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CONCLUSIONES  

Los resultados obtenidos en este capítulo permiten formular las siguientes 

conclusiones: 

 Se logró la puesta a punto de una metodología optimizada para la purificación 

de OMVs de Sma capaz de separar el contenido vesicular de componentes 

contaminantes, en particular, flagelina. 

 El examen de OMVs y de ME a través de LC-MS/MS reveló la existencia de 

componentes comunes y no comunes entre ambas fracciones, indicando la 

probable existencia de mecanismos de selección/exclusión de proteínas 

durante la vesiculización. Asimismo, se detectaron un número de factores de 

virulencia asociados a las vesículas, sugiriendo un rol de las OMVs como 

vehículo de transporte de estos factores durante el proceso patogénico.  

 A través del análisis por TEM, se determinó la integridad y el tamaño promedio 

de las OMVs purificadas in vitro. 

 Mediante análisis de co-incubación de OMVs salvajes o de OMVs carentes de 

la serralisina PrtA con células CHO, se demostró que las vesículas son 

citotóxicas frente a esta línea celular, principalmente de manera dependiente 

de PrtA. 

 Utilizando OMVs producidas por la cepa salvaje y marcadas con un fluoróforo, 

se determinó que –tras su co-incubación con células CHO- las vesículas son 

capaces de localizar dentro de las células eucariotas, lo que sugiere que portan 

determinantes que inducen su internalización. Las vesículas se detectaron de 

modo preferente en el espacio perinuclear.  

 Ensayos de microinyección de OMVs en Drosophila melanogaster demostraron 

la toxicidad de las vesículas a altas concentraciones. La serralisina PrtA fue el 

factor mayormente responsable de dicho fenotipo. 

 En D. melanogaster, las OMVs son capaces de inducir las vías de señalización 

de la respuesta inmune sistémica Imd y Toll. La integridad de ambas vías 

provee protección frente a la administración sistémica de vesículas, lo que 

señalaría la existencia de genes co-regulados por ambas vías que serían 

necesarios para montar una adecuada respuesta defensiva ante las OMVs. 
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 En paralelo, la co-administración de OMVs con el compuesto antioxidante NAC 

logró rescatar parcialmente la muerte de D. melanogaster, señalando de modo 

indirecto una alteración de la homeostasis sistémica de ROS en el insecto. 

Asimismo, se observó una menor susceptibilidad frente a las OMVs en moscas 

mutantes Hayan y en insectos con la vía JNK silenciada. Todas estas 

evidencias indicarían que las OMVs disparan el mecanismo normalmente 

protectivo denominado “respuesta sistémica a la herida redox dependiente” y lo 

convierten en un proceso detrimental, probablemente como consecuencia de 

una generación desmedida de ROS. Ensayos por Western blot sugieren que el 

clivaje y activación no canónica de la PO por parte de PrtA podría ser la fuente 

de estas especies moleculares. 

 Se diseñó y construyó una cepa de Serratia con un epítope insertado la 

proteína OmpA. El análisis de la cepa ompA::4-Cys demostró que la proteína 

recombinante no altera los niveles de vesiculización en comparación con la 

cepa salvaje. Mediante ensayos de tinción con FlAsH y microscopía de 

fluorescencia se logró detectar específicamente OmpA::4-Cys en OMVs 

purificadas. Esta cepa constituye una valiosa herramienta que permitirá a futuro 

la localización de vesículas durante el curso infectivo de Sma en el 

hospedador. 
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V. Expresión y regulación de proteasas secretadas en Serratia 

marcescens 

Introducción 

Los resultados obtenidos en el anterior capítulo del presente Trabajo de Tesis 

señalaron que la serralisina PrtA es el factor de virulencia predominante transportado 

por las OMVs de Sma purificadas in vitro, siendo el componente principal de la 

toxicidad observada al co-incubar vesículas con células epiteliales, o administrarlas a 

nivel sistémico en D. melanogaster.   

Asimismo, como se refirió en la Introducción, estudios in vitro indicaron que 

PrtA resultó citotóxica frente a una variedad de tipos celulares (74–76), y fue capaz de 

degradar factores inmunes humorales de mamífero y de insectos (74, 348). En otros 

reportes, PrtA contribuyó al daño tisular durante la queratitis infecciosa causada por 

Sma (78), alteró las respuestas celulares del sistema inmune en el modelo de Bombyx 

mori (81, 82), y promovió infecciones secundarias por un virus respiratorio en un 

modelo de ratón (349). 

Sin embargo, a pesar del gran número de estudios atendiendo las propiedades 

virulentas y patogénicas de esta metaloproteasa de Sma, los mecanismos regulatorios 

que gobiernan su expresión están poco caracterizados. Entre los reguladores 

descriptos, se encuentra CRP, la proteína receptora de AMP cíclico. Una mutación en 

crp provoca un incremento en la producción de serralisina PrtA, y una pérdida de las 

actividades lipasa y quitinasa secretadas (350). Por otro lado, Matsuyama et al. (351) 

observaron una reducción de la actividad proteasa cuando el gen hexS, un factor 

transcripcional de la familia LysR y homólogo a rhlA de E. coli, es expresado en trans, 

sugiriendo un rol regulatorio para esta proteína. Una serie de reportes más recientes 

contribuyó significativamente en la comprensión de los mecanismos de regulación de 

PrtA. En primer término, se reportó que el sistema de dos componentes EepRS 

modula positivamente la transcripción de prtA, aportando así el primer ejemplo de 

regulación transcripcional positiva sobre dicho gen (352). Asimismo, se determinó que 

EepR se encuentra bajo control transcripcional directo y negativo por AMPc-CRP 

(353). Se especuló que en condiciones ricas de nutrientes -donde los niveles de AMPc 

se reducen- los niveles de EepR se incrementarían e inducirían una mayor expresión 

de PrtA, la cual en conjunción con otras enzimas hidrolíticas facilita la degradación de 

macromoléculas presentes en el medio extracelular en sus componentes 

constituyentes, los cuales son luegos captados por los sistemas de transporte de la 

bacteria (352). En un último reporte, estos mismos autores profundizaron las 
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observaciones hechas por Matsuyama et al. (351) sobre el rol regulatorio de HexS. En 

base a las evidencias experimentales obtenidas, postularon un modelo donde HexS y 

EepR se regulan recíprocamente de manera negativa, y a la vez, ambas controlan de 

manera directa (e inversa) la transcripción de PrtA. Sin embargo, las señales que 

estimulan a estos dos reguladores son desconocidas (354). 

Por otra parte, los estudios que se han ocupado de las propiedades 

patogénicas de PrtA, generalmente han obviado la posibilidad de que otras 

metaloproteasas sean simultáneamente co-expresadas por el aislamiento particular en 

estudio de Sma. De hecho, Matsumoto et al. (355) demostraron, mediante técnicas 

bioquímicas, que Sma kums 3958 produce dos metaloproteasas de 56 y 60 kDa, así 

como también una cisteína proteasa de 73 kDa. Más recientemente, analizando los 

datos genómicos la cepa de Sma Db11, cepa derivada de Sma Db10, que fue 

originalmente aislada a partir de una mosca moribunda (275), se identificaron in silico 

tres metaloproteasas adicionales con alta homología a la serralisina PrtA. Su 

expresión se corroboró tanto en Sma Db11 como en un aislamiento clínico asociado a 

queratitis -Sma K904- (76). Estas metaloproteasas homólogas se denominaron SlpB, 

SlpC, y SlpD (Serralysin-like proteins). 

 

V.1. Identificación in silico de genes codificantes para metaloproteasas en el 

aislamiento Sma RM66262 

Durante el transcurso de este Trabajo de Tesis, se llevó a cabo la 

secuenciación genómica de nuestro aislamiento clínico en estudio Sma RM662622 

(274). A partir de la nueva información disponible, y teniendo en cuenta las evidencias 

referidas anteriormente sobre la multiplicidad de metaloproteasas, se abordó la 

búsqueda in silico de marcos abiertos de lectura que codifiquen para esta familia de 

enzimas en dicho aislamiento. Se efectuó un análisis genómico comparativo frente a la 

cepa Sma Db11, a partir de la cual se habían identificado los genes slpB, slpC y slpC 

(76).  

Mediante la herramienta BLASTN del NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov), y 

utilizando las secuencias nucleotídicas para prtA, slpC y slpD correspondientes a Sma 

Db11, se detectaron sendos genes en Sma RM66262, obteniendo un 99% de 

identidad aminoacídica para prtA y slpD entre ambas cepas, y un 93% para slpC. 

Observamos que prtA codifica 54 pb corriente arriba de prtI, lo que permite pensar que 

forman parte de un mismo operón. El entorno genético de prtA es idéntico entre ambas 

cepas en estudio (figura V.1.A). En el caso de slpC, no detectamos un gen proximal 
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codificando para un inhibidor putativo. En lo que respecta a la sintenia en torno al 

mismo, se detecta el mismo arreglo génico aguas arriba; pero aguas abajo, la cepa 

Sma RM66262 codifica dos genes adicionales, ausentes en Sma Db11 (figura V.1.C). 

En cuanto al gen slpD, el arreglo génico en torno al mismo es idéntico entre ambas 

cepas. De modo interesante, observamos que el inhibidor putativo asociado a slpD 

codifica en dirección transcripcional opuesta (figura V.1.D).  

 

 

 

 

 

Figura V.1. Representación esquemática comparativa de loci genómicos con genes codificantes de 

metaloproteasas entre las cepas RM66262 y Db11. Las flechas representan las regiones codificantes y 

la dirección transcripcional de los genes depositados bajo los números de acceso de GenBank: S. 

marcescens RM66262 (NZ_JWLO01000001:NZ_JWLO01000019), S. marcescens Db11 

(NZ_HG326223.1). 

En cuanto al gen slpB, la búsqueda in silico a través de BLASTN en el genoma 

de Sma RM66262 arrojó como resultado un pequeño marco abierto de lectura de 276 

pb (indicado como “ORF B” en la figura V.1.B) con homología a la porción central de 

slpB, y localizado en un mismo entorno génico respecto al de Sma Db11. Al efectuar 

un alineamiento (a través del algoritmo Clustal W) entre las secuencias aminoacídicas 

predichas para ambas proteínas, se deduce que el ORF B en Sma RM66262 presenta 
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deleciones en las regiones 5’ y 3’ del gen slpB, dando lugar a una secuencia 

codificante reducida cuyo producto estimado sería una proteína de 91 aminoácidos 

(10,2 kDa). De manera complementaria, decidimos efectuar una segunda búsqueda 

utilizando en este caso la secuencia aminoacídica de SlpBDb11 como referencia y la 

herramienta BLASTP de la base de datos RAST, donde se encuentra depositada la 

información genómica de Sma RM66262 

(http://rast.nmpdr.org/seedviewer.cgi?page=Organism&organism=615.36). Los 

resultados obtenidos se expresan en la siguiente tabla: 

Gen (peg #)
a
 Score E-value 

prtA (peg.3200) 501 e-
176

 

metaloproteasa alcalina secretada (peg.1352) 451 e-
157

 

slpC (peg.2138) 395 e-
135

 

slpD (peg.1306) 354 e-
118

 

Tabla V.I. Resultados de la búsqueda por BLASTP utilizando como referencia SlpB de Sma Db11.        
a 

número del marco abierto de lectura asignado por la base de datos RAST. 

De manera previsible, entre los hits más destacados encontramos a prtA, slpC y 

slpD. Sin embargo, el segundo resultado con mayor homología (56% de identidad 

aminoacídica) correspondió a un gen anotado en el RAST como “metaloproteasa 

alcalina secretada”; mientras que en el NCBI GenBank dicho marco abierto de lectura 

se encuentra anotado como “serina 3-deshidrogenasa”. Con el objeto de determinar si 

efectivamente dicho gen codifica para una metaloproteasa de la familia de las 

serralisinas, evaluamos la presencia de las características distintivas de esta familia de 

enzimas (64): se detectó la presencia del motivo canónico de unión a zinc en su 

dominio N-terminal, y también se identificaron cuatro repeticiones ricas en glicina en su 

dominio C-terminal, confirmando así su pertenencia a dicha familia. Continuando con 

el criterio aplicado previamente en la nomenclatura de metaloproteasas de Sma, se 

nombró dicho gen como slpE.  

La tabla V.II indica, para cada una de las metaloproteasas analizadas, el grado 

de identidad con PrtA, la secuencia de unión a zinc, y el número de secuencias con 

motivo RTX. De manera llamativa, las proteasas PrtA, SlpB y SlpE poseen cuatro 

motivos GGXGXG; mientras que el resto (SlpC y SlpD) poseen sólo dos. 

Desconocemos el significado biológico de esta variación estructural. 

 

 

http://rast.nmpdr.org/seedviewer.cgi?page=Organism&organism=615.36
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. 

Gen 
% de identidad AA 

con PrtARM66262 

Masa 

predicha de 

la proenzima 

(kDa) 

HEXXHXUGUXH 

Secuencia del motivo 

de unión a zinc 

GGXGXD 

n° secuencias 

motivo RTX 

prtARM66262 100 54,0 HEIGHALGLSH 4 

prtADb11 99 54,0 HEIGHALGLSH 4 

slpE RM66262 63 52,0 HEVGHTLGLDH 4 

slpB Db11 61 50,5 HEIGHALGLQH 4 

slpC RM66262 52 49,4 HEIGHALGLSH 2 

slpC Db11 52 49,4 HEIGHALGLSH 2 

slpD RM66262 49 57,7 HELGHALGLAH 2 

slpD Db11 49 57,7 HELGHALGLAH 2 

Tabla V.II. Metaloproteasas homólogas en Sma RM66262 y Db11. U= Aminoácido hidrofóbico 

ramificado; X = aminoácido arbitrario. 

V.2. Expresión nativa de prtA, slpB, slpC y slpE 

 

Los resultados expuestos en el apartado anterior indicaron la existencia de 

cuatro genes -prtA, slpC, slpD y slpE- codificantes para metaloproteasas en nuestro 

aislamiento de estudio Sma RM66262. Para examinar si todos ellos son expresados a 

nivel transcripcional, se decidió efectuar ensayos de RT-PCR. Teniendo en cuenta 

reportes previos que señalaban que la actividad proteasa es mayormente detectada 

durante la fase estacionaria de crecimiento (75, 76, 352), cultivamos bacterias de la 

cepa salvaje en medio LB con agitación a una temperatura de 37°C hasta alcanzar 

una DO600 equivalente a 3 y recolectamos  ARN. Una vez purificado y verificada la 

ausencia de ADN genómico contaminante, se obtuvo el ADN copia mediante un 

protocolo de retrotranscripción, según se describe en la sección III.3.6 de Materiales y 

Métodos. Finalmente, utilizando el ADN copia como molde y cuatro pares de 

prtA slpC slpD slpE M

-300 pb

-200 pb

Figura V.2. Análisis por RT-PCR de la 

expresión de los genes codificantes para 

metaloproteasas en Sma RM66262. EL 

ARN fue recolectado de células a una DO600 

= 3, purificado, y se verificó la ausencia de 

ADN cromosomal contaminante. El 

transcripto del gen ribosomal 16S fue 

utilizado como control positivo para el ADN 

copia. A la derecha (M), se muestran las 

bandas correspondientes al marcador de 

peso molecular. 



Resultados y Discusión  
Capítulo II 

 
150 

cebadores específicos para cada uno de los genes bajo estudio (Tabla III.3), se 

obtuvieron por PCR los amplicones correspondientes (figura V.2). Como se observa, 

los genes prtA, slpC, slpD y slpE son expresados en la condición de crecimiento 

ensayada. Con anterioridad a la obtención de estos resultados, PrtA y SlpC habían 

sido detectadas por experimentos de LC-MS/MS en muestras de OMVs purificadas in 

vitro (sección IV.2). 

Se desconoce cuál sería el fundamento fisiológico de la expresión conjunta de 

todas estas metaloproteasas durante la fase estacionaria de cultivo, y si existe entre 

ellas especificidades de sustrato o propiedades fisicoquímicas diferentes. 

Especulamos que este conjunto de serralisinas proveen, por un lado, una ventaja 

adaptativa a Sma en la conversión de macromoléculas del medio extracelular en 

componentes factibles de ser incorporados por los sistemas de transporte a las 

bacterias; y por el otro lado, podrían contribuir a la virulencia de Sma, promoviendo su 

capacidad de colonizar y diseminarse ante la aparición de un nicho intra-hospedador. 

V.3. La serralisina PrtA es la proteasa de mayor expresión y es secretada a 

través del sistema LipBCD 

Para continuar con el estudio de expresión de las metaloproteasas, se evaluó la 

actividad proteolítica secretada por la cepa Sma RM66262. Esta actividad puede 

evaluarse de manera cualitativa (o semi-cuantitativa) en medio sólido mediante el uso 

de placas de LB-agar suplementadas con leche descremada al 2%, donde la acción de 

las proteasas se manifiesta como un halo degradativo irradiado a partir de la colonia 

bacteriana. Complementariamente, se cuantificó la actividad proteolítica en medio 

líquido en el sobrenadante de cultivo bacteriano, el cual se co-incuba con azocaseína 

como sustrato, para dar lugar a azo-aminoácidos libres, cuya concentración se 

determina colorimétricamente (detallado en Materiales y Métodos, sección III.9.2). 

La figura V.3.A muestra el halo degradativo irradiando a partir de la cepa wt, 

indicando la existencia de al menos una proteasa secretada y activa en las 

condiciones ensayadas. Por otra parte, decidimos evaluar la actividad proteasa en una 

cepa mutante en lipB, gen que codifica para el transportador ABC del aparato de 

secreción Lip, responsable de la translocación de PrtA (306). El halo de degradación 

en esta mutante resultó indetectable, mientras que se registró una disminución de 

aproximadamente el 85% en la actividad proteasa a partir de sobrenadantes de 

cultivos líquidos, en comparación con la cepa wt (figura V.3.B). Estos resultados 

indican que la(s) proteasa(s) de mayor expresión dependería de la integridad del 
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sistema LipBCD para su activación/secreción, bajo las condiciones de crecimiento 

ensayadas. 

 
Figura V.3. Evaluación de la actividad proteolítica secretada de Sma salvaje (wt) en comparación 

con mutantes lipB y prtA. A) Halo proteolítico en placas de LB-agar-leche. B) Actividad proteolítica en 

los sobrenadantes de cultivo cuantificada por degradación de azocaseína. Se indican los valores de 

actividad en relación a los valores obtenidos para la cepa wt. Se representan los promedios y 

desviaciones estándar de tres experimentos independientes. En ambos casos, las bacterias fueron 

cultivadas a 37°C durante 16 horas. C) Curva de crecimiento de las cepas wt, lipB y prtA en medio LB a 

37°C. 

 

Posteriormente, se analizó si la serralisina PrtA es la proteasa secretada de 

mayor expresión en nuestro aislamiento. Como se observa en la figura V.3, el halo de 

degradación correspondiente a la cepa prtA es significativamente menor respecto de la 

cepa salvaje, mientras que la actividad en sobrenadante de cultivo mostró una 

reducción del 60% respecto de la cepa salvaje. Dicho fenotipo fue restaurado al 

expresar en trans a prtA desde el plásmido pBB2::prtA (figura V.4). Estos resultados 

señalan que, de modo análogo a lo reportado para otras cepas de Sma (75, 76), PrtA 

es la proteasa secretada de mayor nivel de expresión en Sma RM66262. 
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Figura V.4. Evaluación de la actividad proteolítica en la cepa mutante prtA complementada en 

trans. A) Halo proteolítico en placas de LB-agar-leche. B) Actividad proteolítica en los sobrenadantes de 

cultivo cuantificada por degradación de azocaseína. Se indican los valores de actividad en relación a los 

valores obtenidos para la cepa salvaje con el vector vacío (wt/pBB2). Se representan los promedios y 

desviaciones estándar de tres experimentos independientes. En ambos casos, se suplementó el medio de 

cultivo con kanamicina 50 µg/ml e IPTG 200 µM. Las bacterias se cultivaron a 37°C durante 16 horas.  

Es interesante señalar que los fenotipos presentados por las cepas lipB y prtA no 

fueron idénticos: se observó un pequeño halo degradativo residual para prtA en placas 

LB-agar-leche, el cual fue indetectable en lipB. Además, los niveles de actividad 

proteasa medidos por hidrólisis de azocaseína resultaron 2,4 veces superiores en un 

entorno prtA respecto de uno lipB. Como control, se determinó que las tres cepas 

ensayadas crecen a un ritmo similar (figura V.3.C). Los resultados sugieren la 

existencia de al menos una proteasa adicional dependiente del sistema LipBCD para 

su secreción, la cual contribuiría de manera minoritaria a la actividad proteasa total 

detectada, en las condiciones experimentales utilizadas.  

V.4. La modificación del extremo C-terminal de PrtA altera su secreción 

En base a los resultados obtenidos en el capítulo anterior, y con el objeto de 

generar herramientas que contribuyan al estudio de PrtA como parte de la carga 

vesicular, así como también al análisis de su expresión en distintas condiciones de 

cultivo y/o en distintos entornos genéticos, nos abocamos a la construcción de una 

cepa mutante que expresara PrtA fusionada a un epítope capaz de ser 

inmunodetectado mediante la utilización de anticuerpos monoclonales. 

Reportes previos indican que la serralisina sufre un procesamiento post-

traduccional, previo a su secreción, en su extremo N-terminal, dando lugar a una 

proteína madura de 50,6 kDa (69). Por lo tanto, se añadió la etiqueta en el extremo C-

terminal de la proteína. En primer término, se construyó una fusión cromosomal 

añadiendo en fase la secuencia que codifica para 3xFLAG (prtA-3xFLAG), según se 

describe en Materiales y Métodos, sección III.8.2. Esta etiqueta posee la secuencia 

peptídica DYKDHDG-DYKDHDI-DYKDDDDK, con un peso molecular de 2,73 kDa, y 
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un pI teórico igual a 4,16. Posteriormente, se analizaron los niveles de actividad 

proteolítica secretada de la cepa prtA-3xFLAG, tanto en medio sólido como en medio 

líquido. Se observó que dicha actividad disminuyó severamente en relación a la cepa 

wt, y fue similar a la observada para la cepa prtA (figura V.5). 

 

 

 

Figura V.5. Evaluación de la actividad proteolítica de la cepa etiquetada prtA-3xFLAG. A) Halo 

proteolítico en placas de LB-agar-leche. B) Actividad proteolítica en los sobrenadantes de cultivo 

cuantificada por degradación de azocaseína. Se indican los valores de actividad en relación a los valores 

obtenidos para la cepa wt. Se representan los promedios y desviaciones estándar de tres experimentos 

independientes. En ambos casos, las bacterias fueron cultivadas a 30°C durante 16 horas. 

 

Ante este resultado, nos planteamos dos hipótesis: la proteína PrtA-3xFLAG es 

secretada normalmente pero la etiqueta impide su normal actividad enzimática; o bien, 

la cepa etiquetada posee niveles alterados de secreción para la serralisina 

recombinante. Para discernir entre estas posibilidades, se cultivaron las cepas salvaje 

y prtA-3xFLAG, se prepararon muestras proteicas correspondientes a las fracciones 

extracelulares (SN) y a los extractos totales (ET), y se efectuó la inmunodetección de 

la etiqueta FLAG y un análisis global del perfil proteico. 
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Figura V.6. A) Análisis de la expresión de la proteína de fusión PrtA-3xFLAG por Western blot. Se 

utilizó el anticuerpo monoclonal anti-FLAG como primario, y luego se utilizó anti-ratón-HRP como 

anticuerpo secundario. B) Perfiles proteicos de las cepas wt, prtA-3xFLAG y prtA. Las bacterias 

fueron cultivadas a 30°C durante 16 horas. Las células se cosecharon por centrifugación, y se 

resuspendieron en solución de siembra desnaturalizante, obteniendo los extractos proteicos totales (ET). 

Los extractos extracelulares (SN) fueron obtenidos a partir de los sobrenadantes de cultivo, previamente 

concentrados por TCA (Materiales y Métodos, secciones III.11.1 y III.11.2). Las cantidades sembradas 

son equivalentes a 0,05 unidades de DO600 para los ET, y 3 unidades de DO600 para los SN.  A la izquierda 

de cada figura se indican las bandas correspondientes al marcador de peso molecular (en kDa).  

Como se muestra en la figura V.6.A, se detectó la presencia de una banda 

específica de alrededor de 50 kDa en el extracto extracelular (SN) de la cepa 

etiquetada prtA-3xFLAG que correspondería a la proteína de fusión. Por otro lado, en 

el extracto total de dicha cepa observamos una banda principal cuyo peso molecular 

es ligeramente mayor al de PrtA-3xFLAG secretado, la cual correspondería a la forma 

no procesada de la proteína. Asimismo, por debajo de esta banda, se detectó una 

serie de bandas adicionales que no se observaron en la muestra control perteneciente 

a la cepa salvaje, probablemente consecuencia de la degradación PrtA-3xFLAG 

acumulada intracelularmente. En la parte B de la figura, se analizaron los perfiles de 

expresión proteica por tinción por Coomassie tanto en sobrenadantes como en 

extractos totales: observamos que en la cepa salvaje, la serralisina PrtA migra como 

una banda mayoritaria a la altura de 50 kDa, que desaparece en la cepa control prtA. 

El perfil proteico de la cepa etiquetada prtA-3xFLAG es similar al de la cepa prtA. 

Entonces, a pesar de poder inmunodetectar serralisina etiquetada en la fracción 

extracelular, dicha señal no fue detectable por tinción con Commassie, indicando la 
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ausencia de PrtA-3xFLAG en una cantidad suficiente como para contribuir 

significativamente a la actividad proteolítica secretada. 

El evento de recombinación simple mediado por el pKNOCK::prtA-3xFLAG al 

generar la construcción de la cepa etiquetada podría tener un efecto polar sobre el gen 

prtI, codificado corriente abajo de prtA, si ambos genes formaran parte de la misma 

unidad transcripcional. Para descartar la posibilidad de que la falta de expresión de prtI 

sea la causa de los niveles aberrantes de secreción en la cepa prtA-3xFLAG, se 

complementó dicha cepa mediante la expresión en trans de prtI a partir del plásmido 

pBB2::prtI. Sin embargo, tanto los perfiles proteicos de los extractos extracelulares 

como los niveles de actividad proteolítica secretada fueron similares entre las cepas 

prtA-3xFLAG/pBB2::prtI y la cepa control prtA-3xFLAG/pBB2 (no mostrado), 

descartando así la hipótesis planteada.  

En suma, estos resultados sugieren que la fusión del epítope 3xFLAG al C-

terminal de PrtA disminuye significativamente sus niveles de secreción dependientes 

del transportador LipBCD. Es probable que esto se deba a la alteración generada en 

su extremo C-terminal, el cual ha sido señalado como determinante para el 

reconocimiento y exporte mediados por el sistema Lip (356). Específicamente, los 

determinantes estructurales que han sido determinados como necesarios para la 

secreción mediada por los SSTI son: un número variable de motivos RTX (descriptos 

anteriormente); un motivo de cinco residuos aminoacídicos con la secuencia consenso 

V/I-X-V/I/L-V/I/T/M-G (X: cualquier aminoácido); y un motivo en el extremo C-terminal 

compuesto por un residuo de D/E seguido de 3-5 residuos hidrofóbicos. Así, el 

agregado de aminoácidos adicionales al extremo C-terminal de PrtA podría dificultar el 

reconocimiento y la secreción mediados por el transportador Lip. 

Como alternativa, decidimos construir una segunda cepa etiquetada en prtA, a 

través de la fusión del epítope 6xHis al C-terminal de la proteína, con una metodología 

similar a la utilizada previamente (Materiales y Métodos, sección III.8.2). Hipotetizamos 

que el menor tamaño de esta etiqueta (6 residuos aminoacídicos; 840 Da) en 

comparación con el 3xFLAG (22 residuos aminoacídicos) disminuiría la probabilidad 

de provocar alteraciones en la secreción de la enzima. 
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Figura V.7. Análisis de actividad proteolítica y de expresión de PrtA-6xHis. A) Halo proteolítico en 

placas de LB-agar-leche. B) Actividad proteolítica en los sobrenadantes de cultivo cuantificada por 

degradación de azocaseína.  Se indican los valores de actividad en relación a los valores obtenidos para 

la cepa wt. Se representan los promedios y desviaciones estándar de tres experimentos independientes. 

C) Análisis de la expresión de la proteína de fusión PrtA-6xHis por Western blot. Se utilizó el anticuerpo 

monoclonal anti-His como primario, y luego se utilizó anti-ratón-HRP como anticuerpo secundario. D) 

SDS-PAGE de fracciones proteicas. En todos los casos, las bacterias fueron cultivadas a 30°C durante 16 

horas. SN: extractos extracelulares; ET: extractos celulares totales; M: marcador de PM. 

La figura V.7 enseña los resultados obtenidos al analizar esta nueva cepa. El 

halo proteolítico desarrollado en placa por prtA-6xHis mostró magnitud intermedia 

entre el fenotipo silvestre (wt) y el de la mutante prtA (panel A); mientras la 

cuantificación de actividad a partir de sobrenadante de cultivo determinó un 33% de 

actividad proteasa en prtA-6xHis en relación a la cepa salvaje. En tanto, la cepa 

control prtA presentó en este caso un 10% de actividad relativa (panel B). A través de 

ensayos de Western blot, logramos inmunodetectar la variante etiquetada de PrtA sólo 

en las fracciones extracelulares (SN) de la cepa prtA-6xHis (panel C). Sin embargo, 

analizando por tinción con Coomassie el perfil proteico de estas fracciones, 

observamos que el patrón de proteínas de la cepa  prtA-6xHis fue similar al de prtA, 

siendo imposible diferenciar la banda proteica que correspondería a la proteína 

etiquetada (panel D). 

En conjunto, los resultados enunciados señalan que el agregado de la etiqueta 

6xHis (al igual que el epítope 3xFLAG) al extremo C-terminal de PrtA reduce 
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drásticamente sus niveles de secreción, haciendo de la cepa prtA-6xHis una 

herramienta ineficaz a los fines de estudios de expresión de dicha enzima. 

V.5. La temperatura de crecimiento es una señal moduladora para la expresión 

de PrtA 

Previamente, se han reportado diversos fenotipos influenciados por temperatura 

en Serratia, tales como la motilidad flagelo dependiente (swimming y swarming) y la 

producción de exoenzimas (52, 357). Por lo tanto, llevamos a cabo determinaciones de 

actividad proteolítica creciendo la cepa salvaje de Sma RM66262 a distintas 

temperaturas. En la figura V.8.A, se observa que el halo proteolítico generado luego 

del crecimiento a 30°C fue mayor que el producido a 37°C, mientras que para la cepa 

prtA, dicho halo resultó apenas detectable para ambas temperaturas, sugiriendo que el 

fenotipo observado en la cepa salvaje es atribuible a la expresión de PrtA. En figura 

V.8.B, se muestra la cuantificación de la actividad proteasa de cultivos crecidos en 

medio líquido a cuatro temperaturas definidas en el rango de 18-37°C. Para la cepa 

salvaje, la actividad resultó máxima tras crecer las bacterias a 25°C, y se observó una 

reducción de 3,5 veces a 37°C respecto de 30°C. La cepa prtA no presentó 

variaciones significativas entre 25, 30 y 37°C, indicando que el fenotipo observado 

ocurre como consecuencia la modulación de la expresión de prtA. Para corroborar 

esto, se analizaron los extractos extracelulares de ambas cepas en estudio. Se 

observa en la figura V.8.C una abundante banda proteica migrando a la altura de los 

50 kDa en la muestra correspondiente a la cepa wt cultivada a 30°C. La abundancia de 

esta banda fue menor cuando esta cepa se cultivó a 37°C (indicada mediante un 

círculo sólido). La comparación de estos perfiles proteicos con los pertenecientes a la 

cepa mutante prtA permite concluir que la banda analizada corresponde unívocamente 

a la serralisina PrtA. A modo de control, se analizó la DO600 final de los cultivos wt y 

prtA a las distintas temperaturas de cultivo analizadas. Los valores fueron similares 

entre los 25, 30 y 37°C, mientras que a los 18°C se observó una módica disminución 

de la DO600, tanto para la cepa wt como para prtA (figura V.8.D).  
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Figura V.8. Efecto de la temperatura de crecimiento bacteriano sobre la actividad proteolítica 

secretada. A) Halo proteolítico en placas de LB-agar-leche, luego de 16 y 24 horas de crecimiento a la 

temperatura indicada. B) Actividad proteolítica en los sobrenadantes de cultivo cuantificada por 

degradación de azocaseína. Se indican los valores de actividad en relación a los valores obtenidos para la 

cepa wt a 37°C. C) Perfiles proteicos de extractos extracelulares. Las cantidades sembradas son 

equivalentes a 1 unidad de DO600 en todos los casos.  A la derecha, se indican los pesos moleculares 

correspondientes al marcador (M). D) DO600 cuantificada tras el crecimiento a la temperatura indicada. 

Para B, C y D, las bacterias fueron cultivadas en LB durante 16 horas, a la temperatura indicada. En B y 

D, los valores corresponden al promedio de al menos tres experimentos independientes. Las barras de 

error corresponden a las desviaciones estándar.  

Decidimos evaluar si la termorregulación de la actividad proteolítica se encuentra 

conservado en otras cepas de Sma. Para ello, utilizamos la cepa Sma Db10, 

previamente referida en la Introducción como una cepa entomopatogénica no 

pigmentada (275). Se examinó la actividad proteolítica secretada, tanto en placas LB-

agar-leche como en medio líquido para la cepa salvaje (Db10 wt) y para una cepa 

mutante en prtA (Db10 prtA), construida durante este trabajo (sección III.8.4). Como se 

muestra en la figura V.9, se concluye que la actividad proteolítica secretada es 3,3 

veces mayor al crecer las bacterias a 30°C respecto de 37°C. Por lo tanto, se conserva 

el fenómeno de termorregulación sobre dicha actividad. Por otra parte se observó que, 

en la cepa isogénica prtA, la actividad proteasa disminuye un 48,5% a 30°C, y un 44% 

a 37°C, con respecto a la cepa wt. Mientras que en Sma RM662626, la interrupción de 

prtA produce una merma promedio del 85% a 30°C y del 65% a 37°C. Estos 

resultados sugieren que, si bien PrtA es también la proteasa mayoritariamente 

expresada en Sma Db10, la contribución de otras proteasas secretadas a la actividad 

cuantificada sería mayor en este aislamiento con respecto a Sma RM66262. Una 

explicación tentativa es que la contribución diferencial resida en la expresión de las 

metaloproteasas no compartidas entre estos dos aislamientos (SlpB en Sma Db10, y 

SlpE en Sma RM66262).  
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Figura V.9. Evaluación de la actividad proteolítica secretada en las cepas Db10 wt y prtA en 

función de la temperatura. A) Halo proteolítico en placas de LB-agar-leche. B) Actividad proteolítica en 

los sobrenadantes de cultivo cuantificada por degradación de azocaseína. Se indican los valores de 

actividad en relación a los obtenidos para la cepa Db10 wt a 37°C. Las bacterias fueron cultivadas durante 

16 horas a la temperatura indicada. 

Continuando con el estudio de expresión de la serralisina en Sma RM66262, 

indagamos si la modulación de prtA ocurre a nivel transcripcional. Para ello, se 

monitoreó la actividad del promotor de prtA en función de la temperatura y el tiempo 

utilizando el plásmido pPROBE::PprtA-gfp [ASV]. En esta construcción la proteína GFP 

[ASV] se encuentra bajo el control transcripcional de la región promotora putativa de 

prtA (abarcando 500 pb corriente arriba del codón de inicio de la traducción ATG). Los 

detalles de la construcción están descriptos en Materiales y Métodos, sección III.3.13. 

Las curvas de fluorescencia graficadas en la figura V.10.A mostraron que la actividad 

del promotor sólo fue detectable a partir de la fase post-exponencial de crecimiento (4-

5 horas de incubación). Durante esta etapa, la actividad del promotor prtA se 

incrementó 2,6 veces a 30°C respecto de 37°C. En paralelo, se evaluaron los niveles 

de transcripto de prtA en función de ambas temperaturas de crecimiento por medio de 

RT-qPCR. Como se observa en la figura V.10.B, los niveles de transcripto a 30°C 

resultaron en promedio 40 veces mayores que los obtenidos para 37°C.  

En suma, estos resultados muestran que existe un componente a nivel 

transcripcional en la regulación por temperatura de la expresión de PrtA.  La diferencia 

de magnitud entre los resultados obtenidos utilizando RT-qPCR y el sistema reportero 

GFP radica en la naturaleza misma de las técnicas. Mediante la primera, se estiman 

los niveles de estado estacionario del transcripto prtA; mientras que la segunda técnica 

es una medida indirecta de la actividad del promotor PprtA, que -al basarse en un 

sistema episomal- podría estar perdiendo aspectos importantes de la regulación en el 

ambiente nativo del nucleoide bacteriano. Asimismo, desconocemos si la eficacia de 

plegamiento de la proteína reportera GFP [ASV] es la misma a ambas temperaturas 
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ensayadas. Para corroborar esto, se debería expresar dicha proteína bajo el control de 

un promotor constitutivo y examinar si la fluorescencia varía entre los 30 y los 37°C. 

 

Figura V.10. Evaluación de la transcripción de prtA en función de la temperatura de crecimiento 

bacteriano. A) Actividad transcripcional del plásmido reportero pPROBE::PprtA-gfp [ASV]. La 

expresión transcripcional de prtA se cuantificó utilizando el reportero plasmídico pPROBE::PprtA-gfp. El 

valor de fluorescencia obtenido para cada punto fue normalizado respecto a la DO600 del cultivo. B) 

Cuantificación del transcripto de prtA mediante RT-qPCR. La expresión de prtA en cultivos 

bacterianos crecidos durante 16 horas a la temperatura indicada fue medida por qPCR, según se describe 

en la sección III.3.6. El nivel de expresión obtenido para el crecimiento a 37°C se normalizó a 1, y el del 

crecimiento a 30°C se relativizó a éste. Se muestra el promedio (n = 2 muestras de ARN independientes) 

y la desviación estándar.  

Al momento de la escritura de esta Tesis, en nuestro laboratorio, el Dr. Javier 

Mariscotti se encuentra evaluando la actividad transcripcional del operón lipBCD entre 

los 30 y los 37°C, a través de la utilización del plásmido reportero pPROBE::Plip-gfp, 

que contiene una fusión transcripcional entre el promotor del operón lipBCD y el gen 

gfp; y de ensayos de RT-qPCR. Se determinará si la modulación transcripcional 

dependiente de temperatura de la serralisina PrtA, se coordinada con una regulación 

análoga de los componentes que forman su translocador específico. 

La disminución de la expresión de PrtA durante el crecimiento a 37°C, respecto 

del crecimiento a temperaturas ambientales, podría sugerir que esta metaloproteasa 

no sería un factor de virulencia importante en hospedadores de sangre caliente. Sin 

embargo, la interrupción de prtA disminuye la virulencia -en comparación a la cepa wt-  

al administrar a Sma por vía intravenosa en un modelo de ratón (81). Entonces, a 

pesar de su expresión disminuida a 37 ºC, PrtA todavía podría ser un potencial factor 

de virulencia a esta temperatura. De manera interesante, al analizar la expresión de la 

hemolisina ShlA nos encontramos con un panorama similar. La actividad hemolítica 

óptima se observa a 30 ºC, reduciéndose hasta 10 veces a 37ºC (358). Pero la 

eliminación de shlBA anula la virulencia en un modelo de ratón y la citotoxicidad contra 
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múltiples líneas celulares de mamíferos, indicando su importancia como factor de 

virulencia en hospedadores de sangre caliente (24).  

V.6. Búsqueda de factores termorregulatorios para PrtA  

Con el propósito de examinar los mecanismos regulatorios que gobiernan la 

termorregulación en la expresión de prtA, evaluamos una serie de cepas mutantes de 

Sma RM66262 para diversos factores de transcripción, analizando el fenotipo 

proteolítico creciendo las cepas a 30 o 37°C. Las cepas cpxR, ompR, flhD, fliA, phoP y 

rcsB se encontraban disponibles en el stock del laboratorio, mientras que la cepa rssB 

fue construída durante el presente Trabajo de Tesis (sección III.8.1).  

Los reguladores flagelares FlhD y FliA y el sistema CpxR fueron descriptos en la 

parte introductoria (I.1.4.4 y I.3.2, respectivamente).  

Los sistemas EnvZ-OmpR, PhoPQ, RssBA son TCS clásicos, donde ompR, 

phoP, y rssB codifican para los RR citoplasmáticos, respectivamente. En Xenorhabdus 

nematophila, se reportó que OmpR modula negativemente –a través de FliA y FlhDC- 

la expresión de exoenzimas, entre ellas, XrtA, de la familia de las serralisinas (359). 

Por ende, se creyó conveniente ensayar tanto la cepa ompR como las mutantes 

flagelares fliA y flhD. PhoPQ de Sma interviene en la regulación de la resistencia a 

polimixina B y a pH ácido, en el crecimiento en baja concentración de Mg2+, y también 

en los mecanismos de supervivencia de este patógeno en células epiteliales, 

interviniendo en la evasión de la maquinaria degradativa de la célula eucariota (22). El 

sistema RssBA de Sma es capaz de responder a cambios de temperatura: a 37°C, se 

encuentra activo y RssB fosforilado reduce la expresión de flhDC, el regulador maestro 

flagelar. Esto favorece la formación de biopelículas sobre la motilidad swarming, e 

indirectamente disminuye la producción de hemolisina. A 30°C, se encontraría inactivo, 

permitiendo mayores niveles de expresión de flhDC, y por ende, promoviendo la 

motilidad swarming y la producción de hemolisina (360).  

Por otro lado, el sistema Rcs es un sistema de fosfotransferencia. La parte 

central del sistema se compone de tres proteínas separadas con cuatro dominios de 

señalización. La proteína sensora RcsC, una quinasa híbrida que contiene el dominio 

transmisor H1 y el dominio receptor D1; RcsD, contiene el dominio de 

fosfotransferencia HPt; y el regulador de respuesta citoplasmático RcsB, que presenta 

un dominio receptor conservado D2 (361). En nuestro laboratorio se ha determinado 

que, en Sma, el sistema Rcs en su estado activo reprime transcripcionalmente de 

forma directa la expresión del regulón flagelar (48, 273). Asimismo, se determinó que 
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RcsB fosforilado regula negativamente de manera directa la expresión del operón 

shlBA, codificante para la hemolisina (21). 

A partir de cultivos saturados de cada una de estas cepas, se inocularon 

aproximadamente 8x10-3 unidades de DO600 en placas LB-agar-leche, y se incubaron 

durante 24 horas a 30°C o 37°C, según se indica. En la figura V.11.A, se observa que 

todas las cepas ensayadas presentaron halos degradativos de mayor tamaño a 30 °C 

respecto de 37 °C, lo cual sugiere que la termorregulación de prtA no depende de 

ninguno de los factores de transcripción analizados. 

Figura V.11. Evaluación de la termorregulación de la actividad proteolítica secretada en una serie 

de cepas mutantes. A) Halo proteolítico en placas de LB-agar-leche tras 24 horas de incubación. B) 

Análisis semi-cuantitativo de la actividad proteasa en placa. Para cada cepa, se calculó el cociente entre 

el diámetro del halo proteolítico y el diámetro de la colonia bacteriana. El valor obtenido fue a su vez 

relativizado a los valores presentados por la cepa wt. Se representan los promedios y desviaciones 

estándar de tres experimentos independientes. 

Sin embargo, de manera interesante, la estimación semi-cuantitativa de la 

actividad proteasa efectuada en base a los diámetros de los halos y de las colonias 

bacterianas, mostró un aumento del 40% en la cepa cpxR respecto a la cepa salvaje a 

37°C; en tanto que a 30°C no se detectaron diferencias para este fenotipo. Para 

complementar este hallazgo, se prepararon los sobrenadantes de cultivo de las cepas 

salvaje y cpxR crecidas durante 24 horas y se efectuó la cuantificación de actividad 

proteasa. De modo similar, observamos un fenotipo dependiente de temperatura, con 

un 50% de incremento en la actividad para la cepa mutante a 37°C, y sin diferencias 

apreciables entre cepas a 30°C (figura V.12.A). Por otra parte, el análisis de los 

perfiles proteicos extracelulares reveló mayor abundancia de la banda proteica 
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correspondiente a la serralisina PrtA en la cepa cpxR en comparación con la cepa 

salvaje (figura V.12.B), indicando que CpxR cumpliría un rol en la regulación de la 

expresión de PrtA a través de una modulación negativa de su expresión. 

 

Figura V.12. Evaluación de la actividad proteolítica y expresión de PrtA en las cepas salvaje y 

cpxR. A) Actividad proteolítica en los sobrenadantes de cultivo cuantificada por degradación de 

azocaseína. Se indican los valores de actividad en relación a los obtenidos para la cepa wt a 37°C. Los 

sobrenadantes fueron preparados a partir de cultivos crecidos en medio LB durante 24 horas, a la 

temperatura señalada. Se representan los promedios y desviaciones estándar de tres experimentos 

independientes. B) SDS-PAGE de extractos extracelulares. Las bacterias fueron cultivadas a 37°C 

durante 24 horas. Las células se separaron por centrifugación, obteniendo el sobrenadante de cultivo, que 

fue luego concentrado por precipitación con TCA. Se sembró el equivalente a 2 unidades de DO600 para 

cada muestra. 

 

Adicionalmente, la cepa cpxR se complementó en trans mediante la expresión 

de CpxR desde el plásmido pBB5::cpxR, inducible por IPTG, logrando restaurar los 

niveles de actividad proteolítica a niveles salvajes, tanto en placa como en medio 

líquido, corroborando el fenotipo dependiente de CpxR (figura V.13). En suma, estos 

resultados indican que CpxR es capaz de ejercer una acción inhibitoria sobre la 

expresión de prtA a 37°C y no a 30°C. Si bien la cepa cpxR conserva el fenotipo de 

termorregulación de la actividad proteolítica, los resultados sugieren que la represión 

mediada por el sistema Cpx contribuye parcialmente con dicho fenómeno. En 

consecuencia, la termorregulación de la expresión de la serralisina PrtA es un fenotipo 

multifactorial, que no sería dirigido por la simple acción de un regulador transcripcional.  
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Figura V.13. Evaluación de la complementación de la actividad proteolítica en la cepa cpxR. A)  

Halo proteolítico en placas LB-agar-leche. B) Actividad proteolítica cuantificada por degradación de 

azocaseína. Se indican los valores de actividad en relación a los valores obtenidos para la cepa salvaje 

con el vector vacío (wt/pBB5). Se representan los promedios y desviaciones estándar de tres 

experimentos independientes. En ambos casos, las bacterias fueron cultivadas a la temperatura indicada 

durante 24 horas. Los medios de cultivo fueron suplementados con kanamicina (50 µg/µl) e IPTG 200 µM. 

V.7. CpxR regula a nivel transcripcional la expresión de prtA 

Con el objetivo de definir si los fenotipos descriptos en el apartado anterior 

corresponden a una modulación a nivel transcripcional sobre la región promotora del 

gen prtA, se cuantificó la actividad transcripcional de dicho gen en función del tiempo 

en las cepas salvaje y cpxR, mediante la utilización de la construcción reportera 

pPROBE::PprtA-gfp [ASV]. Las cepas se crecieron a 30 o 37°C (figura V.14). Se 

observó que en ausencia de CpxR la actividad transcripcional de prtA fue 

aproximadamente el doble a 37°C. En cambio, a 30°C, no se detectaron diferencias 

entre los patrones transcripcionales de ambas cepas. Esto es congruente con el 

aumento de expresión de serralisina en la cepa cpxR descripto anteriormente, sólo 

observable al crecer las bacterias a 37°C.  

 

Figura V.14. Actividad transcripcional del plásmido reportero pPROBE::PprtA-gfp [ASV]. La 

expresión transcripcional de prtA se cuantificó utilizando el reportero plasmídico pPROBE::PprtA-gfp. El 

valor de fluorescencia obtenido para cada punto fue normalizado respecto a la DO600 del cultivo. Los 

cultivos se crecieron a 30 o 37ºC en microplacas durante 16 horas. Las curvas representan la media de 

tres experimentos independientes, y las barras de error las desviaciones estándar. 
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De manera complementaria, se evaluaron los niveles transcripcionales de prtA 

en ambas cepas en estudio por experimentos de RT-qPCR (figura V.15). La 

cuantificación del transcripto resultó ser 11 veces mayor en la cepa cpxR respecto de 

la cepa salvaje, para cultivos crecidos a 37°C. En suma, los resultados obtenidos 

señalan que en Sma el sistema CpxRA se encuentra modulando negativamente la 

transcripción de prtA cuando las bacterias son cultivadas a 37°C.  

   

V.8. Determinación de la interacción de CpxR con la región promotora de prtA 

Con el propósito de determinar si CpxR ejerce una regulación directa sobre la 

expresión de prtA, se realizó un rastreo bioinformático en la región promotora de dicho 

gen en busca de un sitio de unión putativo de CpxR. En primer lugar, a través del 

servidor MEME (Multiple EM for Motif Elicitation), se construyó el motivo consenso de 

unión a CpxR usando una serie de regiones promotoras que contienen secuencias de 

reconocimiento bona-fide para esta proteína. Posteriormente, a través de la 

herramienta FIMO (Find Individual Motif Occurrences) (294), se encontró un sitio de 

unión putativo 206 pb corriente arriba del codón de inicio traduccional de prtA. Dicha 

secuencia mostró 14 de las 16 bases conservadas del logo obtenido.  

 

Figura V.16. Análisis y detección in silico de una secuencia consenso de unión para CpxR. El 

motivo consenso de unión a CpxR fue generado entrenando el servidor MEME  usando como datos los 

promotores de los genes regulados por CpxR de Salmonella ya conocidos. La matriz obtenida luego fue 

utilizada para buscar motivos en la secuencia promotora de prtA mediante el servidor FIMO. El 

procedimiento se detalla en Materiales y Métodos, sección III.19. 
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En vista de este resultado, decidimos evaluar si CpxR es capaz de interaccionar 

in vitro con la región regulatoria putativa de prtA. Para ello, llevamos a cabo ensayos 

de retardo de la movilidad electroforética del ADN (EMSA) utilizando el fragmento de 

ADN correspondiente a los 500 pb corriente arriba del codón de inicio de prtA, y la 

proteína purificada CxpR-6xHis, cuyo clonado, expresión y purificación se detallan en 

la sección III.12 de Materiales y Métodos. Se detectó una única banda de retardo 

utilizando 6 pmoles del regulador de respuesta purificado (figura V.17), sugiriendo la 

presencia de un único sitio de unión a CpxR en el fragmento de ADN analizado. Un 

exceso de entre 20 y 350 veces de un fragmento de ADN competidor inespecífico 

(correspondientes a la región codificante del gen nucA) no afectó la interacción, 

mientras que la banda de retardo disminuyó su abundancia por agregado de 20 veces 

del fragmento de ADN del promotor prtA sin marcar (PprtA), indicando que la 

interacción del regulador de respuesta con el fragmento promotor de prtA es 

específica.  

 

Figura V.17. Ensayo de retardo electroforético del ADN. El fragmento de ADN correspondiente a la 

región promotora de prtA fue amplificado por PCR utilizando el cebador reverso marcado 

radioactivamente con 
32

P. Aproximadamente 15 ng de esta sonda marcada fueron incubados con 6 

pmoles de CpxR-6xHis purificada. A dicha mezcla de reacción se añadieron cantidades crecientes de 

sondas de ADN sin marcar correspondientes al promotor de prtA (PprtA) o bien a una parte de la región 

codificante de nucA (nucAORF), según se indica. Los detalles experimentales se describen en Materiales y 

Métodos, secciones III.13.1-2.  
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Para determinar el sitio de unión de CpxR en la región promotora de prtA, se 

efectuó un ensayo de protección de la ADNasa I, utilizando CpxR-6xHis y sondas de 

ADN marcados radioactivamente en la hebra codificante o en la hebra no codificante. 

Como se muestra en la figura V.18, CpxR-6XHis protegió una región superpuesta 

desde el nt 217 al nt 239 relativo al sitio de inicio de la traducción de prtA. La región 

protegida se superpone con el sitio de unión para CpxR predicho previamente in silico. 

En conjunto, estos resultados demuestran que CpxR es capaz de unirse de forma 

directa al motivo de reconocimiento consenso en la región promotora de prtA, en las 

condiciones in vitro ensayadas. 

 

Figura V.18. Ensayo de protección a la ADNasa I. El ensayo se realizó sobre ambas hebras de la 

sonda marcada prtA, según se especifica en Materiales y Métodos, secciones III.13.3-4. Las cantidades 

de CpxR-6XHis agregadas a la sonda fueron 50 pmoles de proteína fosforilada con acetil fosfato (+), y 0 

pmoles (-). En la parte inferior de la figura se indica la secuencia de la región promotora de prtA. La región 

subrayada representa la zona protegida por CpxR-6XHis, mientras que la secuencia resaltada en negrita 

representa los motivos de unión a CpxR predichos in silico. 
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V.9. El nivel de actividad del sistema CpxRA depende de la temperatura de 

crecimiento bacteriano 

Como se expuso en la sección V.7, nuestros resultados indicaron que la 

represión mediada por CpxR sobre la expresión de prtA es ejercida a 37°C pero no a 

30°C, sugiriendo que la actividad del sistema CpxRA podría estar siendo afectada por 

la temperatura de crecimiento de Serratia. A nuestro entender, no existen reportes 

previos que describan modulación por temperatura sobre este sistema de dos 

componentes. Por lo tanto, decidimos examinar el perfil transcripcional de otro 

miembro del regulón CpxRA en función de la temperatura. Recapitulando lo 

desarrollado en la Introducción, en E. coli y Salmonella, se ha descripto que el gen 

cpxP es el que presenta una mayor magnitud de modulación transcripcional positiva -

mediada por CpxR- en comparación con lo demás miembros del regulón Cpx (214, 

215). CpxP actua como proteína auxiliar cumpliendo un rol en la regulación negativa 

del sistema CpxRA, a través de su unión a CpxA y la consecuente inhibición de la 

autofosforilación (208). Debido a que su distribución no es ubicua en enterobacterias 

(362), indagamos la presencia de cpxP en el genoma de Sma RM66262 a través de la 

herramienta BLASTP del NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) utilizando como 

referencia la secuencia aminoacídica de CpxP de Salmonella LT2. Como resultado, 

corroboramos la existencia de dicho gen en nuestro aislamiento, el cual codifica para 

una proteína que comparte un 79% de identidad aminoacídica con su homóloga de 

Salmonella. Posteriormente, determinamos el perfil de expresión de cpxP en Sma 

RM66262 mediante RT-qPCR, a partir de bacterias crecidas hasta la fase estacionaria 

a 30°C o a 37°C.  

 
Figura V.19. Cuantificación del transcripto de cpxP mediante RT-qPCR. La expresión de cpxP en 

cultivos bacterianos pertenecientes a la cepa wt o cpxR crecidos durante 16 horas a la temperatura 

indicada fue medida por RT-qPCR. Los valores se obtuvieron por método del 2
-ΔΔCT

, utilizando los niveles 

de transcripto 16S como referencia. El nivel de expresión obtenido para la cepa salvaje cultivada a 30°C 

se normalizó a 1, y el resto de los niveles se relativizaron a éste. Se muestran las medias (n=2 muestras 

de ARN independientes) y las desviaciones estándar. 
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Como se observa en la figura V.19, para la cepa salvaje los niveles 

transcripcionales de cpxP se incrementaron en promedio 45 veces al ser cultivada a 

37°C respecto de 30°C. La expresión escasa de cpxP detectada en el entorno cpxR 

confirma la pertenencia de cpxP al regulón CpxRA en Sma. Asimismo, no hubo 

diferencias significativas en los niveles de expresión a 30°C y 37°C en el entorno 

cpxR. Esto indica que la inducción de la expresión de cpxP a 37°C observada en la 

cepa salvaje es dependiente de CpxRA. Por otra parte, resultados preliminares 

obtenidos durante la escritura del presente Trabajo de Tesis señalaron un incremento 

del 50% en la expresión de dsbA –otro miembro del regulón CpxRA- al crecer 

bacterias de la cepa salvaje a 37°C respecto de 30°C. Dicha variación no se observó 

en muestras provenientes de la cepa mutante cpxR. 

 En suma, estos análisis de expresión sugieren que, en Sma, el sistema CpxRA 

se encuentra en un nivel de actividad mayor durante el crecimiento en fase 

estacionaria a 37° respecto de 30°C. Conjeturamos que el sistema Cpx podría estar 

sensando indirectamente la temperatura de crecimiento. Es probable que la magnitud 

de las perturbaciones de membrana y/o la acumulación de componentes mal plegados 

en la envoltura se incremente de modo concomitante con la temperatura, entonces, 

estas señales repercutirían sobre el nivel de actividad del sistema Cpx. 

V.10. Señales inductoras del sistema CpxRA modulan la expresión de PrtA 

Con el objeto de profundizar el conocimiento acerca del rol del sistema CpxRA 

en la regulación de la expresión de PrtA, evaluamos si el crecimiento de las bacterias 

en condiciones descriptas como inductoras del sistema CpxRA impacta en los niveles 

de actividad proteolítica secretada.   

Se ha reportado que la sobreexpresión de NlpE, una lipoproteína de membrana 

externa, provoca la inducción del sistema CpxRA tanto en E. coli  (212) como en 

Salmonella enterica serovar Typhimurium (López M.C., tesis doctoral). Por lo tanto, 

decidimos sobre-expresar NlpE en los entornos salvaje, cpxR, y prtA de Sma. Esta 

sobreexpresión se efectuó a partir del plásmido pSU::nlpE, que codifica y expresa 

constitutivamente el gen nlpE de Salmonella Typhimurium. La proteína NlpE 

expresada desde este plásmido posee un 49% de identidad aminoacídica con la de 

Sma RM66262.  
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Figura V.20. Efecto de la sobreexpresión de NlpE sobre la actividad proteolítica secretada en los 

entornos wt, cpxR y prtA. A) Halo proteolítico en placas LB-agar-leche B) Actividad proteolítica 

cuantificada por degradación de azocaseína. Los valores de actividad se indican en relación a los valores 

obtenidos para la cepa salvaje con el vector vacío (wt/pSU) crecida a 37°C. Se representan los promedios 

y desviaciones estándar de tres experimentos independientes. En ambos casos, las bacterias se 

cultivaron durante 24 horas a la temperatura indicada.  

La figura V.20 muestra que la sobreexpresión de NlpE en el entorno salvaje 

(wt/pSU::nlpE) causa una drástica disminución del halo proteolítico en placa respecto a 

la cepa control (wt/pSU). Dicha disminución se observó a ambas temperaturas de 

crecimiento ensayadas, y se correlacionó con las determinaciones de los niveles de 

actividad proteolítica en cultivos líquidos: al sobre-expresar nlpE, hubo una merma de 

4,1 veces a 30°C, y de 2,6 veces a 37°C, respecto de la cepa salvaje. Por otra parte, 

no se observaron diferencias entre las cepas cpxR/pSU y cpxR/pSU::nlpE tanto en 

medio sólido como líquido a 30°C, corroborando que la vía CpxRA es responsable de 

la inhibición de la actividad proteasa observada en la cepa wt/pSU::nlpE CpxRA.Sin 
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embargo, a 37°C, la cepa cpxR/pSU::nlpE mostró una disminución tanto del halo 

proteolítico en placa como en la actividad proteasa detectada en sobrenadantes de 

cultivo, en comparación con la cepa cpxR/pSU. Hipotetizamos que la sobreexpresión 

de NlpE –probablemente por su carácter heterólogo- genera otro tipo de estrés 

adicional, que -a 37°C- repercute negativamente sobre los niveles de expresión de 

actividad proteolítica secretada. Por otra parte, vemos que la escasa actividad 

detectada en cultivos de la cepa prtA/pSU se redujo aún más en la cepa 

prtA/pSU::nlpE, lo que sugiere que la sobreexpresión de NlpE sería una señal 

modulatoria negativa que también afectaría la expresión del resto de las proteasas 

secretadas de Sma, posiblemente también a través del sistema CpxRA. 

A continuación, se evaluó el efecto del pH del medio de crecimiento sobre la 

actividad proteolítica secretada. Se ha reportado que el pH alcalino o neutro constituye 

una señal estimuladora del sistema, mientras que el crecimiento a pH ácido mantiene 

el sistema sin inducir (215, 363). En este contexto, se determinaron los niveles 

proteolíticos de las cepas salvaje y cpxR crecidas a 37°C en medio LB-MES-MOPS 

tamponado a pH 5 (como condición ácida) o a pH 8 (como condición alcalina).  

El análisis de los resultados obtenidos es complejo. A pH 8, la niveles actividad 

proteolítica secretada -tanto en placa o en sobrenadantes de cultivo- fueron menores 

para ambas cepas que los normalmente obtenidos al cultivar las bacterias en medio 

LB (cuyo pH es de 7). Asimismo, a pH 8, el fenotipo cpxR dependiente fue de menor 

magnitud respecto a las medidas previas en medio LB: el  incremento promedio en la 

actividad proteolítica de cpxR fue del 25% respecto a la cepa salvaje (figura V.21), en 

comparación con el 50% de incremento detectado al realizar el mismo experimento en 

LB (figura V.12). En cambio, a pH 5, no se detectaron diferencias significativas entre 

las cepas wt y cpxR, lo cual es congruente con el hecho de que -a pH ácido- el 

sistema CpxRA se encuentra inactivo, y por tanto es incapaz de modular la 

transcripción de prtA. Sin embargo, de manera inesperada, a pH 5 se duplicaron los 

niveles proteolíticos respecto a pH 8 (figura V.21.B). Los niveles de la cepa control 

prtA no se afectaron, lo que indica que esta modulación ocurre a nivel de PrtA.  

Todos estos resultados nos permiten especular con la existencia de mecanismos 

regulatorios independientes del sistema Cpx. Se puede hipotetizar sobre factores que 

repriman la expresión de PrtA a pH alcalino, o bien, que modulen positivamente su 

expresión a pH ácido. En este contexto, se ha descripto la existencia de mecanismos 

de respuesta a estrés ácido en enterobacterias, como E. coli, Salmonella typhimurium 

y Shigella flexneri. Uno de los mecanismos principales es la inducción de aminoácidos 
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descarboxilasas, las cuales elevan el pH intracelular al consumir un protón durante la 

reacción enzimática, para luego intercambiar el producto descarboxilado por un nuevo 

aminoácido sustrato a través de un sistema de antiporte de membrana (364). La 

inducción de PrtA durante el crecimiento a pH ácido podría proveer a las bacterias de 

una mayor disponibilidad de aminoácidos libres en el medio extracelular, 

contribuyendo al efecto homeostático provocado por las descarboxilasas citosólicas.  

 

Figura V.21. Efecto del pH del medio de cultivo sobre la actividad proteolítica secretada. A) Halo 

proteolítico en placas LB-MES-MOPS-agar-leche. B) Actividad proteolítica en los sobrenadantes de 

cultivo cuantificada por degradación de azocaseína. Se indican los valores de actividad en relación a los 

valores obtenidos para la cepa wt a pH 8. Se representan los promedios y desviaciones estándar de tres 

experimentos independientes. En ambos casos, las bacterias se cultivaron durante 24 horas a 37°C. 

V.11. La osmolaridad es una señal moduladora de la expresión de prtA 

La osmolaridad constituye también una señal frecuentemente detectada por los 

patógenos gram negativos, y es capaz de regular factores de virulencia. Por ejemplo, 

en Vibrio cholerae, la producción de determinantes de virulencia como la toxina 

colérica, requiere del regulador respuesta ToxR y está influenciada por condiciones 

externas incluyendo osmolaridad, pH, y temperatura (365). En este contexto, 

decidimos evaluar si la actividad proteolítica de Sma varía en función de la 

osmolaridad del medio de crecimiento. Se evaluó la actividad proteasa tanto en medio 

sólido como líquido en concentraciones crecientes de NaCl. Para ello, se utilizaron los 

medios de crecimiento SLB (sin NaCl), LB (0,15 M NaCL) y Na-LB (0,45 M NaCl). Los 

resultados presentados en la figura V.22 muestran que la actividad proteasa disminuye 

en la cepa salvaje a medida que aumentamos la concentración de NaCl. Los halos 

proteolíticos de la cepa control prtA indican que la modulación negativa de la actividad 

proteolítica por estrés osmótico se produce a nivel de expresión de la serralisina PrtA.   
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Figura V.22. Efecto de la osmolaridad del medio de cultivo sobre la actividad proteolítica 

secretada. A) Halo proteolítico en placas LB-agar-leche. B) Actividad proteolítica en los sobrenadantes 

de cultivo cuantificada por degradación de azocaseína. Se indican los valores de actividad en relación a 

los valores obtenidos para la cepa wt crecida en LB. Se representan los promedios y desviaciones 

estándar de tres experimentos independientes. En ambos casos, las bacterias fueron cultivadas a 37°C 

durante 16 horas. 

A continuación, se determinó si esta modulación ocurre a nivel de la 

transcripción de prtA. Para ello, se monitoreó la actividad del promotor de prtA 

mediante la utilización de la construcción reportera pPROBE::PprtA-gfp [ASV], en los 

distintos medios de crecimiento ensayados previamente. 

 
Figura V.23. Actividad transcripcional del plásmido reportero pPROBE::PprtA-gfp [ASV]. La 

expresión transcripcional de prtA se cuantificó utilizando el reportero plasmídico pPROBE::PprtA-gfp. El 

valor de fluorescencia obtenido para cada punto fue normalizado respecto a la DO600 del cultivo.Los 

cultivos se crecieron en el medio indicado suplementado con Km (50 µg/ml) a 37ºC durante 16 horas. Las 

curvas representan la media de tres experimentos independientes, y las barras de error las desviaciones 

estándar.  

 

Se observó que la actividad transcripcional disminuyó con el incremento de la 

osmolaridad del medio de crecimiento bacteriano (figura V.23). En Na-LB, a partir de 

las 5 horas, la transcripción mostró niveles inferiores respecto de los medios LB y SLB 

durante el resto del tiempo analizado. Los niveles de actividad entre SLB y LB fueron 
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similares hasta las 10 horas de crecimiento. A partir de ese punto, en medio SLB hubo 

un incremento de la fluorescencia en función del tiempo alcanzando en su punto final 

valores 1,6 veces mayores respecto de LB, y 3,2 veces respecto de Na-LB. 

Entre los mecanismos bacterianos de detección de osmolaridad mejor 

descriptos, podemos mencionar al sistema de dos componentes EnvZ/OmpR, 

descripto por primera vez en E. coli como responsable de modular la expresión de 

porinas ante una señal hiperosmótica (366). Ante la hipótesis de que EnvZ/OmpR 

estuviera mediando el control transcripcional de prtA, se introdujo el plásmido 

reportero pPROBE::PprtA-gfp en la cepa ompR, y se evaluó la actividad transcripcional 

del reportero en medio SLB, LB, y Na-LB. Los resultados obtenidos fueron similares a 

los de la cepa salvaje, indicando que, en Sma, OmpR no está involucrado en la 

modulación la expresión de prtA por variaciones en las condiciones de osmolaridad. 

Asimismo, se determinó que el sistema CpxRA tampoco interviene en esta 

modulación, debido a que los valores de fluorescencia observados para la cepa 

cpxR/pPROBE::PprtA-gfp [ASV] variaron inversamente con la osmolaridad del medio de 

cultivo. Por lo tanto, se desconoce el sistema que media la represión de la expresión 

de prtA por aumento en la osmolaridad del medio de cultivo. 

V.12. El hierro como señal moduladora de la expresión de la actividad 

proteolítica en Serratia 

Una de las maneras en que un hospedador puede contrarrestar el desarrollo de 

infecciones bacterianas es mediante la privación a los patógenos invasores de 

aquellos nutrientes que son esenciales para su crecimiento, en un mecanismo 

normalmente conocido como “inmunidad nutricional” (367). Los microorganismos 

invasores dependen de fluidos nutricionalmente ricos del huésped que le proveen los 

componentes necesarios. En particular, el hierro juega un rol importante en este 

aspecto, siendo uno de los factores nutricionales limitantes para la multiplicación de 

las bacterias en el suero, saliva, lágrimas, leche y huevos. La gran mayoría del hierro 

en vertebrados es de localización intracelular, secuestrado dentro de la proteína 

ferritina o complejado en el anillo de porfirina del grupo hemo, como cofactor de la 

hemoglobina o la mioglobina. En este contexto, los patógenos bacterianos han 

evolucionado para detectar la carencia de hierro, y coordinar con éste la expresión de 

otros fenotipos requeridos para la infección. Típicamente, esta detección involucra 

primariamente el control transcripcional de genes cuyos productos contribuyen a 

contrarrestar el mecanismo de secuestro del metal por parte del hospedador: entre 

ellos, las citotoxinas producen daño celular que lleva a la liberación de ferritina; 
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mientras que las toxinas hemolíticas lisan eritrocitos, liberando hemoglobina. 

Posteriormente, los patógenos bacterianos luego captan estas fuentes de hierro 

mediante diversas estrategias como la síntesis de receptores para transferrina y 

lactoferrina, síntesis de receptores para hemoproteínas, y la síntesis y secreción de 

sideróforos, pequeñas moléculas capaces de competir con la transferrina y la 

lactoferrina por la unión al hierro (367). 

En Sma, la actividad hemolítica depende de la disponibilidad de hierro (368). La 

síntesis de la hemolisina es reprimida por hierro, mientras que su depleción a través 

del quelante específico 2,2’-dipiridil produce un marcado aumento en los niveles 

hemolíticos. Por otra parte, en Serratia proteamaculans, se reportó que los niveles de 

actividad proteolítica secretada aumentan fuertemente en condiciones de depleción de 

hierro (en presencia de 2,2’-dipiridil). La presencia de este quelante en el medio de 

cultivo también duplicó la actividad invasiva de la bacteria (369). 

Por consiguiente, se evaluó si la actividad proteolítica en Sma RM66262 se 

encuentra modulada por los niveles de hierro presente en el medio de cultivo. En 

primer lugar, se cuantificó la actividad proteasa al crecer a las bacterias en LB, con o 

sin agregado del compuesto 2,2’-dipiridil. Debido a que un exceso de dicho compuesto 

resulta detrimental para el crecimiento bacteriano, se determinó previamente que su 

concentración subinhibitoria máxima es de 150 µM. En la figura V.24, se observa que 

los niveles de actividad proteasa secretada se incrementaron ante la depleción de 

hierro por agregado de 2,2’-dipiridil a ambas temperaturas ensayadas, obteniendo 

aumentos del 60% y 85% para 30°C y 37°C, respectivamente, en comparación con la 

condición control. En paralelo, la actividad proteolítica en medio mínimo M9 

suplementado con casaminoácidos (carente de Fe en su composición) disminuyó tras 

la introducción de iones férricos al medio, en ambas temperaturas ensayadas. 
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Figura V.24. Efecto de los niveles de hierro sobre la actividad proteolítica secretada. Actividad 

proteolítica en los sobrenadantes de cultivo cuantificada por degradación de azocaseína, durante el 

crecimiento en medio líquido LB (con o sin agregado de 2,2’-dipiridil) o M9 (con o sin agregado de FeCl3). 

Se indican los valores de actividad normalizados respecto de la cantidad de bacterias en el cultivo 

(Abs340/DO600). Se representan los promedios y desviaciones estándar de tres experimentos 

independientes. Las bacterias fueron cultivadas a la temperatura indicada durante 16 horas.  

Para determinar si la modulación por Fe sobre la actividad proteolítica secretada 

por Sma involucra modulación en la expresión de la serralisina PrtA, la cepa prtA se 

creció en LB con o sin agregado de 2,2’-dipiridil (figura V.25). Como se observa, la 

magnitud del incremento en la actividad proteolítica al agregar el quelante de Fe fue 

similar al observado para la cepa salvaje, lo que sugiere que la regulación por hierro 

sobre la actividad proteolítica no afecta a PrtA. Al evaluar la cepa lipB, se observó que 

los niveles de actividad proteolítica no variaron ante la depleción de hierro. Estos 

resultados sugieren que la modulación de la actividad proteolítica por hierro 

dependería de una o más proteasas cuya secreción está mediada por el sistema Lip.  
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Figura V.25. Actividad proteolítica secretada en condiciones de depleción de hierro en las cepas 

wt, prtA, lipB y slpE. Actividad proteolítica en los sobrenadantes de cultivo cuantificada por degradación 

de azocaseína, durante el crecimiento en medio líquido LB (con o sin agregado de 2,2’-dipiridil). Se 

indican los valores de actividad proteasa normalizados respecto de la cantidad de bacterias en el cultivo 

(Abs340/DO600). Se representan los promedios y desviaciones estándar de tres experimentos 

independientes. Las bacterias fueron cultivadas a la temperatura indicada durante 16 horas. 

 

Recapitulando los resultados presentados en la primera sección del presente 

capítulo, Sma RM66262 codifica –además de PrtA- otras tres metaloproteasas más: 

SlpC, SlpD, y SlpE. De entre éstas, SlpE es la que posee mayor homología con PrtA, y 

ambas presentan en su dominio C-terminal cuatro motivos RTX, que han sido 

reportados como componentes relevantes para el reconocimiento y la secreción por 

los SSTI (356). Entonces, conjeturamos que SlpE podría utilizar el mismo sistema de 

translocación que PrtA, es decir, el SSTI Lip. Se construyó la cepa slpE, 

interrumpiendo dicho gen mediante inserción sitio dirigida de pKNOCK-Cm (sección 

III.8.1). En placas LB-agar-leche esta mutante presentó una modesta reducción del 

halo respecto a la cepa salvaje, sólo cuando la cepa fue crecida a 37°C (figura V.26). 
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En concordancia, en medio líquido LB a 37°C, slpE mostró 15% menos de actividad 

proteolítica respecto a la cepa salvaje. De este modo, en medio LB, SlpE se 

expresaría preferentemente a los 37°C de temperatura de crecimiento, una 

modulación contraria a la descripta en esta Tesis para PrtA. Más importante aún, el 

agregado del compuesto 2,2’-dipiridil al medio LB provocó un escaso incremento de 

los niveles proteolíticos secretados por la cepa slpE, a ambas temperaturas ensayadas 

(figura V.25). Este resultado indica que la regulación por hierro de la actividad 

proteolítica observada para la cepa salvaje está ejercida mayoritariamente sobre SlpE. 

 

Figura V.26. Actividad proteolítica secretada en placa de la cepa slpE. Se muestran además las 

cepas wt, lipB y prtA como control. Las bacterias fueron crecidas 24 horas a la temperatura indicada. 

 

Para corroborar que los niveles hierro en el medio de cultivo constituyen la señal 

responsable de esta modulación, se adicionó FeCl3 en una concentración equimolar al 

quelante (150 µM) y se evaluó si se restauraban los niveles proteolíticos a los valores 

presentados durante el crecimiento en LB a 37°C. Como se muestra en la figura 

V.27.A, en la cepa salvaje se observó restauración del fenotipo. En paralelo, se 

analizaron los perfiles proteicos de los extractos extracelulares en las tres condiciones 

de cultivo utilizadas. Como se indica en la parte B de la figura, la cepa wt presentó una 

banda proteica de expresión abundante el crecer las bacterias en medio LB con 

agregado de 2,2’-dipiridil. Dicha banda migró por debajo de los 55 kDa, coincidiendo 

con el peso molecular teórico de SlpE. Si bien, al analizar el perfil de la cepa slpE, se 

detecta una segunda banda que co-migra a la misma altura que SlpE, su expresión no 

varía en presencia de 2,2’-dipiridil, indicando que es SlpE la proteína cuya expresión 

está modulada por presencia de Fe en el medio de cultivo. Por otra parte, PrtA 

también es más abundante en presencia de 2,2-dipiridil; fenómeno que se revierte al 

agregar iones férricos al medio. Esto sugiere que la inducción remanente de actividad 
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proteolítica en la cepa slpE en presencia del quelante (estimada en un 24,5%, a partir 

de la figura V.25) sería causada por una modulación de menor magnitud sobre PrtA. 

 
Figura V.27. A) Actividad proteolítica en los sobrenadantes de cultivo cuantificada por degradación de 

azocaseína. Se indican los valores de actividad en relación a los valores obtenidos para la cepa salvaje 

crecida en LB. Se representan los promedios y desviaciones estándar de dos experimentos 

independientes. B) SDS-PAGE de extractos extracelulares. En ambos casos, las bacterias fueron 

cultivadas a 37°C durante 16 horas, en medio líquido LB con o sin agregado de 2,2’-dipiridil y FeCl3, 

según se indique. 

La modulación positiva de estas metaloproteasas durante el crecimiento en 

condiciones limitantes de hierro puede ser de relevancia durante el proceso 

patogénico de Serratia. Conjeturamos que si SlpE posee una actividad citotóxica 

similar a la descripta para PrtA, la misma podría provocar daños celulares que 

contribuyan a la liberación de fuentes de hierro, contrarrestando de este modo los 

mecanismos de secuestro del metal normalmente desplegados por el hospedador. 
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El regulador maestro de la homeostásis de hierro –tanto para bacterias Gram 

negativas como Gram positivas- es el factor transcripcional de unión a hierro Fur 

(Ferric Uptake Regulator). Fur es una proteína de unos 15-17 kDa, capaz de formar 

dímeros en presencia de hierro (y otros cationes divalentes), los que se unen al ADN y 

modulan la transcripción de los genes blanco (370). Con el objeto de determinar si la 

inducción de la actividad proteolítica observada en medios con carencia de hierro es 

dependiente de Fur, se construyó una mutante insercional en dicho gen (metodología 

descripta en la sección III.8.1), y se evaluó la hidrólisis de azocaseína a partir de 

sobrenadantes de cultivos bacterianos crecidos con o sin presencia de 2,2’-dipiridil.  

En la figura V.28 observamos que la cepa salvaje duplicó los niveles 

cuantificados de proteólisis ante la depleción de hierro, respecto del crecimiento en LB; 

mientras la cepa fur no presentó cambios significativos entre estas dos condiciones de 

crecimiento. Por ende, se sugiere que Fur se encontraría involucrado en la activación 

de slpE en condiciones limitantes de hierro. 

 

Figura V.28. El aumento de la actividad proteolítica secretada ante la carencia de Fe es 

dependiente de Fur. Actividad proteolítica en los sobrenadantes de cultivo cuantificada por degradación 

de azocaseína. Las bacterias fueron cultivadas a 37°C durante 16 horas en medio LB con o sin agregado 

de 2,2’-dipiridil. Se indican los valores de actividad proteasa normalizados respecto de la cantidad de 

bacterias en el cultivo (Abs340/DO600). Se representan los promedios y desviaciones estándar de dos 

experimentos independientes.  

 

Clásicamente, Fur ha sido descripto como un factor represor: en condiciones de 

abundancia de hierro, el complejo Fur-Fe se une a un elemento regulatorio en cis de 

un determinado gen, previniendo la unión de la ARN polimerasa sobre la región 

promotora, y bloqueando su transcripción. Más recientemente, estudios sobre los 

mecanismos regulatorios de Fur han postulado modelos donde el regulador es capaz 

de actuar como un activador transcripcional mediante su unión -en condiciones 
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limitantes de hierro- a elementos en cis proximales al sitio de unión de la ARN 

polimerasa, facilitando el reclutamiento de la misma sobre los promotores de los genes 

blanco (370). Por lo tanto, en nuestro caso, Fur estaría cumpliendo este rol como 

activador transcripcional. Para corroborar estos resultados, queda pendiente el análisis 

de la expresión -en condiciones de crecimiento ricas o carentes de hierro- de slpE en 

un entorno fur, tanto a nivel de su transcripto como a nivel proteico. Asimismo, para 

confirmar la regulación directa de Fur sobre slpE, se podrían realizar ensayos de 

retardo de la movilidad electroforética del ADN, utilizando el fragmento de ADN 

correspondiente a la región promotora de slpE y la proteína purificada Fur. 
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CONCLUSIONES  

Los resultados obtenidos en este segundo capítulo permiten formular las siguientes 

conclusiones: 

 A través de un análisis in silico sobre el genoma de Sma RM66262, se 

identificaron tres genes codificantes de proteínas con alta homología a la 

serralisina PrtA: slpC, slpD, y slpE. A través de ensayos de RT-PCR, se 

determinó que estos cuatro genes se expresan en las condiciones de 

crecimiento ensayadas. 

 La serralisina PrtA, translocada al espacio extracelular por el SSTI LipBCD, es 

responsable por la mayor parte de la actividad proteolítica detectada en los 

sobrenadantes de cultivo de Sma RM66262. 

 La adición de los epítopes 3xFLAG y 6xHis al extremo C-terminal de la 

serralisina PrtA afectó los niveles de secreción de dicha enzima, 

probablemente debido a la alteración del motivo C-terminal reconocido por el 

sistema LipBCD.  

 La expresión de PrtA se encuentra modulada a nivel transcripcional por la fase 

y la temperatura de crecimiento bacteriano. La actividad proteolítica detectada 

fue máxima en fase estacionaria de crecimiento, a 25°C.   

 El sistema de dos componentes CpxRA regula de manera negativa la 

transcripción de prtA a 37°C. Estudios de expresión por RT-qPCR sobre otros 

miembros del regulón Cpx sugirieron que, en Serratia, el sistema se encuentra 

preferencialmente activo a 37°C.  

 La sobreexpresión de la lipoproteína de membrana externa NlpE provocó una 

drástica disminución en la actividad proteolítica secretada, de manera 

dependiente de CpxRA, lo que refuerza el rol represor de dicho sistema sobre 

la expresión de PrtA y probablemente también sobre otras proteasas 

secretadas de Sma.  

 El crecimiento a pH ácido –descripto como señal no inductora del sistema 

CpxRA- anula las diferencias de actividad proteolítica detectadas entre las 

cepas salvaje y cpxR. Sin embargo, en esta condición de crecimiento, se 

observó un incremento de dichas actividades en comparación con el 

crecimiento a pH alcalino, de manera independiente de CpxRA. 
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 Condiciones de alta osmolaridad del medio de cultivo reprimen a nivel 

transcripcional la expresión de PrtA. Los componentes y mecanismos de 

detección y transducción de esta señal permanecen sin identificar. 

 SlpE es el blanco principal de la regulación por Fe, dependiente de Fur, de la 

actividad proteólitica secretada de Serratia. Se demostró indirectamente que 

SlpE es un nuevo componente del secretoma LipBCD. 
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VI. RESUMEN 

 

Serratia marcescens es un patógeno oportunista de humanos con una incidencia 

creciente en infecciones nosocomiales, y ha sido identificado como la causa de brotes 

fatales en unidades de terapia intensiva y neonatales. Una característica relevante de 

Sma es la producción de numerosas exoproteínas y vesículas de membrana externa 

(OMVs) que han sido relacionadas con la virulencia de este patógeno. Sin embargo, 

es escaso el conocimiento que se tiene sobre cómo estos factores contribuyen a la 

capacidad patogénica de la bacteria, y sobre las estrategias regulatorias que rigen su 

expresión.  

Trabajos anteriores realizados por un grupo colaborador con nuestro laboratorio 

se focalizaron en el contenido proteico de las OMVs de Sma y demostraron su 

toxicidad frente a la polilla de la cera Galleria mellonella, sin identificar los factores 

responsables de dicho fenotipo. En el presente trabajo, se amplió el conocimiento 

sobre la bioquímica y el rol patogénico de las OMVs. En primer lugar, a través de un 

método de purificación optimizado de vesículas, se re-evaluó el proteoma de las 

vesículas, identificando una serie de potenciales factores de virulencia asociados. La 

comparación entre este proteoma y el perteneciente a membrana externa, reveló la 

presencia de componentes selectivamente seleccionados/excluídos entre estos 

compartimentos. Entre estos factores, la serralisina PrtA se encontró asociada a 

OMVs. Tras la co-incubación de OMVs con células epiteliales en cultivo, se detectó la 

presencia de vesículas dentro de las células, sugiriendo que las mismas son capaces 

de internalizarse en células del hospedador. Asimismo, altas concentraciones de 

OMVs resultaron tóxicas frente a estas células de una manera PrtA dependiente. La 

utilización del modelo in vivo Drosophila melanogaster corroboró la toxicidad causada 

por PrtA en las vesículas, cuando estas se introdujeron directamente en la hemolinfa 

de los insectos. Se demostró que las OMVs interaccionan con el sistema inmune 

innato de Drosophila, disparando la señalización mediada por las vías Imd y Toll, las 

cuales son necesarias para proveer protección frente a las OMVs. 

Complementariamente, se obtuvieron evidencias acerca de que las OMVs –mediante 

la acción de PrtA- alteran la respuesta sistémica a la herida redox dependiente, 

transformando un mecanismo descripto como protector en detrimental para la 

supervivencia de los insectos.  

 



Resumen 

 
186 

En una segunda parte del trabajo, teniendo en cuenta la relevancia de la 

metaloproteasa PrtA como factor de virulencia, nos abocamos a la identificación de las 

señales y mecanismos regulatorios que modulan su expresión. Se determinó que su 

expresión se encuentra fuertemente modulada a nivel transcripcional por la fase y la 

temperatura de crecimiento bacteriano. En la búsqueda de factores regulatorios que 

modulen la expresión de esta enzima, se determinó que el sistema CpxRA regula de 

manera negativa la transcripción de prtA a 37°C, mediante la unión de CpxR a una 

secuencia consenso en la región promotora de prtA. Por otro lado, se identificaron en 

nuestro aislamiento de Sma otros tres genes codificantes de proteínas con alta 

homología a PrtA: slpC, slpD, y slpE. Se determinó que SlpE es un nuevo componente 

del secretoma LipBCD, y además es el blanco principal de la regulación por hierro, 

dependiente del regulador Fur, de la actividad proteólitica secretada de Serratia. 

En suma, los resultados obtenidos durante la realización de esta Tesis Doctoral, 

mostraron que las OMVs son relevantes para el proceso patogénico de Serratia: 

causan toxicidad en células CHO y letalidad en Drosophila melanogaster, e 

interaccionan e interfieren con mecanismos de respuesta inmune del insecto. PrtA es 

el factor de virulencia principal asociado a las OMVs, responsable mayoritario de los 

fenotipos observados. Se demostró que PrtA es parte del regulón Cpx en Serratia, 

actuando CpxR como factor represor de prtA a 37C. 
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